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RESUMO

CAVALHEIRO JUNIOR, Elias Rodrigues. Efeitos dos éleos essenciais de alho e
alecrim sobre o microbioma ruminal, metaboloma, desempenho produtivo e
qualidade de carcaca e carne de ovinos confinados. 2025. 105 F. Tese De
Doutorado Em Ciéncia Animal — Centro De Ciéncias Agrarias, Universidade Estadual
De Londrina, Londrina, 2025.

Este trabalho foi elaborado com o objetivo de avaliar os efeitos da suplementagdo com
Oleos essenciais (OEs) de alho e alecrim sobre o desempenho produtivo,
caracteristicas de carcacga, qualidade da carne, metaboloma ruminal e diversidade
microbiana do rumen de cordeiros confinados. O experimento foi conduzido com 35
cordeiros machos, nao castrados, cruzados Texel x Dorper x Santa Inés, com peso
inicial médio de 26,3 + 6,2 kg, distribuidos em cinco tratamentos dietéticos: sem
aditivo, alho (0,14 e 1,00 mL/L de liquido ruminal) e alecrim (0,40 e 1,00 mL/L de
liquido ruminal). As dietas foram formuladas com base em 30% de silagem de milho
e 70% de concentrado composto por milho moido e farelo de soja, sendo fornecidas
ad libitum por 90 dias. Os dados resultaram em trés artigos cientificos. O primeiro
avaliou o desempenho zootécnico, caracteristicas de carcaga e qualidade da carne. A
dieta com 0,40 mL/L de éleo essencial de alecrim (Alecrim B) proporcionou os maiores
ganhos médios diarios entre os dias 31-60 (0,233 kg/dia) e 61-90 (0,193 kg/dia),
maior consumo de matéria seca, melhor conversao alimentar, maior peso final (45,16
kg) e espessura de gordura subcutanea (4,68 mm), sem alteracées nos parametros
de cor, pH ou oxidacdo lipidica da carne. Os tratamentos com 6leo de alho nao
apresentaram diferenga entre as dosagens. O segundo artigo avaliou a composi¢cao
da microbiota ruminal por meio do sequenciamento da regido V3-V4 do gene 16S
rRNA. A menor dosagem de o6leo de alecrim (0,40 mL/L) induziu alteracbes
significativas na estrutura microbiana do rumen, promovendo uma redugdo na
abundancia relativa de géneros associados a produgdo excessiva de amoénia e
fermentagcdes menos eficientes, como Prevotella, e favorecendo o crescimento de
bactérias celuloliticas e lipoliticas como Ruminococcus e Butyrivibrio. Além disso,
observou-se aumento da diversidade em nivel de género e maior uniformidade entre
os individuos do grupo Alecrim B, sugerindo uma microbiota mais estavel e
funcionalmente eficiente para a degradacao de fibras e metabolismo energético. O
terceiro artigo investigou o metaboloma do liquido ruminal por UHPLC-MS/MS em
abordagem nao direcionada, utilizando extragcdes com acetato de etila e éter metil-
terc-butilico. Foram detectadas 7.064 entidades quimicas e identificados 47
metabalitos. A dieta Alecrim B apresentou um metaboloma distinto, com destaque
para compostos como acido sebacico, aurantiamida e colestenona, sugerindo
estimulo de rotas metabdlicas associadas a digestdo e ao aproveitamento de
nutrientes.A integracdo dos dados zootécnicos, analise genética e metabolémica da
microbiota ruminal demonstra que o 6leo essencial de alecrim na dosagem de 0,40
mL/L melhora o desempenho produtivo e modula o ambiente ruminal de forma a
favorecer processos fermentativos mais eficientes em cordeiros confinados,
caracterizando-se como um aditivo funcional promissor para sistemas intensivos de
producao.

Palavras-chave: Aditivos naturais; Acetato de etila; Ganho médio diario; Liquido
ruminal; Matyash; Qualidade de carne.



ABSTRACT

CAVALHEIRO JUNIOR, Elias Rodrigues. Effects of Garlic and Rosemary Essential
Oils on the Ruminal Microbiome, Metabolome, Productive Performance, and
Carcass and Meat Quality of Confined Sheep. 2025. 105. Tese de doutorado em
Ciéncia Animal — Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2025.

This study was designed to evaluate the effects of supplementation with essential oils
(EOs) of garlic and rosemary on the productive performance, carcass traits, meat
quality, ruminal metabolome, and microbial diversity of the rumen in confined lambs.
The experiment was conducted with 35 non-castrated male lambs, Texel x Dorper x
Santa Inés crossbreeds, with an average initial body weight of 26.3 £ 6.2 kg, distributed
across five dietary treatments: no additive, garlic (0.14 and 1.00 mL/L of ruminal fluid),
and rosemary (0.40 and 1.00 mL/L of ruminal fluid). Diets were formulated based on
30% corn silage and 70% concentrate composed of ground corn and soybean meal,
and were offered ad libitum for 90 days. The data resulted in three scientific articles.
The first evaluated zootechnical performance, carcass traits, and meat quality. The diet
containing 0.40 mL/L of rosemary essential oil (Rosemary B) promoted the highest
average daily gains between days 31-60 (0.233 kg/day) and 61-90 (0.193 kg/day),
greater dry matter intake, improved feed conversion, higher final body weight (45.16
kg), and subcutaneous fat thickness (4.68 mm), with no changes in meat color, pH, or
lipid oxidation parameters. The garlic oil treatments showed no differences between
the dosages. The second article assessed rumen microbiota composition through
sequencing of the V3-V4 region of the 16S rRNA gene. The lower dose of rosemary
oil (0.40 mL/L) induced significant shifts in rumen microbial structure, promoting a
reduction in the relative abundance of genera associated with excessive ammonia
production and less efficient fermentations, such as Prevotella, while favoring the
growth of cellulolytic and lipolytic bacteria such as Ruminococcus and Butyrivibrio.
Furthermore, greater genus-level diversity and higher uniformity among individuals in
the Rosemary B group were observed, suggesting a more stable and functionally
efficient microbiota for fiber degradation and energy metabolism. The third article
investigated the ruminal fluid metabolome using untargeted UHPLC-MS/MS analysis,
employing ethyl acetate and methyl tert-butyl ether extractions. A total of 7,064
chemical entities were detected, with 47 metabolites identified. The Rosemary B diet
yielded a distinct metabolomic profile, with notable compounds such as sebacic acid,
aurantiamide, and cholestenone, suggesting the stimulation of metabolic pathways
related to digestion and nutrient utilization. The integration of zootechnical data with
genetic and metabolomic analyses of the rumen microbiota demonstrates that
rosemary essential oil at a dose of 0.40 mL/L enhances productive performance and
modulates the ruminal environment in a way that favors more efficient fermentative
processes in confined lambs, positioning it as a promising functional additive for
intensive production systems.

Key-words: Dry matter intake; Ethyl acetate; Feed additives; Meat quality; Matyash;
Ruminal fluid.
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1 INTRODUGAO

A ovinocultura desempenha um papel relevante na pecuaria do Sul do Brasil,
contribuindo significativamente para a renda de pequenos produtores rurais. No
Estado do Parana, por exemplo, a atividade tem sido integrada a producéo de graos
e a bovinocultura, aumentando a renda dos agricultores familiares (Debortoli et al.,
2021). Dentre as diversas etapas do sistema de produgado de carne ovina, a fase de
terminacéo tem sido amplamente discutida devido a sua influéncia na qualidade final
do produto (Bettencourt et al., 2020).

Uma estratégia para intensificar a produgao e reduzir o tempo de terminagao dos
cordeiros € o aumento da inclusao de concentrado na dieta. No entanto, essa pratica
pode levar a disturbios digestivos devido ao maior consumo de carboidratos
fermentaveis. Para minimizar esses efeitos adversos, aditivos como os ionéforos séo
frequentemente utilizados. Contudo, o uso de antibiéticos e outros aditivos sintéticos
como promotores de crescimento foi proibido na Unido Europeia desde 2006,
conforme o regulamento 1831/2003/EC (COMISSAO EUROPEIA, 2003).

Diante desse contexto, a busca por alternativas naturais aos antibidticos tem
crescido significativamente, impulsionada por preocupagcées com a resisténcia
antimicrobiana e pela demanda por sistemas de produgdo mais sustentaveis
(Pangesti; Jayanegara; Laconi, 2024). Entre essas alternativas, os 6leos essenciais
tém se destacado, pois, assim como os aditivos sintéticos, podem melhorar a
qualidade e a digestibilidade dos alimentos sem comprometer a saude animal e a
segurancga do consumidor. Dentre os 6leos essenciais com potencial para modular a
fermentagao ruminal, destacam-se o de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e o de alho

(Allium sativum L.).

O alecrim, uma planta perene pertencente a familia Lamiaceae, € amplamente
utilizado como especiaria e na medicina tradicional devido as suas reconhecidas
propriedades antibacterianas. Seu 6leo essencial contém uma complexa mistura de
monoterpenoides, como a-pineno, B-pineno, canfeno, 1,8-cineol, canfora, borneol,
acetato de bornilo e verbenona, que tem expressiva atividade antimicrobiana frente a
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos (Silva; Monteiro, 2021). Estudos

recentes demonstram que o alecrim apresenta amplo espectro de acao
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antimicrobiana, sendo eficaz na inibicdo de microrganismos, efeito atribuido
principalmente a presenga de cineol e acido rosmarinico em sua composi¢cao (Goes
et al., 2020).

O dleo essencial de alho é rico em compostos sulfurados, com destaque para a
alicina, dissulfeto de dialila, trissulfeto de dialila, tetrassulfeto de dialila, mercaptano
de alila e metil-alil-trissulfeto. Esses metabdlitos apresentam propriedades bioativas
amplamente reconhecidas, notadamente por sua acdo antimicrobiana seletiva, além
de efeitos antioxidantes e imunomoduladores. Tais efeitos estdo associados a
ativagao de vias celulares de defesa contra o estresse oxidativo, como a via Nrf2/HO-
1 (Saidu et al., 2013). Estudos demonstram que os compostos polissulfetados de
dialila exercem atividade bioldgica relevante em extratos sulfurados de alho (Saidu et
al., 2013), sendo que analises in silico reforgzam o potencial farmacolégico desses
compostos, inclusive quando derivados de espécies vegetais analogas (Mochiutti et
al., 2019).

Um estudo conduzido por Cavalheiro Junior et al., (2021) investigou os efeitos
da incluséo de d6leos essenciais de alecrim e alho sobre a cinética de degradagao de
carboidratos em dietas com diferentes relagdes volumoso:concentrado para cordeiros
confinados. O 6leo essencial de alecrim promoveu alteragbes significativas em
parametros como tempo de colonizagao microbiana, taxa de degradacao e volume
final de gases. Foi observada uma redugéo linear na producao de gases totais com o
aumento da dose, além de efeitos quadraticos nos parametros fermentativos. O
volume de gases oriundos da degradacgao de carboidratos nao fibrosos (Vnfc) atingiu
o valor maximo de 173,44 mL g™' MS na dose de 0,71 g L™, enquanto a menor taxa
de degradacao (Kdnfc) foi observada em 0,89 g L™". Para os carboidratos fibrosos, o
menor volume de gases (Vfc) foi registrado em 1,17 g L™", e a menor taxa de
degradagao (Kdfc) em 1,07 g L™", com maior tempo de colonizagado microbiana (L) em
1,18 g L™. O dleo essencial de alho também apresentou efeito quadratico sobre o
volume de gases, com o menor valor observado entre as doses de 1,35 e 1,54 g L™,
indicando seletividade na acao antimicrobiana. Com base nesses achados, os autores
recomendaram a incluséo de 1,0 g L™" de ambos os 6leos como estratégia eficiente
para modular a fermentacédo ruminal em dietas com alta propor¢ao de concentrado,

mantendo a eficiéncia digestiva e controlando a produgéo de gases.
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Diante dessa problematica, o presente estudo tem como objetivo avaliar o uso
de oleos essenciais de alecrim e alho como aditivos alimentares na fermentagao e
microbiota ruminal por meio do estudo de desempenho de cordeiros, com énfase em

analises genética e metabolémica de bactérias ruminais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OVINOCULTURA BRASILEIRA

A ovinocultura representa uma atividade relevante dentro da pecuaria brasileira,
especialmente como fonte de renda e subsisténcia para pequenos e meédios
produtores, notadamente em sistemas de producéao familiar. A atividade se apresenta
como uma alternativa econdmica viavel, com potencial de integragdo a bovinocultura
de corte e leite, sobretudo em regides que buscam diversificagdo produtiva e melhor
aproveitamento dos recursos agropecuarios disponiveis (Debortoli et al., 2021;
Monteiro; Brisola; Filho, 2021).0 crescimento da ovinocultura tem sido impulsionado
por fatores como o melhoramento genético, o menor ciclo produtivo, e o custo de
manutencido reduzido em comparagdo com outras espécies, sendo relatado que a
manutencdo de dez ovelhas pode representar custo inferior ao de um unico bovino
(Santos De Aquino et al., 2016).

Atualmente, o rebanho ovino brasileiro € estimado em aproximadamente 21,39
milhdes de cabecgas, com forte concentracdo no Nordeste, que abriga 72,57% do
efetivo nacional. Em seguida, destacam-se o Sul com 19,75%, o Sudeste com 2,61%,
o Norte com 2,39% e o Centro-Oeste com 2,14% (IBGE, 2023). Na regiao Sul,
principal produtora fora do semiarido nordestino, os rebanhos sdao compostos,
principalmente, por 3,36 milhdes de cabegas no Rio Grande do Sul, 515,8 mil no
Parana e 347,6 mil em Santa Catarina. No entanto, apesar da relevéncia regional e
nacional da ovinocultura, a cadeia produtiva ainda enfrenta desafios estruturais, como
a informalidade na comercializagao, baixa assisténcia técnica, predominancia de
abates clandestinos e falta de incentivos governamentais, que comprometem a

competitividade e a agregacao de valor a carne ovina (Pereira Neres et al., 2024).

Nesse cenario, com a intensificagao dos sistemas de producéo e a necessidade
de melhorar a eficiéncia zootécnica e econdmica, o uso de aditivos alimentares tem
se mostrado uma estratégia promissora. Dentre esses aditivos, destacam-se os 6leos
essenciais, que vém ganhando atencdo por sua capacidade de modular a
fermentacdo ruminal, atuar como antimicrobianos naturais e contribuir para a

sustentabilidade da produgao de carne ovina.
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2.2 ADITIVOS PARA RUMINANTES

De acordo com o Decreto n° 76.986, de 6 de janeiro de 1976, um aditivo é
definido como uma substéncia adicionada intencionalmente aos alimentos com a
finalidade de conservar, intensificar ou modificar suas propriedades, desde que nao
comprometa seu valor nutritivo (BRASIL,1976). Dentro dessa classificagao, destacam-
se os aditivos naturais, compostos encontrados em diversas espécies vegetais e
estudados como alternativas aos antibiéticos. Entre eles, incluem-se prebidticos,

probidticos, leveduras, acidos orgéanicos, 6leos essenciais e extratos vegetais.

Segundo a Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (Unido Europeia,
2003), os aditivos utilizados na alimentagdo animal sdo agrupados em cinco
categorias, conforme sua funcdo: (a) aditivos tecnoldgicos, como conservantes,
antioxidantes e emulsificantes; (b) aditivos sensoriais, como corantes, flavorizantes e
palatabilizantes; (c) aditivos nutricionais, incluindo vitaminas, microminerais e
aminoacidos; (d) aditivos zootécnicos, que abrangem melhoradores da digestibilidade,
equilibradores da microbiota intestinal e substancias que otimizam o desempenho
produtivo, como antibidticos, iondforos e extratos vegetais; e (e) aditivos

anticoccidianos.

Nos ruminantes, os aditivos de maior relevancia sao aqueles que modulam a
fermentacao ruminal, promovendo alteragcbes benéficas no metabolismo microbiano e
no aproveitamento dos nutrientes. O rimen € um ecossistema anaerdbico complexo,
habitado por bactérias, protozoarios, fungos e arqueias, que fermentam carboidratos
e proteinas para produzir compostos essenciais ao metabolismo do hospedeiro
(Kansagara et al., 2022; Miranda et al., 2024). Entre os principais produtos desse
processo estdo os acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) e a proteina microbiana,
que representam, respectivamente, as principais fontes de energia e de aminoacidos

para os ruminantes (Kansagara et al., 2022; Morais; Vieira, 2021).

Entretanto, parte da fermentagdo ruminal resulta na formacao de subprodutos
indesejaveis, como metano e ambnia em excesso, que representam perdas
energéticas e proteicas significativas. A emissdao de metano, por exemplo, pode
representar até 12% da energia bruta ingerida, além de ser um importante agente de
impacto ambiental devido ao seu elevado potencial de aquecimento global (Huws et
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al., 2018). Assim, estratégias de manipulagao da fermentagao tém sido desenvolvidas
com o objetivo de reduzir essas perdas, aumentar a produgdo de AGCCs benéficos,
como o propionato, e otimizar a sintese de proteina microbiana (Pereira et al., 2020;
Silva et al., 2020).

Avancgos recentes na metagendmica revelaram um microbioma ruminal ainda
mais diverso e funcionalmente complexo do que se conhecia, oferecendo novos
insights sobre as interacdes microbianas e suas fun¢gdes metabdlicas (Miranda et al.,
2024). Nesse contexto, o uso de aditivos fitogénicos e nutracéuticos, como taninos,
saponinas, Oleos essenciais e extratos vegetais, tem se destacado como uma
estratégia promissora. Esses compostos podem modular seletivamente a microbiota
ruminal, inibir a metanogénese e reduzir a degradacdo excessiva de proteina
verdadeira, sem comprometer a digestibilidade da fibra. Estudos demonstram que tais
substancias apresentam acao antimicrobiana seletiva contra microrganismos
especificos, como arqueias metanogénicas, além de contribuirem para a reducao de
processos inflamatérios, melhora do estado antioxidante e, potencialmente, aumento

da eficiéncia alimentar em sistemas intensivos de producao (Freire Caldas et al., 2019)

2.3 OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais sao compostos volateis, lipossoluveis e biologicamente
ativos, oriundos do metabolismo secundario das plantas. Embora nao participem
diretamente dos processos de crescimento e desenvolvimento vegetal, exercem papel
fundamental na adaptacao das plantas a condi¢gdes ambientais adversas. Atuam como
mecanismos de defesa frente a estresses abidticos como variagcdées de luminosidade,
disponibilidade hidrica e composi¢ao do solo e contra fatores bidticos, como o ataque
de microrganismos patogénicos, insetos e herbivoros (Maleck et al., 2021; Morais;
Vieira, 2021).

Os metabdlitos secundarios vegetais podem ser agrupados em trés grandes
classes quimicas: terpenos, compostos fendélicos e compostos nitrogenados (Maleck
et al., 2021). Os d6leos essenciais, pertencentes ao grupo dos terpenos, podem conter
entre 20 e 60 componentes quimicos distintos, incluindo alcoois, aldeidos, cetonas,

hidrocarbonetos, ésteres e éteres, que conferem propriedades fisico-quimicas e
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bioldgicas especificas a cada espécie botanica. Esses compostos sdo encontrados
em diversas partes das plantas como, folhas, flores, sementes, raizes e cascas e sua
composi¢ao varia conforme a origem botanica, o estagio de desenvolvimento e as

condi¢cdes ambientais, como clima e tipo de solo (Silva; Monteiro, 2021).

Dentre os métodos disponiveis para a extragdo de 6leos essenciais, a destilagao
por arraste de vapor € a técnica mais utilizada, especialmente em escala comercial,
por sua simplicidade, custo relativamente baixo e eficiéncia na preservacdo dos
compostos volateis. Outras técnicas, como extracdo por solventes organicos e
fermentacdo, também sao utilizadas, sobretudo quando se busca obter fragdes
especificas com maior seletividade ou rendimento (Maleck et al., 2021; Morais; Vieira,
2021)

A composi¢cdo quimica e a concentragdo dos constituintes volateis dos 6leos
essenciais sao determinadas geneticamente, mas sao influenciadas por fatores
ambientais e pelas interagdes ecoldgicas entre a planta e organismos do seu entorno.
Essa complexidade resulta em um amplo espectro de propriedades bioldgicas,
incluindo efeitos antimicrobianos, antioxidantes, anti-inflamatdérios, antifungicos e, em

alguns casos, atividades anticancerigenas (Contrucci et al., 2019).

O mecanismo de acado antimicrobiana dos 6leos essenciais ocorre,
principalmente, pela interferéncia na integridade da membrana celular bacteriana.
Esses compostos desestabilizam a bicamada lipidica, aumentam a permeabilidade da
membrana plasmatica e provocam extravasamento de ions e constituintes
intracelulares. Tais alteragdes comprometem processos essenciais a célula, como a
translocagao de proteinas, o transporte de elétrons e a fosforilagdo oxidativa,
resultando na perda do controle quimiostatico e, por fim, na morte celular (Pombo et
al., 2018). No entanto, a eficacia antimicrobiana estd diretamente relacionada a
composi¢cao predominante dos constituintes, a sinergia entre eles e a concentragao
aplicada. Por isso, € essencial que estudos de padronizacado e determinagao da dose
6tima sejam conduzidos para viabilizar o uso seguro e eficiente desses compostos em

sistemas produtivos (Mariano et al., 2021; Silva et al., 2022).
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2.3.1 Alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

O alecrim é uma planta perene da familia Lamiaceae, amplamente cultivada e
valorizada tanto por seu uso culinario quanto por suas propriedades terapéuticas. Seu
O0leo essencial é rico em compostos bioativos, especialmente fendlicos e
monoterpenos oxigenados, que l|he conferem propriedades antimicrobianas,
antioxidantes e anti-inflamatérias. Estudos identificaram a presenga de flavonoides,
taninos e saponinas em sua composicao fitoquimica, os quais reforcam seu potencial
terapéutico (Couto et al., 2022). A atividade antimicrobiana do éleo essencial de
alecrim tem sido atribuida a acdo de seus constituintes oxigenados sobre a membrana
celular de microrganismos, promovendo desorganizagao estrutural e perda de
integridade celular (De Oliveira; Camargo; De Oliveira, 2019). Além disso, efeitos
significativos contra microrganismos clinicamente relevantes, como Candida albicans,
C. tropicalis e Aspergillus flavus, ja foram relatados (Silva; Monteiro, 2021). Apesar de
seu amplo uso e mercado promissor, ainda ha escassez de estudos sistematicos
sobre a padronizagdo da qualidade do alecrim e de seus derivados (Couto et al.,
2022).

O 6leo essencial de alecrim apresenta como principais constituintes os
monoterpenoides a-pineno, B-pineno, canfeno, 1,8-cineol, canfora, borneol, acetato
de bornila e verbenona; esses compostos sdo responsaveis por romper estruturas
celulares e inibir enzimas microbianas, conferindo ao 6leo um potencial bioativo contra
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos (Silva; Monteiro, 2021). Essa agao
seletiva sugere que o Oleo essencial de alecrim pode ser utilizado como aditivo

modulador da fermentagao ruminal.

Diversos estudos confirmam esse potencial. Cobellis et al., (2015) observaram
que a suplementacao de 7 g/dia de 6leo essencial de alecrim em dietas com relagao
volumoso:concentrado de 79:21 em cordeiros aumentou a populacao de Fibrobacter
succinogenes, mantendo estaveis as populagdes de Ruminococcus albus, R.
flavefaciens e protozoarios ruminais. Ja Cobellis; Trabalza-Marinucci; Yu, (2016)
demonstraram que folhas secas moidas ou peletizadas de alecrim reduziram Archaea
e Prevotella, enquanto o Oleo essencial aumentou novamente Fibrobacter

succinogenes, sem impactar AGCC ou o N-amoniacal.
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Cetin et al., (2023), ao suplementar cordeiros Merino com 500 e 750 mg/dia de
6leo essencial de alecrim, ndo observaram alteracées na fermentagao ruminal ou no
desempenho, mas relataram aumento significativo da atividade da enzima
antioxidante superéxido dismutase, além de tendéncia positiva na modulacdo da
microbiota fecal. De forma semelhante, Biyik et al., (2023) encontraram efeito positivo
da suplementacédo com 500 e 1000 mg/dia de 6leo essencial em bezerros, observando

aumento da ingestao de concentrado e ganho médio diario.

Resultados promissores também foram relatados por Dorantes-lturbide et al.,
(2022), cuja meta-analise demonstrou que a inclusdo de 6leos essenciais em dietas
de pequenos ruminantes pode melhorar o ganho de peso, a estabilidade oxidativa da
carne, a composicao do leite e reduzir o estresse oxidativo e os impactos ambientais
da produgédo. De forma complementar, Silva et al. (2025), em uma revisao sistematica
com 39 estudos, destacaram que aditivos fitogénicos, especialmente os 6leos de
alecrim e alho, aumentaram em 5,77% o ganho médio diario e em 8,9% a area de olho
de lombo, além de reduzir a for¢ca de cisalhamento da carne em 5,4%, evidenciando
melhora na maciez. Esses aditivos também elevaram a digestibilidade da proteina
bruta em 5,5%, sem interferir negativamente na ingestdo de nutrientes. Tais achados
reforcam o potencial dos aditivos fitogénicos como alternativa segura e eficaz aos
promotores de crescimento convencionais, contribuindo para maior eficiéncia

produtiva e qualidade da carne ovina.

Complementando esses achados, Cavalheiro Junior et al., (2021) avaliaram in
vitro os efeitos de diferentes dosagens de 6leo essencial de alecrim em dietas com
distintas proporg¢des volumoso:concentrado (50:50, 40:60 e 20:80) para cordeiros
confinados. O estudo revelou que o 6leo influenciou a cinética de degradagao dos
carboidratos, com destaque para uma resposta quadratica no volume de gas
produzido pela degradagao de carboidratos nao fibrosos (Vnfc), atingindo o pico a
0,71 g/L. A taxa de degradacgao de carboidratos nao fibrosos apresentou ponto minimo
a 0,89 g/L, e a produgéao de gas a partir de carboidratos fibrosos (Vfc) reduziu até 1,17
g/L, enquanto o tempo de colonizagdo microbiana foi maximizado em 1,18 g/L. Os
autores recomendam o uso de 1,0 g/L como dosagem ideal de 6leo essencial de
alecrim para modulagado ruminal, uma vez que esse valor médio demonstrou otimizar

a fermentagdo sem aumentar a produgao de gases indesejaveis.
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Apesar dos beneficios apontados, a variabilidade dos resultados entre estudos
destaca a necessidade de mais pesquisas para definicdo de protocolos padronizados

e faixas de dosagem ideais para diferentes espécies e sistemas de produgao.

2.3.2 Alho (Allium sativum L.)

O alho, pertencente a familia Liliaceae, € amplamente reconhecido por suas
propriedades antimicrobianas, antioxidantes e terapéuticas. Seu 6leo essencial é rico
em compostos sulfurados, entre os quais o trissulfeto de dialila (44,21%) e o dissulfeto
de dialila (22,08%) se destacam como principais constituintes (Herrera-Calderdn et
al., 2021). A alicina, um dos compostos bioativos mais estudados, é formada a partir
da alina por agdo da enzima alinase quando o tecido do alho é danificado
((Borlinghaus et al., 2021). Altamente reativa, a alicina atua através da S-tioalilagao
de residuos de cisteina em proteinas e da glutationa, afetando a sinalizagao celular e
a atividade de enzimas sensiveis a redox. Além da alicina, outros compostos como
ajoene, dissulfeto de dialila e S-alilcisteina também s&o responsaveis pelas
propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias do alho (Jikah et al., 2023), sendo

utilizados nas industrias farmacéutica e alimenticia (Leite; Santos, 2021).

Evidéncias experimentais demonstram que o alho e seus derivados exercem
efeitos sobre a fermentacédo ruminal. Eom et al., (2020), ao utilizar suplementacao
com Oleo essencial de alho in vitro, observaram redugao na emissao de metano e na
concentracdo de microrganismos metanogénicos, ainda que sem alteragbes
significativas nos parametros de fermentagcdo ou degradabilidade da matéria seca.
Zhong et al., (2019) identificaram melhorias no ganho médio diério, digestibilidade da
matéria seca e da proteina bruta em cordeiros suplementados com 50 g/kg de alho
em po, além de reducgao na relacido acetato:propionato no fluido ruminal. Por sua vez,
Foskolos et al., (2015) demonstraram que o tiossulfonato de propil-propano (PTSO),
composto derivado do 6leo de alho, em doses elevadas (300 mg/L) reduziu
drasticamente a fermentagao ruminal, com efeito ideal entre 50 e 100 mg/L. Barreto-
Cruz et al., (2023) relataram que a combinagao de 6leos essenciais de alho e orégano
aumentou a digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes in vitro, enquanto Yang
et al., (2007) verificou que a adigdo de Oleos essenciais de alho e zimbro em vacas
leiteiras melhorou a digestibilidade e a conversdo alimentar.
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Complementando esses achados, Cavalheiro Junior et al., (2021) avaliaram os
efeitos da suplementagao com 6leo essencial de alho sobre a cinética de degradacgéao
de carboidratos em dietas com diferentes propor¢cdes de volumoso:concentrado
(50:50, 40:60 e 20:80). O estudo revelou que a dosagem de 1,54 g/L de dleo essencial
de alho resultou nos menores volumes de gas provenientes da degradagao de
carboidratos fibrosos e néo fibrosos (Vfinal), indicando um efeito inibitério relevante
sobre a atividade microbiana ruminal. Além disso, houve resposta quadratica da
variavel tempo de colonizagdo microbiana, com ponto maximo em 0,14 g/L na dieta
40:60. Com base nesses resultados, os autores recomendam a dose de 1,0 g/L de
Oleo essencial de alho como ideal para promover beneficios fermentativos sem
comprometer a atividade microbiana celulolitica, sendo aplicavel a dietas

concentradas de cordeiros em terminagao.

Esses achados evidenciam o potencial do 6leo essencial de alho como aditivo
funcional na alimentagdo de ruminantes, com capacidade de modular a microbiota
ruminal, reduzir emissdo de metano, melhorar o desempenho produtivo e atuar como
antioxidante natural. No entanto, a ampla variagdo de resultados entre diferentes
estudos e métodos de extragdo reforca a necessidade de mais pesquisas

padronizadas para definir protocolos seguros e eficazes de suplementacgao.

24 MICROBIOTA RUMINAL

A gendmica tem se consolidado como uma ferramenta essencial para o avango
da zootecnia moderna, especialmente na compreensao da microbiota ruminal e sua
relacdo com a saude, desempenho e eficiéncia alimentar dos ruminantes. Por meio
do sequenciamento de nova geracao, particularmente da regido V3-V4 do gene 16S
rRNA, é possivel identificar com alta resolugdo os microrganismos presentes no
ramen, incluindo bactérias, arqueas e outros componentes microbianos que
influenciam diretamente a fermentacéao e digestdo de compostos dietéticos complexos
(Denman; Morgavi; Mcsweeney, 2018; Koike et al., 2021b).

Ao permitir a caracterizagao taxonémica e funcional do microbioma, a genémica
possibilita a avaliacdo de como fatores nutricionais, como a inclusdo de aditivos

naturais nas dietas, afetam a estrutura e atividade das comunidades microbianas
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ruminais. Em ovinos, por exemplo, estudos demonstram que a inclusao de oleos
essenciais pode modular seletivamente géneros microbianos associados a
fermentacao de carboidratos, degradacéo de fibra e producdo de metano (Sha et al.,
2024; Wilkinson et al., 2020).

A caracterizagao do ambiente ruminal por meio da gendmica permite ndo apenas
a identificagdo das principais rotas metabdlicas ativas, mas também a compreensao
de desequilibrios microbianos associados a dietas com propor¢cdes distintas de
volumoso e concentrado. A diversidade funcional dentro do género Fibrobacter, por
exemplo, € correlacionada com seu potencial de degradagao de lignocelulose em
diferentes sistemas digestivos de herbivoros, sendo essencial para a digestao de
fibras vegetais (Neumann; Suen, 2018). Essa abordagem contribui para estratégias
de formulagédo alimentar mais eficientes, sustentaveis e adaptadas as exigéncias
produtivas, visando reduzir perdas energéticas (como a emissdao de metano) e

aumentar a disponibilidade de nutrientes ao hospedeiro.

Assim, a aplicagdo da genbmica na produgdo animal ndo se limita a selegéo
genética de animais superiores, mas se estende a compreensao detalhada do
ambiente ruminal como um ecossistema dinamico, em constante interagcdo com a
dieta e o metabolismo do animal, oferecendo subsidios valiosos para praticas

nutricionais de precisdo e manejo de sistemas mais sustentaveis.

25 METABOLOMICA

A metabolébmica é uma abordagem analitica emergente que fornece informacdes
detalhadas sobre a composicdo metabdlica de amostras bioldgicas, oferecendo
insights sobre processos celulares e estados fisiologicos (Aline Klassen et al., 2017;
Canuto et al.,, 2018). Este campo emprega técnicas analiticas avangadas, como
espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear, para identificar e
quantificar metabdlitos em diferentes matrizes biolégicas, comparando grupos de
controle com estados alterados induzidos por doengas, tratamentos ou variacdes
ambientais (Canuto et al., 2018; Carvalho et al., 2024). A metabolémica desempenha
papel essencial na compreensao da biologia de sistemas, integrando-se a outras

abordagens 6micas para construir modelos abrangentes do metabolismo celular.
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Inicialmente voltada para analises direcionadas, a area evoluiu para abordagens nao
direcionadas, que permitem novas descobertas e uma compreensdo mais holistica
dos sistemas biologicos. Metabdlitos exercem multiplas fungdes, atuando como
moléculas de sinalizagdo, sensores ambientais e moduladores imunoldgicos,
revelando aspectos cruciais da fisiologia e fisiopatologia dos organismos (Carvalho et
al., 2024)

Estudos recentes exploram as interacbes entre microbiota ruminal,
metabolémica e fatores do hospedeiro. Artegoitia et al., (2017) identificaram 33
metabdlitos correlacionados ao ganho médio diario (GMD) em novilhos, sugerindo
potenciais biomarcadores de desempenho animal. Zhao et al., (2014) demonstraram
que o tipo de forragem altera significativamente o perfil metabdlico do rumen,
especialmente quanto a AGCCs e aminoacidos. A metagenémica também contribui
para revelar uma microbiota ruminal mais diversa que o estimado anteriormente, com
a dieta como fator determinante na composi¢cao microbiana (Miranda et al., 2024). A
integracdo de técnicas Omicas revela caminhos promissores para compreender a

fungdo ruminal (Huws et al., 2018).

Neste contexto, o estudo de De Almeida et al., (2018) trouxe avangos
significativos ao explorar o metaboloma do fluido ruminal de uma vaca Holandesa nao
lactante utilizando cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucdo (UHPLC-HRMS) e abordagem de
Molecular Networking. Foram aplicados cinco métodos de extragcdo distintos, que
resultaram em 1.882 caracteristicas moleculares, das quais 67 foram identificadas
com base em bibliotecas publicas. O método de extragcdo liquido-liquido (LLE)
demonstrou maior eficiéncia, sendo responsavel por 61,96% das moléculas
observadas. Compostos como acidos dicarboxilicos, lactonas, acidos graxos
derivados e monensina foram anotados. A baixa taxa de identificagédo (3,56%) reforca
o potencial do rumen como reservatorio de novos compostos bioativos. A abordagem
nao direcionada permitiu a organizagao de familias quimicas em clusters e destacou

a importancia de novas ferramentas na elucidagao do metaboloma ruminal.

A metaboldmica tem se mostrado eficaz também na identificacdo de
biomarcadores associados a eficiéncia alimentar. Em bovinos, Artegoitia et al., (2017)

observaram que determinados metabdlitos no fluido ruminal, analisados por UHPLC-
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MS/MS, estdo diretamente relacionados ao desempenho produtivo. De modo
semelhante, Yang et al., (2018) demonstraram que dietas com diferentes niveis de
milho modificam o perfil metabdlico do rumen e do plasma, impactando vias
metabdlicas como a da fenilalanina e sua biossintese associada a tirosina e triptofano.
Tais achados reforcam o papel da dieta na modulagdo do metabolismo ruminal, na
fisiologia animal e apontam estratégias nutricionais promissoras para a otimizagao da

produgao de ruminantes.

Essas evidéncias destacam a crescente importancia da metabolémica no estudo
da dinamica do rumen e da interagao entre seus microrganismos. Abordagens nao
direcionadas permitem identificar metabdlitos secundarios com potencial para
melhorar o desempenho e o bem-estar animal, além de contribuir para a reducéo da
emissdao de metano e maior eficiéncia alimentar (Wallace et al., 2017). Essas
estratégias também favorecem a descoberta de novas enzimas e antimicrobianos
(Oyama et al., 2017).
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4 HIPOTESE

A suplementacdo com Oleos essenciais de alho e alecrim altera as
caracteristicas produtivas, modula a microbiota ruminal influenciando a fermentacao

e 0 metabolismo ruminal de cordeiros confinados?

A inclusao de 6leos essenciais de alho e alecrim na dieta de cordeiros confinados
modula seletivamente a microbiota ruminal, que resultam em melhor fermentagéo dos
nutrientes, alteragées no metaboloma ruminal, maior desempenho produtivo e efeitos

positivos nas caracteristicas de carcaga e qualidade da carne.
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5 OBJETIVO

51 OBUJETIVO GERAL

Avaliar o uso de 6leos essenciais de alecrim e alho como aditivos alimentares na
fermentacao e microbiologia ruminal por meio do estudo de desempenho de cordeiros
alimentados em confinamento com ragdes de alto concentrado contendo o6leos

essenciais de alho e alecrim.

52 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o desempenho e qualidade da carcaga e carne de ovinos
confinados, alimentados com rag¢des contendo 6leos essenciais de alho e

alecrim.

e Caracterizar o microbiota ruminal de ovinos confinados e alimentados
com ragdes contendo 6leos essenciais de alho e alecrim, por meio de

analise gendémica.

e Avaliar, por meio de analise metaboldmica ndo direcionada, as alteragdes
no metabolismo ruminal decorrentes da inclusdo de 6leos essenciais de

alho e alecrim na dieta de cordeiros confinados.
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6 ARTIGO 1- Oleos essenciais de alho (Allium sativum L.) e alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) no desempenho produtivo e qualidade de carcagas de cordeiros
confinados

RESUMO

A busca por alternativas naturais aos aditivos convencionais em dietas de ruminantes
tem impulsionado o uso de dleos essenciais (OEs), como os de alho e alecrim, devido
as suas propriedades antimicrobianas e moduladoras da fermentagao ruminal. Este
estudo avaliou os efeitos da inclusdo de OEs de alho e alecrim, em diferentes
dosagens (0,14; 0,40 e 1,00 mL/L de liquido ruminal), sobre o desempenho produtivo,
caracteristicas de carcaga e qualidade da carne de cordeiros confinados. Foram
testadas cinco dietas: sem aditivos; alho (0,14 e 1,00 mL/L); e alecrim (0,40 e 1,00
mL/L). As dietas foram formuladas com base em 30% de silagem de milho e 70% de
concentrado composto por milho moido e farelo de soja, sendo fornecidas ad libitum
por 90 dias. A dieta com 0,40 mL/L de 6leo essencial de alecrim resultou nos maiores
ganhos médios diarios nos periodos de 31 a 60 dias (0,233 kg/dia) e de 61 a 90 dias
(0,193 kg/dia), maior consumo de matéria seca e melhor conversdo alimentar no
periodo intermediario (P60). Essa dieta também proporcionou maior peso final (45,16
kg), maiores pesos de carcaga quente e fria e maior espessura de gordura subcutanea
(4,68 mm), sem alterar os parametros de cor, pH ou oxidagao lipidica da carne. Os
OEs de alho apresentaram efeitos intermediarios e ndo diferiram entre as dosagens.
Os rendimentos de carcaca e as caracteristicas morfolégicas do musculo Longissimus
lumborum n&o foram influenciados pelas dietas. Conclui-se que a menor dosagem de
Oleo essencial de alecrim promoveu melhor desempenho produtivo de cordeiros em
confinamento, destacando-se como uma estratégia nutricional promissora para
sistemas intensivos.

Palavras-chave: aditivos naturais, ganho médio diario, qualidade de carne.

ABSTRACT

The search for natural alternatives to conventional additives in ruminant diets has
driven the use of essential oils (EOs), such as garlic and rosemary, due to their
antimicrobial properties and ability to modulate ruminal fermentation. This study
evaluated the effects of including garlic and rosemary EOs, at different dosages (0.14,
0.40, and 1.00 mL/L of ruminal fluid), on the productive performance, carcass traits,
and meat quality of confined lambs. Five diets were tested: no additives; garlic (0.14
and 1.00 mL/L); and rosemary (0.40 and 1.00 mL/L). The diets were formulated based
on 30% corn silage and 70% concentrate composed of ground corn and soybean meal,
and were offered ad libitum for 90 days. The diet with 0.40 mL/L of rosemary essential
oil resulted in the highest average daily gains during days 31 to 60 (0.233 kg/day) and
days 61 to 90 (0.193 kg/day), greater dry matter intake, and better feed conversion
during the intermediate period (P60). This diet also led to higher final body weight
(45.16 kg), greater hot and cold carcass weights, and greater subcutaneous fat
thickness (4.68 mm), without affecting meat color parameters, pH, or lipid oxidation.
Garlic EOs showed intermediate effects, with no differences between the dosages.
Carcass yields and morphological characteristics of the Longissimus lumborum muscle
were not influenced by the diets. It is concluded that the lower dose of rosemary
essential oil promoted better productive performance in confined lambs, standing out
as a promising nutritional strategy for intensive production systems.

Keywords: natural additives, average daily gain, meat quality
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INTRODUCAO

A crescente demanda global por proteina animal tem impulsionado a
intensificagdo dos sistemas de producdo de ruminantes, especialmente em paises
tropicais e em desenvolvimento, onde se busca maior eficiéncia produtiva para
atender ao consumo interno e as exportagdes (Alao et al., 2017). Nesse cenario, a
ovinocultura de corte tem ganhado relevancia, e a fase de terminagao de cordeiros
em confinamento se destaca como um ponto critico, uma vez que influencia
diretamente o desempenho zootécnico, o tempo de engorda e a qualidade da carcaca
e da carne produzida (Bettencourt et al., 2020). Para otimizar essa etapa, estratégias
nutricionais com maior inclusdo de concentrados tém sido adotadas, exigindo o uso
de tecnologias que favoregam a estabilidade da fermentacdo ruminal e o

aproveitamento eficiente dos nutrientes.

O uso intensivo de concentrados na dieta pode comprometer o ambiente e a
microbiota ruminal, aumentando o risco de disturbios metabdlicos, como a acidose
ruminal subaguda. Estudos demonstram que dietas com alto teor de concentrado
podem alterar significativamente a microbiota ruminal, reduzir o pH e desencadear
alteracgdes fisiologicas prejudiciais a saude dos ruminantes (Zhang et al., 2024). Nesse
contexto, a otimizagcdo do ambiente ruminal torna-se essencial para promover uma
microbiota mais eficiente, capaz de melhorar o desempenho animal e a utilizagao dos
nutrientes. Tradicionalmente, antibiéticos promotores de crescimento sdo utilizados
com esse proposito, mas sua aplicagao foi restringida devido a preocupag¢des com a
seguranca alimentar e resisténcia antimicrobiana. Na Unidao Europeia, por exemplo,
sua utilizagao foi proibida pela Diretiva 1831/2003/EEC (Comissao Europeia, 2003),

incentivando a busca por alternativas naturais e sustentaveis.

Entre essas alternativas, destacam-se os 6leos essenciais (OEs), como os
derivados de alho (Allium sativum) e alecrim (Rosmarinus officinalis), que tém sido
amplamente investigados por suas propriedades antimicrobianas e moduladoras da
fermentacao ruminal (lommelli et al., 2025). A suplementagdo com OEs na dieta de
pequenos ruminantes tem demonstrado efeitos positivos sobre o ganho médio diario
(Andri; Huda; Marjuki, 2020). Esses efeitos sao atribuidos, em grande parte, a agao
antimicrobiana dos OEs, que reduzem a populacdo de protozoarios ruminais,

favorecendo a sintese de proteina microbiana e a disponibilidade energética, o que
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contribui para o crescimento dos animais (Soltan et al., 2018). Assim, os OEs
emergem como aditivos naturais promissores para sistemas de produgao intensivos,
com potencial para melhorar o desempenho zootécnico e a qualidade dos produtos
(Campolina et al., 2021).

Alguns estudos reforcam esses beneficios. Zhong et al., (2019) avaliaram a
inclusdo de 50 g/kg de alho em p6 na dieta de cordeiros durante 84 dias, observando
aumento no ganho médio diario e melhoria na digestibilidade da matéria seca e da
proteina bruta, sem afetar o consumo de matéria seca ou a conversao alimentar. De
forma semelhante, a inclusdo de 6leo essencial de alecrim tem sido associada a

modulagao da microbiota ruminal Cobellis et al., (2015).

Complementarmente, estudos in vitro realizados por Cavalheiro Junior et al.,
(2021) demonstraram que a adi¢cao de 6leos essenciais de alho e alecrim a dietas com
diferentes relagdes volumoso:concentrado afeta a cinética de degradacdo dos
carboidratos no rumen. As dosagens de 1,0 g/L de liquido ruminal para ambos os
Oleos resultaram em perfis fermentativos mais desejaveis, com maior tempo de
colonizagao microbiana e menores volumes de gas, indicando fermentagdo mais lenta
e eficiente. Esses achados reforgam o potencial dos dleos essenciais na modulagao
ruminal, especialmente em dietas com alto teor de concentrado, comuns em sistemas

intensivos de terminacao de cordeiros.

Apesar dos resultados promissores, ainda ndo ha consenso sobre a forma de
fornecimento e a dosagem mais eficaz dos OEs na alimentagéo de cordeiros. Diante
disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o desempenho produtivo e as
caracteristicas de carcaca e da carne de cordeiros alimentados com ragdes contendo
diferentes concentragdes de Oleos essenciais de alho e alecrim, visando identificar a
dose mais adequada para dietas com alto teor de concentrado em sistemas de

confinamento.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Fazenda Escola (FAZESC) da Universidade

Estadual de Londrina (UEL), apds aprovacéo do Comité de Etica no Uso de Animais
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(CEUA) da UEL, sob o numero de protocolo 035.2022.

Foram utilizados 35 cordeiros machos, ndo castrados, mesticos das ragas Texel
x Dorper x Santa Inés, com peso vivo inicial médio de 26,3 £ 6,20 kg e idade
aproximada de 90 dias. Os animais foram vermifugados no inicio do experimento com
Taitec® (closantel 10%) e, em seguida, alojados individualmente em baias com piso
ripado, equipadas com comedouros e bebedouros. O confinamento teve duracao de
90 dias, precedido por um periodo de adaptacdao de 15 dias as condigcbes

experimentais e dietas fornecidas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco
dietas e sete animais por dieta. As dietas experimentais foram formuladas para serem
isoprotéicas e isoenergéticas (Tabela 1), tendo como base 30% de silagem de milho
e 70% de concentrado composto por farelo de soja, milho moido, fosfato bicalcico,
calcario, 6leo de soja e bicarbonato de sédio, diferindo apenas na inclusao ou ndo dos

Oleos essenciais de alecrim e alho.

A parte concentrada da dieta foi preparada separadamente para cada dieta
experimental. A ordem de fabricagdo seguiu uma sequéncia rigorosa: inicialmente foi
preparada a dieta sem adicdo de oleo essencial; em seguida, a dieta com menor
concentracao do respectivo 6leo essencial e, por fim, a dieta com maior concentragao.
Ao realizar a troca entre os tipos de 6leo essencial (de alho para alecrim ou vice-
versa), uma quantidade de milho foi passada pelo misturador com o objetivo de evitar
a contaminacao cruzada entre os compostos. Este milho intermediario nao foi utilizado

nas ragdes experimentais, sendo destinado ao uso comum da fazenda.

Os alimentos foram submetidos a analises para determinacdo dos teores de
matéria seca (MS, método 930.15), matéria mineral (MM, método 923.03), proteina
bruta (PB, método 990.03), extrato etéreo (EE, método 920.39), hemicelulose (HEM)
e matéria organica (MO, método 942.05), conforme os procedimentos analiticos
descritos pela AOAC (2000, 2006). As fragdes de fibra em detergente neutro (FDN) e
fibra em detergente acido (FDA) foram determinadas segundo a metodologia proposta

por Detmann et al., (2012).

A dieta foi fornecida ad libitum, duas vezes ao dia 08h00 e 16h00, com controle
para manutencao de aproximadamente 10% de sobras em relagéo ao total ofertado.
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O consumo de matéria seca foi monitorado diariamente por meio da pesagem das
sobras, realizadas todas as manhas. Caso o percentual de sobras ficasse acima ou
abaixo do valor estabelecido por dois dias consecutivos, a quantidade de racao

ofertada era ajustada.

Tabela 1: Composigao quimica dos alimentos, propor¢ao dos ingredientes na dieta e
composi¢cdo quimica da dieta base utilizados na ragdo fornecida para cordeiros
confinados alimentados com dietas contendo ou n&o 6leos essenciais de alecrim ou
alho

Composigao quimica dos alimentos base (% da MS)

Silagem de milho Milho moido Farelo de soja

Matéria seca (% na 27.66 90,95 93,39
MN)
Proteina bruta 8,10 10,45 52,76
Extrato etéreo 2,40 3,89 1,67
Matéria organica 96,12 98,54 93,11
Fibra em 49,43 11,11 10,03
detergente neutro
Fibraem — 22,65 1,03 4,00
detergente acido
Hemicelulose 26,78 9,19 6,04
Carboidratos totais 85,62 84,20 38,68

Proporgao dos ingredientes na dieta base (%)
Silagem de milho 30,00
Milho moido 39,22
Farelo de soja 27,96
Fosfato bicalcico 0,31
Calcario 1,01
Bicarbonato de sddio 0,50
Oleo de soja 1,00

Oleo essencial de alecrime
Oleo essencial de alho~

*

Total 100.00
Composicao quimica da dieta base (% da MS)
Matéria seca (% na MN) 70,08
Proteina bruta 21,28
Extrato etéreo 2,71
Matéria organica 93,52
Fibra em detergente neutro 21,99
Fibra em detergente acido 8,67
Hemicelulose 13,32
Carboidratos totais 69,52

MS: matéria seca; MN: matéria natural; a: 0,40 mL/L de liquido ruminal; b: 1,00 mL/L de liquido ruminal
; X: 0,14 mL/L de liquido ruminal; y: 1,00 mL/L de liquido ruminal.
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As pesagens foram realizadas no inicio do experimento e, em seguida, a cada
15 dias, até a pesagem final. As pesagens intermediarias foram utilizadas para
avaliacdo do desempenho animal e para ajustes na dieta, quando necessario. As

mesmas eram realizadas sempre no periodo da manh3, antes do primeiro trato do dia.

A conversao alimentar (CA) e a eficiéncia alimentar (EA) foram calculadas
individualmente para cada animal em trés periodos distintos: 0 a30 dias, 31 a60 dias
e 61 a 90 dias. Os calculos foram realizados conforme metodologia proposta pelo
National Research Council, (2007) considerando o consumo médio diario de matéria
seca (CMDMS) e o ganho médio diario (GMD).

A conversao alimentar foi determinada pela razdo entre CMDMS e GMD,

conforme a formula:

CMDMS
~ GMD
Ja a eficiéncia alimentar foi calculada como o inverso da conversao alimentar:

4= GMD
"~ CMDMS

Ao atingirem, em média, 40 kg de peso vivo, os animais foram considerados
prontos para o abate, marcando o fim do experimento. Em seguida, foram
transportados por aproximadamente 50 km até um frigorifico com inspegé&o municipal,
onde permaneceram em baias de espera por 12 horas. O abate foi realizado conforme
as normas de abate humanitario, com insensibilizagdo por eletronarcose, seguida
imediatamente de sangria, esfola e evisceragao, conforme estabelece a legislagao

brasileira.

As carcacgas foram pesadas logo apés o abate (PCQ = peso da carcaga quente)
e apos 24 horas de resfriamento (2°C) (PCF = peso da carcaga fria). Os rendimentos
de carcaga quente (RCQ) e fria (RCF) foram calculados pelas porcentagens dos pesos
da carcaga quente e fria em relagdo ao peso final (PF), e a perda de peso no
resfriamento (PPR) pela diferenca entre os dois pesos de carcaga (Osério; Osorio,
2005).

As meias carcacgas esquerdas foram seccionadas na altura da 122 costela para
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avaliacdo da area de olho de lombo (AOL), espessura de gordura subcutanea,
profundidade e largura do musculo Longissimus lumborum, conforme metodologia
descrita por Cezar; Souza, (2007). Apos as mensuragoes, foi coletada uma amostra
do mesmo segmento do musculo Longissimus lumborum, com aproximadamente 200
g, a qual foi utilizada para a realizagao de todas as analises referentes a qualidade da

carne.

A cor foi avaliada utilizando o aparelho colorimetro portatii Minolta® para
avaliacdo dos componentes L* (luminosidade), a* (componente vermelho-verde) e b*
(componente amarelo-azul), que foram expressos no sistema de cor CIELAB. Esses
valores foram usados para calcular o angulo de tonalidade (h*) pela equagao h* = tan-
1 (b*/a*), e o indice de saturagao, ou croma (c*), a partir da equagéo c* = (a*2 + b*2)
0,5.

Para o indice de oxidagao lipidica foi realizado o teste do acido 2-tiobarbiturico
(TBARS), pesando-se 5 g de amostra homogeneizada e adicionando-se 25 mL de
tetrametoxipropano a 7,5%. Posteriormente procedeu-se homogeneizagdo por 1
minuto com filtragem em tubo corning. Acrescentou-se em tubo de ensaio 4 mL do
filtrado, 1 mL de TCA (acido tricloroacético) e 5 mL de TBA (acido tiobarbiturico). Os
tubos foram colocados em banho-maria fervente por 45 minutos. Apds esfriarem foi
realizada a leitura em espectofotdbmetro a 538nm, acompanhada de curva padrao, de

acordo com o método descrito por Pikul; Leszczynski; Kummerow, (1989).

Posteriormente, os dados obtidos foram submetidos a avaliagdo de normalidade
dos residuos por meio do teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, submetidos a analise de
variancia (ANOVA) utilizando o software estatistico R (2015), considerando-se o nivel
de significancia de 5%. O peso vivo inicial dos animais foi utilizado como covariavel
na ANOVA para controle da variabilidade individual. Quando identificadas diferencas
significativas, as meédias foram comparadas pelo teste de Tukey. As analises
referentes ao consumo de matéria seca (CMS), ganho médio diario (GMD), conversao
alimentar (CA) e eficiéncia alimentar (EA) foram realizadas separadamente para trés
periodos do confinamento: P30 (0 a 30 dias), P60 (31 a 60 dias) e P90 (61 a 90 dias),
permitindo avaliar a evolugdo dos parametros zootécnicos ao longo do tempo e os

efeitos da suplementacdo com 6leos essenciais em diferentes fases.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo inicial (P30) (Tabela 2), ndo houve efeito das dietas para nenhuma
variavel (P > 0,05). No entanto, a partir do segundo periodo de confinamento (P60),
os efeitos das dietas tornaram-se evidentes. O GMD foi significativamente superior
nos animais que receberam a dieta Alecrim (B), com média de 0,233 kg/dia, diferindo
das demais, especialmente da dieta sem aditivos, que apresentou o menor GMD
(0,139 kg/dia) (P = 0,0006). As demais dietas contendo 6leo essencial de alho e maior
dosagem de 6leo essencial de alecrim n&o apresentaram diferenga estatistica entre
Si.

Tabela 2 —-Desempenho e eficiéncia alimentar de cordeiros confinados e alimentados
com ragdes contendo diferentes dosagens de 6leo essencial de alho e alecrim.

Di
ietas cV

Sem Alecrim Alecrim P o
Aditivo Alho A Alho B A B (%)

Periodo 0-30 dias (P30)
Consumo (kg MS/dia) 1,06 1,10 1,08 0,99 1,12 0,310 21,84

GMD (kg/dia) 0,198 0,195 0,477 0,67 0,188 0,540 20,87
CA 5,88 5,70 6,40 6,08 6,46 0,680 18,52
EA 0,183 0,486 0,961 0,171 0,158 0,370 19,68

Periodo 31-60 dias (P60)
Consumo (kg MS/dia) 1,07ab 1,13ab 1,05b 0,96b 1,22a 0,002 19,06

GMD (kg/dia) 0,139b 0,139b 0,177b 0,167b 0,233a 0,0006 23,53
CA 8,94b 6,66ab 6,41ab 7,35ab 5,96a 0,023 28,03
EA 0,131 0,159 0,961 0,149 0,175 0,196 23,26

Periodo 61-90 dias (P90)
Consumo (kg MS/dia) 0,96b 1,11ab 1,05b 0,99 1,30a 0,001 20,80

GMD (kg/dia) 0,127b 0,152ab 0,143b 0,120b 0,193a 0,002 22,53
CA 10,34 7,70 8,25 8,12 7,53 0,196 29,90
EA 0,128 0,132 0,134 0,132 0,141 0,969 24,64

GMD: ganho médio diario; CA: conversao alimentar; EA: eficiéncia alimentar. P: probabilidade;
CV: coeficiente de variagdo. Sem aditivo: sem adi¢cao de 6leos essenciais; Alho A: 1,00 mL/L
de liquido ruminal; Alho B: 0,14 mL/L; Alecrim A: 1,00 mL/L; Alecrim B: 0,40 mL/L. Valores
seguidos de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Esse mesmo padréao se repetiu no periodo final (P90), em que os cordeiros
alimentados com a dieta Alecrim (B) mantiveram o maior GMD (0,193 kg/dia),
significativamente superior ao grupo controle (0,127 kg/dia) (P = 0,002). As dietas
contendo alho, nas duas dosagens, novamente apresentaram desempenhos

intermediarios.
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Além do GMD, observou-se efeito significativo da dieta sobre o CMS nos
periodos P60 (P = 0,002) e P90 (P = 0,001), com maior consumo registrado na dieta
Alecrim (B)em ambos os periodos. A CA também foi influenciada pelas dietas no P60
(P = 0,023), sendo mais baixa na dieta Alecrim (B) (5,96), indicando melhor
aproveitamento do alimento ingerido para ganho de peso. No entanto, embora essa
dieta tenha promovido maior desempenho e melhor conversao, a EA, que expressa
diretamente a quantidade de ganho por unidade de matéria seca consumida, néo
apresentou diferenga significativa entre os tratamentos em nenhum dos periodos
avaliados (P > 0,05).

O melhor desempenho dos cordeiros alimentados com a dieta Alecrim (B), em
comparacgao a dieta Alecrim (A), pode estar associado a um efeito dose-dependente
dos compostos bioativos presentes no oleo essencial de alecrim. Em estudos
anteriores, Cavalheiro Junior et al. (2021) observaram que o 6leo essencial de alecrim
influenciou de maneira quadratica a degradagao de carboidratos no rumen, sendo a
dosagem de 0,71 g/L a mais eficiente para a producdo de gases oriundos da
degradagdo de carboidratos ndo fibrosos, enquanto concentracbes maiores
resultaram em reducao da atividade fermentativa. Essa resposta pode ser explicada
pela acdo antimicrobiana dos terpenoides do alecrim, como o 1,8-cineol, o a-pineno e
o borneol, que em concentragdes elevadas podem inibir ndo apenas microrganismos
patogénicos, mas também microrganismos benéficos do rumen, afetando
negativamente a fermentacgéo e a digestibilidade dos nutrientes (Dorantes-lturbide et
al., 2022; Rabee et al., 2025).

Além disso, Cobellis et al. (2016) demonstraram que o 6leo essencial de alecrim,
quando fornecido a ovelhas, promoveu alteragdes na microbiota ruminal, incluindo o
aumento de bactérias fibroliticas como Fibrobacter succinogenes e a redugao de
populagdes arqueanas metanogénicas, o que pode estar relacionado a uma maior
eficiéncia na utilizacao da energia da dieta. Essa modulagdo microbiana, contudo, é
altamente sensivel a dose administrada: dosagens mais elevadas podem
comprometer o crescimento de populagdes celuloliticas, reduzindo a digestibilidade

da fibra e 0 desempenho animal.

Do ponto de vista farmacologico, € importante considerar que os compostos

fendlicos do alecrim apresentam acdo antimicrobiana por mecanismos como
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desestabilizacdo da membrana celular microbiana e inibigdo de enzimas intracelulares
(Dorantes-lturbide et al.,, 2022; Rabee et al.,, 2025). Quando fornecidos em
concentracbes excessivas, esses compostos podem desencadear um efeito
supressor da fermentacdo ruminal como um todo, comprometendo a producéo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e, consequentemente, o ganho de peso dos
animais. Esse fenbmeno corrobora a hipétese de que a menor dosagem testada neste
estudo (Alecrim B) ofereceu um equilibrio mais favoravel entre modulacédo da

microbiota e preservagao da atividade fermentativa.

A suplementagao com 6leo essencial de alho, independentemente da dosagem,
nao apresentou alteragdes estatisticas entre suas concentragées. Embora alguns
estudos in vitro e in vivo utilizando ovinos e bovinos demonstrem que o uso de 6leos
essenciais de alho melhora a digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes (Barreto-
Cruz et al., 2023) e também a CA (Yang et al., 2007). Evidenciando ainda mais a
necessidade de maiores estudos in vivo, para que possamos chegar a uma dosagem

realmente eficaz.

A suplementagdo com oleo essencial de alho e alecrim influenciou
significativamente algumas caracteristicas de carcaca dos cordeiros confinados
(Tabela 4). O peso vivo final (PVF) apresentou efeitos estatisticamente distintos (P =
0,0004), com os animais do grupo Alecrim (B) atingindo o maior valor médio (45,16
kg), diferindo das dietas sem aditivo, Alho (B) e Alecrim (A) , cujos valores variaram
de 38,27 a 39,81 kg, respectivamente. A dieta Alho (A) (41,69 kg), ndo apresentou

diferenca significativa em relagdo as demais.

Comportamento semelhante foi observado para o peso da carcaga quente (PCQ)
e 0 peso da carcaga fria (PCF), ambos com efeitos estatisticamente distintos (P =
0,002). O maior valor para PCQ foi registrado na dieta Alecrim (B) (22,10 kg), enquanto
Alecrim (A)apresentou o menor valor (18,63 kg). O mesmo padrao se repetiu para
PCF, variando de 17,83 kg (Alecrim A) a 21,10 kg (Alecrim B), indicando que a menor

dosagem do 6leo essencial de alecrim favoreceu a deposigéo de tecidos.

Por outro lado, os rendimentos de carcaga quente (RCQ) e fria (RCF) ndo foram
afetados significativamente pelas dietas (P = 0,766 e P = 0,679, respectivamente),
com valores médios entre 48,03% e 49,29% para RCQ e entre 45,57% e 46,97% para
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RCF. A auséncia de diferencga significativa indica que, embora os pesos absolutos das
carcagas tenham sido impactados pela suplementagdo, a proporcédo de
aproveitamento da carcaga em relacido ao peso vivo permaneceu estavel entre as

dietas.

Tabela 3 - Caracteristicas de carcaga de confinados, alimentados com racdes
contendo diferentes dosagens de dleo essencial de alho e alecrim.

Dietas
Caracteristicas S_e_m Alho A Alho B Alecrim  Alecrim P CV (%)
Aditivo A B
PVI (kg) 26,39 26,30 25,90 25,99 27,24 0,996 24,94
PVF (kg) 38,73b 4169ab 39,81b 38,27b 45,16a 0,0004 18,20
PCQ (kg) 19,09b 20,21ab 19,26b 18,63b 221a 0,002 20,58
PCF (kg) 18,21b 19,34ab 18,31b 1783b 21,1a 0,002 21,26
RCQ (%) 49,29 48,21 48,03 48,66 48,79 0,766 4,42
RCF (%) 46,97 46,11 45,57 46,51 46,58 0,679 4,88
PPR (%) 4,7 4,36 5,19 4,44 4,54 0,492 25,56

PVI: peso vivo inicial; PVF: peso vivo final; PCQ: peso de carcaga quente; PCF: peso
de carcaca fria; RCQ: rendimento de carcaca quente; RCF: rendimento de carcaca
fria; PPR: perda por resfriamento. P: probabilidade; CV: coeficiente de variagdo. Sem
aditivo: sem adi¢ao de d6leos essenciais; Alho A: 1,00 mL/L de liquido ruminal; Alho B:
0,14 mL/L; Alecrim A: 1,00 mL/L; Alecrim B: 0,40 mL/L. Valores seguidos de letras
diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A perda por resfriamento (PPR), apesar de apresentar variagdo numérica entre
as dietas, n&o foi influenciada significativamente (P = 0,492). Os valores oscilaram
entre 4,36% (Alho A) e 5,19% (Alho B), com coeficiente de variagao elevado (25,56%),
0 que pode indicar variabilidade individual entre os animais, ndo necessariamente

relacionada a dieta.

Os resultados na literatura sobre as caracteristicas de carcaga em fungao do uso
de Oleos essenciais na dieta ainda sdo escassos, principalmente em ovinos.
Entretanto Cruz et al., (2014) avaliaram os efeitos da substituicdo do milho por
glicerina e a adicdo de Oleos essenciais de Anacardium occidentale e Ricinus
communis sobre o desempenho, eficiéncia alimentar e caracteristicas de carcaca de
27 novilhos mesticos (72 Angus x 2 nelore) terminados em confinamento. Os autores
concluiram que nao houve efeito das dietas no peso, rendimento, conformagao e

comprimento da carcaca.

A inclusédo de 6leos essenciais na dieta influenciou de maneira significativa os

parametros de carcaca dos cordeiros confinados. Entre as dietas avaliadas, a
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formulacdo com menor concentragdo de 6leo essencial de alecrim (Alecrim B)
destacou-se por proporcionar os melhores desempenhos nas variaveis peso vivo final,
carcaga quente e carcaga fria, indicando um possivel efeito positivo da modulacao
microbiana associada a essa dosagem. Resultados semelhantes foram reportados por
Aouadi et al., (2014), que atribuiram o aumento no peso de carcaga de cordeiros
suplementados com 6leo essencial de Rosmarinus officinalis a maior estabilidade

oxidativa e a melhora na eficiéncia do metabolismo energético.

Por outro lado, Canbolat et al., (2021) ao testarem diferentes niveis de 6leo
essencial de alho em cordeiros, ndo observaram efeitos sobre o peso corporal final,
mas relataram alteragdbes em parametros ruminais e metabdlicos, reforcando a
hipétese de que os efeitos dos 6leos essenciais sdo dependentes da dose e do tipo
de composto bioativo presente. Essa dose-resposta foi reforcada por Chaves et al.,
(2008b), que observaram que suplementagdes com compostos naturais, como alho e
zimbro, podem afetar o desempenho e caracteristicas de carcaga de maneira nao

linear.

O aumento significativo nos pesos das carcagas sem alteragao nos rendimentos
(RCQ e RCF) corrobora com os achados de Arteaga-Wences et al., (2021), que
destacaram que melhorias nos pesos absolutos da carcaga podem ocorrer sem
alteracao na proporgao relativa de aproveitamento, sendo os ganhos mais expressivos
atribuidos a maior deposicao de tecidos. Além disso, os resultados obtidos estdo em
linha com os achados de Soltan et al., (2018), que relataram que a adaptagao
progressiva de ovinos a misturas de 6leos essenciais permitiu ganhos na fermentagao
ruminal sem afetar a eficiéncia produtiva, demonstrando a importancia de equilibrio

entre modulagdo da microbiota e manutengao da digestibilidade.

Assim, os dados reforcam a ideia de que a suplementacdo com d6leos essenciais,
quando realizada em dosagens adequadas, pode promover melhorias no
desempenho zootécnico e nos parametros de carcaga, sendo o 6leo de alecrim, na

menor dosagem testada, o mais promissor nesse contexto.

A suplementagao com 6leos essenciais influenciou significativamente apenas a
espessura de gordura (P = 0,002) no musculo Longissimus lumborum de cordeiros
confinados (Tabela 5). Os animais alimentados com a dieta Alecrim (B) apresentaram
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maior deposi¢cao de gordura subcutanea (4,68 mm), diferindo estatisticamente dos
demais tratamentos, cujos valores variaram entre 3,26 mm (Alho A) e 3,52 mm
(Alecrim A). A maior espessura de gordura observada nesse grupo pode estar
relacionada ao melhor desempenho observado anteriormente, sugerindo um efeito
potencial da menor dosagem de 6leo de alecrim sobre o metabolismo lipidico. Esses
valores estado alinhados com os encontrados por Mushi et al., (2009), que relataram
espessuras de gordura entre 3,42 mm e 4,20 mm em pequenos ruminantes abatidos
com pesos entre 30 e 45 kg.

Tabela 4- Parametros do musculo Longissimus lumborum de alimentados com ragdes
contendo diferentes dosagens de éleo essencial de alho e alecrim.

Dietas cV

Parametros da carne Sem Alecrim Alecrim P o

o Ao A Alho B ¢4 5 (%)
(Erﬁﬁgssura degordura 4451 396p 344b 352b 4.68a 0002 2213
(er]';g;”a domisculo 3595 3194 3086 2752 3208 0461 16,87
Profundidade de 6231 5909 5952 5924 5893 0597 7.39
musculo (mm)
AOL (cm?) 15,57 1477 1488 1481 1473 0597 7,39
Oxidacgao Lipidica (mg
TBAKG) 015 017 016 017 016 0847 1584
pH 507 575 583 569 583 0393 469
L* (luminosidade) 3824 4054 3933 3996 3817 077 559
a” (componente verde- 1551 1447 1468 1556 1422 0613 152
vermelho)
b” (componente azul- 1545 1395 1368 1453 1345 029 9,29
amarelo)
c* (croma) 18,92 20,13 2011 213 1959 0467 11,81
h* (°) (tonalidade) 4593 4577 46,63 469 4635 0945 6.14

AOL: area de olho de lombo; pH: potencial hidrogenidnico; L*, a*, b*: componentes do sistema
de cor CIELAB (luminosidade, verde-vermelho e azul-amarelo, respectivamente); ¢*: croma;
h*: tonalidade (hue angle). P: probabilidade; CV: coeficiente de variagdo. Sem aditivo: sem
adicao de 6leos essenciais; Alho A: 1,00 mL/L de liquido ruminal; Alho B: 0,14 mL/L; Alecrim
A: 1,00 mL/L; Alecrim B: 0,40 mL/L. Valores seguidos de letras diferentes na mesma linha
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Em relacdo as dimensdes musculares, ndo houve efeitos estatisticamente
distintos para largura (P = 0,461), profundidade (P = 0,597) e area de olho de lombo
(P = 0,597). Os valores médios variaram de 27,52 mm a 32,08 mm para largura, de
58,93 mm a 62,31 mm para profundidade e de 14,73 cm? a 15,57 cm? para a AOL,

estando dentro da faixa esperada para cordeiros de gendétipo cruzado em
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confinamento. Estudos como o de Fernandes et al., (2022) também observaram areas
de olho de lombo variando entre 12,19 cm? e 17,21 cm?, dependendo do sistema de

terminagéo adotado.

A oxidagao lipidica, segundo o indice TBARS, n&o foi influenciada pelas dietas
(P =0,847), com valores variando de 0,15 a 0,17 mg TBA/Kkg, indicando estabilidade
oxidativa semelhante entre os grupos. Da mesma forma, o pH final da carne variou
entre 5,69 e 5,97 (P = 0,393), o que demonstra que o estado fisiologico dos animais
no pré-abate nao foi afetado pelo uso dos 6leos essenciais. Esses valores estao
dentro da faixa considerada normal para carne ovina, que varia de 5,5 a 5,8, conforme
relatado por Shija et al., (2013).

Quanto a colorac&o da carne, os parametros L* (luminosidade), a* (componente
verde-vermelho), b* (componente azul-amarelo), c* (croma) e h* (tonalidade) também
nao apresentaram efeitos estatisticamente distintos (P > 0,05), com valores dentro dos
padrées normalmente observados para cordeiros abatidos jovens. Esses resultados
sugerem que a inclusdo de Oleos essenciais de alho e alecrim, nas dosagens

utilizadas, ndo comprometeu a qualidade visual ou tecnoldgica da carne produzida.

Rivaroli et al., (2016) avaliaram os efeitos de uma mistura de 6leos essenciais,
incluindo alecrim e alho, na qualidade da carne de novilhos mestigos e encontraram
que os oleos essenciais nao tiveram efeito na composigao quimica e de acidos graxos,
cor da carne, capacidade de retengdo de agua ou textura, mas uma incluséo de 3,5
g/dia diminuiu a oxidagao lipidica. Cetin et al., (2023) sugeriram que a adi¢édo de 6leos
essenciais de alecrim as ragdes de cordeiro € mais eficaz nos parametros
antioxidantes do que nos parametros de desempenho e pode ser usada como um
produto antioxidante natural. Esses resultados divergem com os encontrados no
presente estudo em relagcdo a oxidagao lipidica, evidenciando ainda mais a
necessidade de mais estudos em relacédo as quais dosagens sao mais eficazes para

a producao de ruminantes.

CONCLUSAO

A suplementacao com 6leo essencial de alecrim em menor dosagem (Alecrim B)

favoreceu o desempenho dos cordeiros nos periodos intermediario e final do
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confinamento, resultando em maiores pesos finais e carcagas mais pesadas. As
caracteristicas de carcagca e qualidade da carne nao foram alteradas entre os
tratamentos. Dessa forma, recomenda-se a utilizagdo continua do 6leo essencial de
alecrim na dosagem minima durante todo o periodo de confinamento como estratégia
nutricional para otimizar o desempenho produtivo e a eficiéncia alimentar de cordeiros

confinados.
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7 ARTIGO 2 - Oleos essenciais de alho (Allium sativum L.) e alecrim (Rosmarinus

officinalis L.) na diversidade microbiota ruminal de cordeiros confinados

RESUMO

Objetivou-se caracterizar a microbiota ruminal de cordeiros confinados e alimentados
com dietas contendo 6leos essenciais de alho e alecrim, por meio do sequenciamento
da regido V3-V4 do gene 16S rRNA. Foram utilizados 35 cordeiros machos, mestigcos
das ragas Texel x Dorper x Santa Inés, com peso inicial médio de 26,3 + 6,2 kg,
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado com cinco dietas
experimentais (sete repeticbes cada): sem aditivo, Alho A (1,00 mL/L de liquido
ruminal), Alho B (0,14 mL/L), Alecrim A (1,00 mL/L) e Alecrim B (0,40 mL/L). Os
animais permaneceram confinados por 90 dias e receberam dieta composta por 30%
de silagem de milho e 70% de concentrado a base de milho moido e farelo de soja.
Amostras de liquido ruminal (0,9 mL) de trés animais por dieta foram submetidas a
metagendmica. A diversidade alfa (indices de Shannon, Simpson e Chao) nao diferiu
entre as dietas (p > 0,05). A analise taxonémica revelou que Prevotella foi o género
dominante, especialmente na dieta sem aditivo, sendo reduzido nas dietas com 6leos
essenciais. A dieta Alecrim B favoreceu a populacdo de Fibrobacter, indicando
manutencdo da atividade celulolitica. Em contrapartida, a maior abundancia de
arqueas metanogénicas (Methanobrevibacter e Methanomassiliicoccus) foi observada
nesta mesma dieta, embora com relacdo metanogénicos/celuloliticos mais favoravel
em comparacgao as demais. Esses resultados indicam que o uso de 6leos essenciais
modulou seletivamente a microbiota ruminal, sendo que a menor dosagem de alecrim
apresentou melhor equilibrio entre fermentacdo eficiente. Portanto, os oleos
essenciais de alho e alecrim representam alternativas viaveis para otimizar a
fermentacao ruminal e a eficiéncia alimentar em sistemas intensivos de producao de
cordeiros.

Palavras- chaves: fermentagdo ruminal, microbiota ruminal, sequenciamento16s
rRNA

ABSTRACT

This study aimed to characterize the rumen microbiota of confined lambs fed diets
containing essential oils (EOs) of garlic and rosemary, using sequencing of the V3-V4
region of the 16S rRNA gene. Thirty-five non-castrated male lambs, Texel x Dorper x
Santa Inés crossbreeds, with an average initial weight of 26.3 + 6.2 kg, were assigned
to a completely randomized design with five experimental diets (seven replicates
each): no additive, Garlic A (1.00 mL/L of ruminal fluid), Garlic B (0.14 mL/L),
Rosemary A (1.00 mL/L), and Rosemary B (0.40 mL/L). The animals were confined for
90 days and received a diet composed of 30% corn silage and 70% concentrate based
on ground corn and soybean meal. Ruminal fluid samples (0.9 mL) from three animals
per diet were submitted for metagenomic analysis. Alpha diversity (Shannon, Simpson,
and Chao indices) did not differ among diets (p > 0.05). Taxonomic analysis revealed
that Prevotella was the dominant genus, especially in the control diet, and was reduced
in the EO-supplemented diets. The Rosemary B diet favored the population of
Fibrobacter, indicating preserved cellulolytic activity. Conversely, a higher abundance
of methanogenic archaea (Methanobrevibacter and Methanomassilicoccus) was
observed in the same diet, although with a more favorable methanogen/cellulolytic
ratio compared to the other treatments. These findings suggest that essential oils
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selectively modulated the rumen microbiota, with the lower rosemary dosage providing
a better balance for efficient fermentation. Therefore, garlic and rosemary essential oils
represent viable alternatives to optimize ruminal fermentation and feed efficiency in
intensive lamb production systems.

Keywords: ruminal fermentation, genomics, 16S rRNA sequencing
INTRODUCAO

A microbiota ruminal desempenha um papel essencial na digestdo de compostos
dietéticos complexos em ruminantes. Esse ecossistema diversificado, formado
principalmente por bactérias, protozoarios, fungos e arqueas, atua na fermentacao de
carboidratos, proteinas e lipidios, fornecendo nutrientes essenciais ao animal
hospedeiro. O processo fermentativo resulta na produgao de acidos graxos de cadeia
curta (AGCCs), ambnia e metano, embora apresente perdas energéticas,
especialmente sob a forma de metano (Castillo-Gonzalez et al., 2014). A composigao
e proporcao entre carboidratos fibrosos e nao fibrosos das dietas afetam diretamente
a composicao e atividade da microbiota ruminal, influenciando a estabilidade do pH e

o perfil fermentativo (Oliveira et al., 2016).

A introducédo de ferramentas dmicas, como a metagendmica, revolucionou o
estudo da microbiota do rumen, permitindo caracterizar comunidades microbianas
antes desconhecidas e revelar sua contribuicdo funcional para o metabolismo do
hospedeiro (Delgadillo-Ruiz et al., 2021). Tais avangos permitem correlacionar a
diversidade microbiana com indicadores de desempenho produtivo, eficiéncia

alimentar e impacto ambiental da produgao animal.

A utilizacao de aditivos de origem vegetal na alimentacdo de ruminantes tem se
mostrado uma estratégia promissora para modular a microbiota ruminal de forma
seletiva e funcional. Oleos essenciais extraidos de plantas como o alho (Allium
sativum) e o alecrim (Rosmarinus officinalis) destacam-se por suas propriedades
antimicrobianas, antioxidantes e pela capacidade de influenciar a fermentacao
microbiana no rumen (lommelli et al., 2025). Estudos demonstram que esses
compostos bioativos podem inibir populacées microbianas indesejaveis e favorecer
géneros fermentadores benéficos, como aqueles envolvidos na produgéao de acidos
graxos de cadeia curta. Além disso, ha evidéncias de que os Oleos essenciais sao

capazes de reduzir a produg¢ao de metano entérico, melhorar a eficiéncia alimentar e
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modular o metabolismo nitrogenado no rumen (Chaves et al., 2008a; Sha et al., 2024).
Esses compostos podem alterar significativamente a abundancia relativa de géneros
microbianos envolvidos na producdo de AGCCs e na degradacdo do substrato
fermentavel, melhorando potencialmente a eficiéncia alimentar ou reduzindo as

emissdes de metano entérico (Delgadillo-Ruiz et al., 2021).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo caracterizar a microbiota
ruminal de ovinos confinados e alimentados com rag¢des contendo 6leo essencial de

alho e alecrim.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Fazenda Escola (FAZESC) do Departamento de
Zootecnia da Universidade Estadual de Londrina (UEL), localizada no estado do
Parana, Brasil, com aprovacdo prévia do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UEL), sob o protocolo n° 035.2022.

Foram utilizados 35 cordeiros machos, nao castrados, mesticos das racas Texel
x Dorper x Santa Inés, com peso vivo inicial médio de 26,3 £ 6,20 kg e idade
aproximada de 90 dias. Os animais foram identificados e alojados individualmente em
baias com piso ripado, equipadas com comedouros e bebedouros, sendo mantidos

em regime de confinamento por 90 dias, precedidos por 15 dias de adaptacéo.

As pesagens foram realizadas no inicio do experimento e a cada 15 dias,
precedendo a primeira alimentagédo do dia, para avaliagdo do desempenho e ajustes
na dieta. As dietas experimentais foram formuladas para serem isoprotéicas e
isoenergéticas, com base em silagem de milho (30%) e concentrado (70%) composto
por farelo de soja, milho moido, fosfato bicalcico, calcario, 6leo de soja e bicarbonato
de sddio (Tabela 1). O balanceamento nutricional seguiu as recomendacgées do NRC,
(2007), visando ganho de peso de 250 g/dia.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco dietas e
sete repetigdes por dieta. As dietas diferiram apenas na inclusdo de oleos essenciais
de alho e alecrim. A dieta 1, denominada sem aditivo, ndo continha inclusao de 6leos

essenciais. A dieta 2, denominada Alho A, continha 1,00 mL de éleo essencial de alho
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por litro de liquido ruminal (mL/L). A dieta 3, Alho B, continha 0,14 mL/L de dleo
essencial de alho. A dieta 4, Alecrim A, incluia 1,00 mL/L de 6leo essencial de alecrim.

Por fim, a dieta 5, Alecrim B, incluia 0,40 mL/L de 6leo essencial de alecrim.

Tabela 1: Composigao quimica dos alimentos, propor¢ao dos ingredientes na dieta e
composi¢cao quimica da dieta base utilizados na ragcédo fornecida para cordeiros
confinados alimentados com dietas contendo ou n&o 6leos essenciais de alecrim ou
alho

Composicao quimica dos alimentos base (% da MS)

Silagem de milho Milho moido Farelo de soja

mt)e“a seca (% na 27,66 90,95 93,39
Proteina bruta 8,10 10,45 52,76
Extrato etéreo 2,40 3,89 1,67
Matéria organica 96,12 98,54 93,11
Fibra em 4943 11,11 10,03
detergente neutro
Fibraem — 22,65 1,93 4,00
detergente acido
Hemicelulose 26,78 9,19 6,04
Carboidratos totais 85,62 84,20 38,68

Proporgao dos ingredientes na dieta base (%)
Silagem de milho 30,00
Milho moido 39,22
Farelo de soja 27,96
Fosfato bicalcico 0,31
Calcario 1,01
Bicarbonato de sddio 0,50
Oleo de soja 1,00

Oleo essencial de alecrims
Oleo essencial de alho~

*

Total 100.00
Composigao quimica da dieta base (% da MS)
Matéria seca (% na MN) 70,08
Proteina bruta 21,28
Extrato etéreo 2,71
Matéria organica 93,52
Fibra em detergente neutro 21,99
Fibra em detergente acido 8,67
Hemicelulose 13,32
Carboidratos totais 69,52

MS: matéria seca; MN: matéria natural; a: 0,40 mL/L de liquido ruminal; b: 1,00 mL/L ; x: 0,14
mL/L; y: 1,00 mL/L.

Os oleos essenciais foram adquiridos de empresas comerciais, diluidos em 6leo



1171
1172
1173

1174
1175
1176
1177
1178
1179
1180
1181

1182
1183
1184
1185
1186
1187
1188
1189

1190
1191
1192
1193

1194
1195
1196
1197
1198
1199
1200
1201

55

de soja e incorporados ao concentrado, com base nas recomendagdes de Cavalheiro
Junior et al., (2021). O dleo de soja, além de compor a formulagédo da dieta, também

foi utilizado como veiculo para a incorporagao dos 6leos essenciais em cada dieta.

A parte concentrada da dieta foi preparada separadamente para cada dieta
experimental. A ordem de fabricagdo seguiu uma sequéncia rigorosa: inicialmente foi
preparada a dieta sem adicdo de oleo essencial; em seguida, a dieta com menor
concentracao do respectivo 6leo essencial e, por fim, a dieta com maior concentragao.
Ao realizar a troca entre os tipos de 6leo essencial (de alho para alecrim ou vice-
versa), uma quantidade de milho foi passada pelo misturador com o objetivo de evitar
a contaminacao cruzada entre os compostos. Este milho intermediario nao foi utilizado

nas ragdes experimentais, sendo destinado ao uso comum da fazenda.

Os animais foram alimentados ad libitum, duas vezes ao dia (as 08h00 e as
16h00). Para estimativa do consumo, diariamente foram realizadas pesagens da dieta
total fornecida (volumoso e concentrado) e das sobras individuais. A quantidade de
racao ofertada era ajustada com base no consumo de matéria seca do dia anterior,
visando manter um percentual de sobras entre 5 e 10% da matéria natural fornecida,
a fim de evitar restricdo alimentar e assegurar ingestdao adequada. Ajustes eram
realizados sempre que o valor de sobras estivesse fora desse intervalo por dois dias

consecutivos.

Ao atingirem peso vivo médio de 40 kg, os animais foram transportados por
aproximadamente 50 km até um frigorifico sob inspe¢do municipal. O abate seguiu
normas de bem-estar animal, com insensibilizagdo por eletronarcose, seguida de

sangria, esfola e evisceragao.

Durante o abate, foram coletadas amostras de liquido ruminal de trés animais
selecionados aleatoriamente por dieta. De cada animal, foram coletados trés tubos
tipo microtubo (Eppendorf) contendo 0,9 mL de liquido ruminal cada, totalizando 2,7
mL por animal. As amostras foram obtidas apos filtracdo do conteudo ruminal com
auxilio de tecido tipo gaze em trés camadas, com o objetivo de separar o liquido da
fracao solida. Imediatamente apds a coleta, o liquido ruminal foi acondicionado em
gelo seco (aproximadamente —20°C) e transportado até o laboratério, onde foi
armazenado a —80 °C até o momento da extracao.
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A analise da microbiota foi realizada com base nas amostras de liquido ruminal
enviadas a empresa NGS Solugdes Gendmicas (Piracicaba, SP). O sequenciamento
foi realizado na plataforma lllumina MiSeq (biblioteca paired-end), utilizando kit V3
com 600 ciclos (2 x 300 bp), com bibliotecas indexadas em duas etapas de PCR. Os
primers  utilizados foram 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT), direcionados a regiao V3-V4 do gene 16S rRNA,
conforme descrito por (Wang; Qian, 2009). O preparo das bibliotecas seguiu protocolo

da Neoprospecta Microbiome Technologies.

As sequéncias foram primeiramente avaliadas quanto a qualidade, com remocéao
de pares de bases ambiguos, homopolimeros superiores a oito pares, amplicons
inespecificos e redundantes. Em seguida, as leituras foram filtradas para exclusao de
quimeras por meio do algoritmo VSEARCH. As sequéncias de boa qualidade foram
alinhadas ao banco de dados SILVA e posteriormente agrupadas em unidades

taxonémicas operacionais (OTUs) com 97% de similaridade.

Apos a formagao das OTUs, foi realizada a normalizagéo dos dados por meio de
subamostragem (subsample) com base na amostra de menor profundidade de
sequenciamento. A qualidade do sequenciamento e a representatividade da
diversidade microbiana foram avaliadas por curvas de rarefacao e indice de cobertura,
com cobertura superior a 99%, assegurando alta representatividade da comunidade

microbiana presente. O grafico de rarefagado encontra-se anexo a este manuscrito.

Em seguida, foram calculados os indices de diversidade alfa (Chao, Shannon,
Simpson) e realizadas analises de diversidade beta, incluindo as distancias Jaccard e
ThetaYC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As anadlises metagendmicas geraram inicialmente um total de 496.214 contigs a
partir dos dados brutos (raw reads). Apés o tratamento dos dados, incluindo filtragem
de qualidade e remocdo de quimeras e sequéncias indesejadas, foram obtidas
365.106 sequéncias unicas, das quais 303.715 foram mantidas para as analises finais.
Essas sequéncias permitiram a identificacdo e posterior analise da composicao e

diversidade da microbiota ruminal nas diferentes dietas experimentais.
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Com base nessas sequéncias, foram identificadas 243 OTUs (Unidades
Taxondmicas Operacionais), utilizadas para compor o banco de dados taxondmico. A
normalizagdo do numero de sequéncias por amostra foi realizada por subsampling. A
curva de rarefagcdo (anexo) demonstrou cobertura superior a 99,9% em todas as

amostras, evidenciando uma alta representatividade da comunidade microbiana total.

As dietas contendo ou nao 6leos essenciais de alho e alecrim n&o influenciaram
significativamente os parametros de diversidade alfa da microbiota ruminal, incluindo
0 numero médio de espécies observadas, a estimativa de riqueza de Chao e os
indices de diversidade de Shannon e Simpson (Tabela 2; P > 0,05). O numero de
especies observadas variou de 64,67 + 0,88 na dieta Alho A a 72,33 + 5,78 na dieta
Sem aditivo. A maior estimativa de riqueza de Chao foi registrada na dieta Sem aditivo
(105,76 £ 12,06). Os indices de diversidade de Shannon e Simpson apresentaram
variagcdes entre as dietas, oscilando de 2,16 (Sem aditivo) a 2,41 (Alecrim B) e de 0,16

(Alecrim B) a 0,21 (Alho B), respectivamente.

Tabela 2. Numero de espécies bacterianas observadas, estimativa de riqueza de
Chao, e indices de diversidade de Shannon e Simpson A riqueza de ch(média % erro
padrdo) da microbiota ruminal de cordeiros confinados alimentados com dietas
contendo ou n&o 6leos essenciais de alho e alecrim

Dietas
Sem Aditivo Alho A Alho B Alecrim A Alecrim B

P

N° Especies 74334961 64.67+0.88 66.67+3.93 72.33+5.78 67.00+1.53 0.852
observadas

Chao 105.76+12.06 79.09+£1.69 81.10+£5.65 98.71+£17.32 93.98+10.70 0.408
Simpson 0.20+0.02 0.20+0.01 0.21+0.03 0.17+0.02 0.16+0.02 0.378
Shannon 2.16+0.09 2.18+0.02 2.25+0.13 2.36%#0.14 2.41+0.08 0.363

Sem aditivo = sem adigéo de 6leos essenciais; Alho A = 1,00 mL/L de liquido ruminal de éleo essencial
de alho; Alho B = 0,14 mL/L de d6leo essencial de alho; Alecrim A = 1,00 mL/L de éleo essencial de
alecrim; Alecrim B = 0,40 mL/L de 6leo essencial de alecrim. P: probabilidade (nivel de significancia de
5%).

Foram identificados microrganismos pertencentes a 21 filos, 38 classes, 59
ordens, 60 familias e 251 géneros bacterianos. No nivel de filo, Bacteroidetes foi o
mais abundante em todas as dietas, com maior média na dieta Sem aditivo (15.011,0),
seguido por Firmicutes (7.013,667) e Proteobacteria com maior média na dieta Alho
A (6.015,333). Destacam-se também os filos Fibrobacteres e Actinobacteria,

presentes em todas as dietas, ainda que em menores propor¢oes.

No nivel de classe, Bacteroidia, Gammaproteobacteria e Negativicutes
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dominaram a microbiota ruminal. A classe Bacteroidia apresentou a maior abundancia
média na dieta Sem aditivo (13.536,3), enquanto Gammaproteobacteria foi mais
abundante na dieta Alho A (5.980,3).

Quanto a ordem, Bacteroidales, Selenomonadales e Clostridiales foram
predominantes. Bacteroidales foi a ordem mais abundante em todas as dietas, com
destaque para a dieta Sem aditivo (13.536,3). A ordem Selenomonadales teve sua
maior expressao também, na dieta Sem aditivo (4.756,3), refletindo a influéncia das
dietas contendo 6leos essenciais de alho e alecrim sobre bactérias fermentadoras

importantes.

A ordem Bacteroidales (Figura 1) foi a mais abundante em todas as dietas
experimentais, com destaque para a dieta sem aditivo, que apresentou a maior média
(13.536,33). Essa predominancia sugere que a auséncia de 6leos essenciais favorece
uma comunidade microbiana dominada por Bacteroidales. Membros dessa ordem,
como o género Prevotella, sdo amplamente reconhecidos por sua capacidade de
degradar polissacarideos complexos e produzir acidos graxos de cadeia curta
(AGCCs), especialmente propionato, contribuindo para a eficiéncia energética da dieta
basal (Stewart et al., 2018).

A ordem Selenomonadales, associada a fermentagcao de agucares e a produgao
de propionato e lactato, apresentou aumento expressivo em animais alimentados com
Alecrim A (4.756,33), enquanto foi inferior nas dietas com Alho B (2.047,33) e Alecrim
B (1.424,66). Esse padrao pode indicar que o 6leo essencial de alecrim em alta dose
estimula a fermentacdo de carboidratos soluveis, promovendo a proliferagdo de
bactérias como Selenomonas ruminantium, conhecidas por converter lactato em

propionato (Denman; Morgavi; McSweeney, 2018).
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Figura 1. Distribuicdo relativa das principais ordens bacterianas da microbiota ruminal de
cordeiros confinados alimentados com dietas contendo ou nao 6leos essenciais de alho e
alecrim. As colunas representam a composicao média das ordens bacterianas nos animais
alimentados com as seguintes dietas: Sem aditivo (dieta controle, sem inclusdo de dleos
essenciais), Alho A (dieta com 1,00 mL/L de liquido ruminal de 6leo essencial de alho), Alho
B (0,14 mL/L de 6leo essencial de alho), Alecrim A (1,00 mL/L de dleo essencial de alecrim)
e Alecrim B (0,40 mL/L de 6leo essencial de alecrim).

A presengca mais elevada da ordem Gammaproteobacteria unclassified nas
dietas Alho A (4.970) e Alho B (3.562,66), em comparagdo com a dieta Alecrim B
(2.644), sugere um possivel efeito seletivo do éleo essencial de alho sobre populagdes
microbianas dessa classe. As Gammaproteobacteria compreendem diversos géneros
oportunistas que podem estar associados a respostas inflamatérias no rimen e a
adaptacao a condigdes ambientais de estresse, como desequilibrios fermentativos e
excesso de proteina degradavel no riumen (Zhang et al., 2020). A menor abundancia
observada na dieta Alecrim B pode refletir uma menor disponibilidade de substratos
nitrogenados fermentaveis ou um ambiente menos favoravel a proliferagédo dessas
bactérias. Essa redugao pode ser benéfica, indicando menor degradagao de proteina

verdadeira no rumen e, portanto, menor produgao de amdnia, favorecendo a utilizagéo



1303
1304
1305
1306

1307
1308
1309
1310
1311
1312
1313

1314
1315
1316
1317
1318

1319
1320
1321
1322
1323
1324
1325
1326
1327
1328
1329
1330

60

mais eficiente do nitrogénio dietético na forma de proteina metabolizavel. Tal efeito
esta alinhado com a literatura que aponta propriedades moduladoras dos oleos
essenciais, especialmente do alecrim, na redugao da protedlise ruminal (lommelli et
al., 2025; Sha et al., 2024).

A ordem Clostridiales também apresentou variagao entre dietas, com maior
abundancia nas dietas Alho A (2.688,66) e Alecrim B (2.324,66). Membros dessa
ordem sao conhecidos por sua capacidade de fermentar fibras e produzir butirato, um
AGCC essencial para a saude intestinal e integridade da mucosa ruminal (Denman;
Morgavi; McSweeney, 2018). A maior abundancia de Clostridiales nessas dietas pode
indicar uma contribuicdo relevante para a fermentagcao de fibras e producgado de

butirato, beneficiando o ambiente ruminal.

No nivel de familia, Prevotellaceae foi a mais representativa em todas as dietas,
seguida por Selenomonadaceae e Gammaproteobacteria unclassified. A dieta Sem
aditivo apresentou o maior valor médio para Prevotellaceae (12.311,0), sugerindo
influéncia dos dleos essenciais de alho e alecrim na diminuigdo do numero bacteriano

desta familia.

No nivel de género, Prevotella foi o taxon dominante em todas as dietas
experimentais, com a maior média observada na dieta Sem aditivo (10.442,7), seguido
por Gammaproteobacteria unclassified, Prevotellaceae unclassified,
Selenomonadaceae unclassified e Lachnospiraceae unclassified. A abundancia de
Prevotella foi particularmente reduzida na dieta contendo Alecrim B (5.327,7),
sugerindo possivel atuacao inibitéria do oleo essencial de alecrim sobre bactérias
desse género. Essa prevaléncia de Prevotella, especialmente nas dietas Sem aditivo
e Alho A (7.331,33), é coerente com seu papel ja descrito na literatura como um
género-chave na degradagao de polissacarideos nao fibrosos e proteinas, além da
produgéo de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), especialmente propionato,
contribuindo para o melhor aproveitamento energético da dieta (Betancur-Murillo;
Aguilar-Marin; Jovel, 2022)
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Figura 2. Distribuigcao relativa dos principais géneros bacterianos da microbiota ruminal de cordeiros
confinados alimentados com dietas contendo ou ndo 6leos essenciais de alho e alecrim. As colunas
representam a composi¢cdo média dos géneros bacterianos nos animais alimentados com as seguintes
dietas: Sem aditivo (dieta controle, sem inclusdo de 6leos essenciais), Alho A (dieta com 1,00 mL/L de
liquido ruminal de 6leo essencial de alho), Alho B (0,14 mL/L de dleo essencial de alho), Alecrim A
(1,00 mL/L de 6leo essencial de alecrim) e Alecrim B (0,40 mL/L de 6leo essencial de alecrim).

A maior abundancia de Mitsuokella na dieta sem aditivo (1.046) e de
Megasphaera na dieta Alecrim A (529,66) sugere que a inclusdo destes Oleos
essenciais influencia diretamente a composicdo microbiana. Esses taxons estdo
associados a fermentacao de carboidratos soluveis e producgao de lactato e succinato,
0 que pode contribuir para a manutencao do pH ruminal (Cabral; Weimer, 2024; Koike
et al., 2021a).

O género Selenomonas foi mais abundante na dieta sem aditivo (882), indicando
sua atuagao na rapida fermentacao de agucares simples e na produgédo de AGCCs,
particularmente o propionato (lommelli et al., 2025). A auséncia de compostos

antimicrobianos como os 6leos essenciais pode favorecer a expansao desse género.

A presenca de Dialister foi significativa apenas em Alho A (455,33), sugerindo
uma possivel resisténcia ou adaptagdo a compostos sulfurados como a alicina,
encontrados no 6leo essencial de alho. Segundo Zhu et al., (2021), componentes da
casca de alho podem modular a microbiota ruminal de forma seletiva, favorecendo

taxons especificos.
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O género Fibrobacter, reconhecido pela degradagao eficiente de celulose, foi
mais abundante nas dietas Alecrim B (617,33) e sem aditivo (558), o que sugere que
concentracdes elevadas de Oleos essenciais, principalmente de alho, podem suprimir

populagdes celuloliticas sensiveis (Jewell et al., 2013).

Acidaminococcus foi o género mais abundante na dieta Alho A (136), consistindo
em um género conhecido por utilizar aminoacidos como substratos para fermentacao,
0 que pode estar relacionado a seletividade do 6leo essencial de alho sobre
comunidades proteoliticas (Chaves et al., 2008a). Essa modulagdo pode ter
implicagdes importantes para o metabolismo de nitrogénio no rimen, uma vez que a
fermentacdo de aminoacidos pode alterar o perfil de disponibilidade de compostos
nitrogenados para os microrganismos ruminais. De acordo com Ribeiro; Macedo
Junior; Silva, (2014), a proteina degradavel no rumen € a principal fonte de nitrogénio
para a microbiota, sendo essencial para a sintese de proteina microbiana e,

consequentemente, para o desempenho produtivo dos ruminantes.

As populagdes metanogénicas identificadas neste estudo foram representadas
principalmente pelos géneros Methanobrevibacter e Methanomassiliicoccus, ambos
amplamente reconhecidos por sua participagao na metanogénese no rumen. A maior
abundancia de arqueas foi observada na dieta Alecrim B (25,00), seguida por Alecrim
A (7,33), Alho A (9,00), Sem aditivo (7,66) e Alho B (4,66).

Embora Alecrim B tenha apresentado o maior numero absoluto de
metanogénicos, esse resultado ndo deve ser interpretado isoladamente. A agao
seletiva dos compostos bioativos presentes nos 6leos essenciais, como o cineol no
alecrim e a alicina no alho, influenciam de maneira distinta os grupos microbianos do
ramen. Enquanto os compostos do alho parecem exercer efeito supressor mais direto
sobre arqueas, a dosagem moderada do 6leo de alecrim pode ter favorecido um
ambiente fermentativo mais eficiente. A anadlise da razdo entre arqueas
metanogénicas e bactérias celuloliticas (representadas por Fibrobacter) revelou
insights importantes sobre a eficiéncia energética das dietas. Apesar da maior
abundancia absoluta de metanogénicos em Alecrim B, a proporgéao
metanogénicos/Fibrobacter foi de apenas 0,040, indicando um perfil microbiano mais
equilibrado e eficiente, com menor produgao relativa de metano por unidade de fibra

degradada. Em contraste, Alecrim A apresentou a maior razado (0,150), sugerindo
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perdas energéticas mais acentuadas. A dieta sem aditivo teve a menor relagao
(0,019), evidenciando alto rendimento fermentativo, enquanto Alho B (0,067) e Alho A
(0,066) ficaram em posicao intermediaria. Assim, o desempenho observado na dieta
Alecrim B reflete ndo apenas uma elevada atividade celulolitica, mas também uma
propor¢ao metanogénica mais favoravel dentre os aditivos testados, indicando melhor

aproveitamento da fibra e maior eficiéncia energética da fermentagao ruminal.

Esses achados reforcgam a importadncia de compreender n&o apenas a
abundancia absoluta dos grupos microbianos, mas também suas proporcdes e
fungdes na dindmica fermentativa do rumen. Complementando esses resultados,
estudos recentes utilizando abordagens multi-6micas demonstram que compostos
bioativos de plantas, como os 6leos essenciais de alho e alecrim, modulam
significativamente a composicdo e funcdo da microbiota ruminal, impactando
diretamente a eficiéncia fermentativa, o metabolismo energético e a resposta imune
do hospedeiro (Sha et al., 2024).

CONCLUSAO

A suplementagao com 6leos essenciais de alho e alecrim modulou a microbiota
ruminal de forma seletiva. Ambos os 6leos essenciais reduziram a abundancia de
Prevotella e Selenomonas, géneros importantes na fermentacao de carboidratos nao
fibrosos. Por outro lado, a dieta contendo alecrim em menor dosagem favoreceu a
populagcado de Fibrobacter, indicando preservagao da atividade celulolitica. Apesar da
maior abundancia absoluta de arqueas metanogénicas na dieta Alecrim B, a relagao
entre microrganismos metanogénicos e celuloliticos foi mais favoravel, sugerindo
menor perda energética por metanogénese. Assim, o uso de Oleos essenciais,
especialmente em dosagens moderadas, mostra-se uma alternativa promissora para

melhorar a eficiéncia fermentativa em sistemas de confinamento de ruminantes.
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Anexo 1. Curvas de rarefagdo das amostras de microbiota ruminal de cordeiros submetidos a diferentes dietas com ou sem 6éleos

essenciais.
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8 ARTIGO 3 - Metabolébmica nao-direcionada e metabolismo ruminal de ovinos:

efeitos dos 6leos essenciais de alho e alecrim

RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos da inclusao de 6leos essenciais (OEs) de alho e alecrim
sobre o metaboldbma ruminal de cordeiros, utilizando uma abordagem n&o-
direcionada. Foram testadas cinco dietas: sem aditivos; alho (0,14 e 1,00 mL/L de
liquido ruminal); e alecrim (0,40 e 1,00 mL/L de liquido ruminal). As dietas foram
formuladas com base em 30% de silagem de milho e 70% de concentrado composto
por milho moido e farelo de soja, sendo fornecidas ad libitum por 90 dias. Amostras
de liquido ruminal foram submetidas a dois métodos de extracado (acetato de etila e
eter metil-terc-butilico) e analisadas por UHPLC-MS/MS. No total, 7.064 entidades
quimicas foram detectadas, das quais 47 foram identificadas. A extragdo com éter
metil-terc-butilico apresentou maior numero de metabdlitos putativos, enquanto a
extragdo com acetato de etila favoreceu compostos de polaridade intermediaria. A
analise de componentes principais (PCA) revelou separagdes entre as dietas, com
destaque para a dieta Alecrim B (0,40 mL/L), que apresentou agrupamento distinto
em ambas as extracdes. Metabodlitos como acido sebacico, frutose 1,6-difosfato,
colestenona e aurantiamida foram identificados como potenciais marcadores
metabodlicos. A menor dosagem de 6leo essencial de alecrim promoveu uma
modulacao especifica do metaboloma ruminal, com impacto sobre rotas lipidicas e
proteicas. Contudo, a baixa taxa de identificacdo em relagdo ao total de entidades
detectadas destaca a necessidade de estudos metabol6micos adicionais para elucidar
0S mecanismos subjacentes as alteragdées induzidas pelos Oleos essenciais no
ambiente ruminal.

Palavras-chave: Acetato de etila; Liquido ruminal; Matyash.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of including essential oils (EOs) of garlic and
rosemary on the ruminal metabolome of lambs using an untargeted approach. Five
diets were tested: no additives; garlic (0.14 and 1.00 mL/L of ruminal fluid); and
rosemary (0.40 and 1.00 mL/L of ruminal fluid). Diets were formulated with 30% corn
silage and 70% concentrate composed of ground corn and soybean meal and were
offered ad libitum for 90 days. Ruminal fluid samples were subjected to two extraction
methods (ethyl acetate and methyl tert-butyl ether) and analyzed by UHPLC-MS/MS.
A total of 7,064 chemical entities were detected, of which 47 were identified. The
extraction with methyl tert-butyl ether yielded a greater number of putative metabolites,
while the ethyl acetate extraction favored compounds of intermediate polarity. Principal
component analysis (PCA) revealed clear separation among diets, with the Rosemary
B diet (0.40 mL/L) showing distinct clustering under both extraction methods.
Metabolites such as sebacic acid, fructose 1,6-bisphosphate, cholestenone, and
aurantiamide were identified as potential metabolic markers. The lower rosemary EO
dosage promoted a specific modulation of the ruminal metabolome, impacting lipid and
protein metabolic pathways. However, the low identification rate relative to the total
number of detected entities highlights the need for further metabolomic studies to
elucidate the mechanisms underlying essential oil-induced changes in the ruminal
environment.

Keywords: Ethyl acetate; Ruminal fluid; Matyash.



1507

1508
1509
1510
1511
1512
1513
1514

1515
1516
1517
1518
1519
1520
1521
1522
1523

1524
1525
1526
1527
1528
1529
1530
1531

1532
1533
1534
1535
1536
1537

68

INTRODUCAO

A intensificacdo dos sistemas de producéo de cordeiros tem impulsionado o uso
de estratégias nutricionais que visam melhorar a eficiéncia alimentar e reduzir
impactos ambientais, com destaque para o uso de aditivos naturais como os 6leos
essenciais. Compostos bioativos extraidos de plantas, como o alho (Allium sativum) e
o alecrim (Rosmarinus officinalis), tém sido estudados por sua capacidade de modular
a fermentacdo ruminal, a microbiota e a saude dos ruminantes (Garcia-Rodriguez et
al., 2024).

O Oleo essencial de alho contém compostos sulfurados com reconhecida
atividade antimicrobiana, capazes de favorecer a producédo de propionato, reduzir a
relagdo acetato/propionato e diminuir a producdo de metano no rumen. Garcia-
Rodriguez et al., (2024) demonstraram que o uso de Oleo de alho reduziu
significativamente a producdo de metano e alterou populagdes microbianas, como
Ruminococcus albus, em sistemas fermentativos in vitro. Em estudo in vivo, Rabee et
al., (2025) observaram que a suplementagdo com po6 de alho foi capaz de melhorar
parametros hematolégicos e modificar a microbiota ruminal de cordeiros, reforgando

o potencial funcional desse aditivo.

De forma semelhante, o 6leo essencial de alecrim tem mostrado efeitos
benéficos sobre o metabolismo antioxidante e o desempenho produtivo. Cetin et al.,
(2023) relataram que a suplementacdo com 6leo de alecrim em cordeiros Merino
melhorou a capacidade antioxidante do sangue e influenciou positivamente a
microbiota ruminal. Em estudo com ovelhas lactantes, Smeti et al., (2024) relataram
que a inclusao de 6leo de alecrim na dieta alterou o perfil lipidico do leite, com aumento
da concentragdo de acidos graxos poli-insaturados n-3, melhorando a qualidade

nutricional do produto final.

A metabolémica ndo-direcionada tem se consolidado como uma abordagem
promissora para investigar os efeitos de aditivos alimentares sobre o ambiente
ruminal, permitindo a identificacdo de metabdlitos discriminantes e alteracdes
funcionais da microbiota (Saleem et al., 2012). No entanto, ainda sdo escassos 0s
estudos que avaliam comparativamente os efeitos de diferentes niveis de 06leo

essencial de alho e alecrim sobre o metaboloma ruminal de cordeiros, especialmente
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utilizando diferentes métodos de extracéo. Diante disso, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o metabolébma ruminal de cordeiros alimentados com dietas contendo
diferentes niveis de 6leo essencial de alho e alecrim, utilizando dois métodos de
extracao (acetato de etila e éter metil-terc-butilico), espectrometria de massas de alta
resolucao e analise multivariada para identificar compostos discriminantes entre as

dietas e na caracterizagcao das alteragdes induzidas pelos aditivos.
MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Fazenda Escola (FAZESC) da Universidade
Estadual de Londrina (UEL), Parana, apds aprovacgao prévia do projeto pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UEL, sob nimero de protocolo 035.2022.

Foram utilizados trinta e cinco machos, mesticos Texel x Dorper x Santa Inés,
nao castrados, com peso inicial médio de 26,3 * 6,20 kg, com idade de 180 dias. Os
animais foram alojados em baias individuais com piso ripado, comedouros e
bebedouros individuais. Foram selecionados de forma aleatéria trés animais por dieta,
para a coleta de liquido ruminal. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado com cinco tratamentos (dietas) e trés repeti¢gdes (animais)

por tratamento.

As dietas fornecidas foram isoprotéicas e isoenergéticas, tendo como base 30%
de silagem de milho e 70% de concentrado composto por farelo de soja, milho moido,
fosfato bicalcico, calcario, 6leo de soja e bicarbonato de sddio. As formulagdes
atenderam as exigéncias nutricionais estabelecidas pelo NRC (2007), visando ganhos
de peso de 250 g/dia. As dietas diferiram apenas quanto a inclusdo ou nao dos d6leos

essenciais de alho e alecrim.

As dietas foram: Dieta 1: sem adigdao de 6leo essencial na MS (sem aditivo);
Dieta 2: inclusdo de 1,00 mL de 6leo essencial de alho por litro de liquido ruminal
(alho(A)); Dieta 3: inclusdo de 0,14 mL de ¢leo essencial de alho por litro de liquido
ruminal (alho (B)); Dieta 4: inclusdo de 1,00 mL de 6leo essencial de alecrim por litro
de liquido ruminal (alecrim(A)) e Dieta 5: inclusdo de 0,40 mL de dleo essencial de

alecrim por litro de liquido ruminal (alecrim (B)).

Os 6leos essenciais de alecrim e alho foram adquiridos de empresas comerciais.
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Os o6leos essenciais foram dissolvidos no 6leo de soja e misturado ao concentrado.
As dosagens de 6leos essenciais foram testadas seguindo o recomendado pelo
trabalho de Cavalheiro Junior et al., (2021).

Os animais foram alimentados ad libitum, duas vezes ao dia (as 08h00 e as
16h00), durante 90 dias de confinamento. Para estimativa do consumo, diariamente
foram realizadas pesagens da dieta total fornecida (volumoso e concentrado) e das
sobras individuais. A quantidade de racdo ofertada era ajustada com base no
consumo de matéria seca do dia anterior, visando manter um percentual de sobras
entre 5 e 10% da matéria natural fornecida, a fim de evitar restricdo alimentar e
assegurar ingestao adequada. Ajustes eram realizados sempre que o valor de sobras

estivesse fora desse intervalo por dois dias consecutivos.

Ao atingirem peso vivo médio de 40 kg, os animais foram transportados por
aproximadamente 50 km até um frigorifico sob inspe¢ao municipal. O abate seguiu
normas de bem-estar animal, com insensibilizagdo por eletronarcose, seguida de

sangria, esfola e evisceragéo.

No momento do abate, foram coletados 10 mL de liquido ruminal dos animais
previamente selecionados, utilizando tubos tipo Falcon previamente identificados. As
amostras foram obtidas apds filtragdo do conteudo ruminal com auxilio de tecido tipo
gaze em trés camadas, com o objetivo de separar o liquido da fracdo sdlida.
Imediatamente apds a coleta, o liquido ruminal foi acondicionado em gelo seco
(aproximadamente —20 °C) e transportado até o laboratério, onde foi armazenado a —

80 °C até o momento da extragao.

Para a extracdo, as amostras foram descongelas e centrifugadas a 5.000 rpm
por 10 minutos e coletado todo o sobrenadante. Para extracdo em acetato de etila,
uma aliquota de liquido ruminal (500 uL) foi misturada com 500 uL de acetato de etila
e 250 pL de solugdo saturada de NaCl e agua destilada. A solucao foi agitada em
vortice durante 30 segundos e apds a separacao das fases, a camada organica
superior foi reservada e a camada inferior foi misturada com outros 500 uL de acetato
de etila, e 250 uL de solugéo saturada de NaCl e agua destilada. Este procedimento
foi repetido mais uma vez. As fases organicas foram combinadas e concentradas sob

fluxo de nitrogénio. Apos a secagem em fluxo de nitrogénio, foram adicionados as
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amostras 300 pL de uma solugédo de alcool metilico e agua destilada, numa

concentracéo de 1:1 e agitado em voértice por 1 min.

Para extragdo éter metil-terc-butilico (Matyash et al., 2008) uma aliquota de
liquido ruminal (500 pL) foi misturada com 300 uL alcool metilico gelado, 1 mL de éter
metil-terc-butilico (MTBE), 250 uL de solugado saturada de NaCl, e agua destilada. A
solucgao foi agitada em vortice durante 30s e apds a separagao das fases a camada
organica superior foi reservada e a camada inferior foi misturada com outros 500 uL
MTBE, e 250 uL de solugéo saturada de NaCl e agua destilada. Este procedimento foi
repetido mais uma vez. Essa extragao resultou em duas fases da mesma amostra: a
fase organica (MTBE) e a fase aquosa. A fase MTBE foi concentrada em fluxo de
nitrogénio. Apos a secagem em fluxo de nitrogénio, foi adicionado as amostras de fase
MTBE 300 pL de uma solucao de alcool metilico e isopropanal numa concentragao de

1:1 e agitado em vortice por 1 min.

Os extratos foram analisados utilizando cromatografia liquida de ultra-alta
eficiéncia (Shimadzu, Nexera X2, Japao) acoplada a um espectrémetro de massas de
alta resolucéo (Impact Il, Bruker Daltonics Corporation, Alemanha) equipado com duas
fontes de ionizagao por eletrospray (ESI) e lonizagdo quimica a Pressao Atmosférica
(APCI) respectivamente. A separacao cromatografica para as aquisi¢coes de ionizagao
por ESI, tanto positivas e negativas, foram realizadas com uma coluna Acquity UPLC®
CSHTM C18, tamanho de particula de 1,7 um, com 2,1x100 mm (Waters, Irlanda) e
vazao de 0,250 mL min-'. A mistura de gradiente dos solventes A (H20 ultrapura com
0,1% (v/v) de acido férmico grau LC-MS) e B (metanol grau LC-MS no modo positivo),
(metanol grau LC-MS com 0,1% (v/v) de acido férmico grau LC-MS no modo negativo)
foram: 5% B 0-1 min, 70% B 1-15 min, 98% B 15-18 min e mantida a 98% de B 18-20
min, 5% de B 20-22 min e mantida a 5% de B 22-25 min a 40 °C.

A fonte de ionizagao por eletrospray foi operada em modos positivo e negativo
de ionizagao e ajustados para 4.000 V com um potencial de end plate offset -500 V.
Os parametros de gas de secagem foram ajustados para 9 L min-' a 200 °C e pressao
do gas de nebulizacdo a 4 bar. Os dados foram coletados de m/z 50 a 1.500 com uma
taxa de aquisicdo de 3 Hz e os 3 ions mais intensos foram selecionados para
fragmentacao automatica (AutoMS/MS).
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Ap0s a aquisi¢ao, os dados foram convertidos para o formato de arquivo mzXML,
seguidos do agrupamento de espectros de fragmentagcdo idénticos e multiplos
alinhamentos de espectros utilizando a plataforma Global Natural Products Social
Molecular Networking (GNPS, https://gnps.ucsd.edu). Na plataforma GNPS é definida
a proximidade espectral entre todos os espectros de MS/MS de um conjunto de dados,
tais relagbes sao dispostas na forma de um mapa quimico e podem ser visualizadas
no programa Cytoscape. Para a anotagdo molecular, espectros de fragmentagao
(anexos) foram comparados a uma biblioteca espectral, incluindo a biblioteca
espectral contribuida pela comunidade GNPS, bem como o Massbank, ReSpect,
HMDB e NIST.

O molecular network (MN) foi gerado de modo que a tolerancia de massa dos
ions precursores fosse 0,02 Da, uma vez que este valor influencia o agrupamento de
espectros de fragmentagcdo quase idénticos. Para cada grupo de espectros de
fragmentacao considerado para agrupamento (criagdo de espectro consenso), a
variacdo de massa dos ions fragmentos que podem ser deslocados de seus valores
de m/z esperados foi estipulada como = 0,02 Da. As linhas (relagdes entre os nodes)
foram formadas somente se a pontuagao de cosseno fosse acima de 0,7 €, no minimo,
4 picos correspondentes. Os espectros do MN foram entdo comparados com dados
de bibliotecas espectrais do GNPS. Aos espectros da biblioteca, foram aplicados os
mesmos parametros dos dados do liquido ruminal. Os espectros de fragmentagéo dos
ions do mapa quimico que foram identificados pelas bibliotecas do GNPS foram
verificados manualmente por comparacdo com os espectros de fragmentagao dos
compostos propostos e os erros massa foram calculados.

Em seguida, os dados foram analisados na plataforma MetaboAnalyst 6.0
(http://www.metaboanalyst.ca), usando uma Andlise de Componentes Principais
(PCA). O pré-processamento de dados incluiu a filtragem de variancia dos dados
através do desvio padrao, em seguida os dados foram normalizados pela mediana,
transformados pela raiz quadrada de valores de dados e a escala de Pareto foi usada

(centrada na média e dividida pela raiz quadrada do desvio padrao de cada variavel).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados compilados, foram utilizados para gerar as redes moleculares (MN)
(Figuras 1 e 2) e diagramas de Venn (Figuras 3 e 4). Foram observadas 7.064
entidades quimicas no total, das quais 47 compostos foram identificados por
correspondéncias moleculares em bases genbmicas publicas (Tabela 1), o que

representa 0,67 % das caracteristicas moleculares detectadas.

Na extracdo com acetato de etila, foram detectadas 3.269 entidades quimicas
(46,28 % do total), das quais 12 foram identificadas (Tabela 1). As entidades quimicas
exclusivas de cada dieta foram distribuidas da seguinte forma (Figura 1): em modo
negativo Alho B (29), Alho A (92), Alecrim B (81), Alecrim A (81) e sem aditivo (64); e
em modo positivo Alho B (72), Alho A (458), Alecrim B (145), Alecrim A (151) e sem
aditivo (111). Entre os compostos identificados, destaca-se o acido sebacico,
encontrado exclusivamente na dieta Alho B. As demais substancias identificadas

foram comuns a mais de uma dieta.

A presenca do acido sebacico pode estar relacionada a modulacdo do
metabolismo lipidico. Clemmons et al., (2020) relataram que variagées na composi¢ao
da dieta podem levar a diferencas no metaboldma do liquido ruminal, incluindo a
presenca de acidos dicarboxilicos como o acido sebacico, sugerindo que tais
compostos podem servir como indicadores de mudangas no metabolismo ruminal
associadas a eficiéncia alimentar. Além disso, segundo Wanders; Komen; Kemp,
(2011), acidos dicarboxilicos podem ser formados por meio da w-oxidagao de acidos
graxos, uma via metabdlica alternativa que se torna mais ativa quando a -oxidacao
mitocondrial esta limitada. Assim, a inclusdo do 6leo essencial de alho, mesmo em
baixa concentracao, pode ter influenciado a microbiota ruminal, alterando o padrao de

fermentacao e favorecendo a formagéao de metabdlitos como o acido sebacico.

Ao utilizar a extragcdo com éter metil-terc-butilico, foram observadas 3.795
entidades quimicas (53,72 % do total), das quais 35 foram identificadas (Tabela 1). As
entidades quimicas exclusivas de cada dieta foram distribuidas da seguinte forma
(Figura 2): em modo negativo Alho B (83), Alho A (57), Alecrim B (9), Alecrim A (43) e
sem aditivo (64); e em modo positivo Alho B (688), Alho A (340), Alecrim B (105),
Alecrim A (157) e sem aditivo (223). Dentre essas, apenas nove compostos foram
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identificados: acido hidrojasménico na dieta Alho B, frutose 1,6-bifosfato na dieta Alho
A, ciclo (Pro-Leu), aurantiamida e éster didodecilico do acido tio-bis-propanoico na
dieta Alecrim A, colestenona na dieta Alecrim B. Na dieta sem aditivo foram
identificados os compostos acido 3-carboxitetraidro-B-carbolina, C2 fitoceramida e um

acido dicarboxilico.

A deteccdo dos metabdlitos acido hidrojasmodnico e frutose 1,6-difosfato, nas
dietas Alho B e Alho A, respectivamente, pode estar associada a ajustes nas vias
metabdlicas ruminais em resposta a inclusdo do 6leo essencial de alho. Segundo
Cavalheiro Junior et al., (2021), compostos bioativos presentes no 6leo essencial de
alho influenciam a fermentacdo ruminal e a producédo de acidos graxos de cadeia
curta, além de apresentarem atividade antimicrobiana sobre a microbiota ruminal.
Esses efeitos podem alterar a dindmica dos processos fermentativos e favorecer a
formacao de metabdlitos intermediarios. O acido hidrojasménico € conhecido como
um intermediario da biossintese de jasmonatos em tecidos vegetais (Wasternack;
Hause, 2013), e sua presencga no rumen pode refletir a degradagédo de metabdlitos
secundarios derivados da dieta ou de compostos com estrutura semelhante. Ja a
frutose 1,6-bifosfato € um intermediario central da glicolise, envolvido no controle do
fluxo de carbono e na producao de energia celular (Nelson; Cox, 2017). A modulagao
da microbiota por 6leos essenciais pode alterar a disponibilidade de substratos ou a
atividade enzimatica, favorecendo o acumulo de intermediarios como a frutose 1,6-
difosfato (Patra; Yu, 2012). Ambos os compostos indicam ajustes metabdlicos

induzidos pelos constituintes do 6leo essencial de alho.
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Figura 1. Rede molecular (MN) gerada usando caracteristicas moleculares do liquido ruminal
de ovinos alimentados com diferentes dosagens de 6leo essencial de alho e alecrim, extraidas
por meio de acetato de etila e éter metil-terc-butilico, em modo positivo.
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por meio de acetato de etila e éter metil-terc-butilico, em modo negativo.
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Figura 3. Diagrama de Venn compilando entidades quimicas extraidas do liquido ruminal de ovinos, alimentados com dietas contendo ou nao
Oleos essenciais de alho e alecrim, extraido em acetato de etila, modo negativo (A) e positivo (B). Alho B = 0,14 ml por litro de liquido ruminal;
Alho A = 1,00 ml por litro de liquido ruminal; Alecrim B = 0,40 ml por litro de liquido ruminal; Alecrim A = 1,00 ml por litro de liquido ruminal e sem

aditivo = sem adicao de 6leo essencial.
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Figura 4. Diagrama de Venn compilando entidades quimicas extraidas do liquido ruminal de ovinos, alimentados com dietas contendo ou ndo
oleos essenciais de alho e alecrim, extragdo éter metil-terc-butilico, modo negativo (A) e positivo (B). Alho B = 0,14 ml por litro de liquido
ruminal; Alho A = 1,00 ml por litro de liquido ruminal; Alecrim B = 0,40 ml por litro de liquido ruminal; Alecrim A = 1,00 ml por litro de liquido ruminal
e sem aditivo = sem adicao de 6leo essencial
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Tabela 1. Identificacdo dos metabdlitos do liquido ruminal de ovinos alimentados com diferentes dosagens de 6leos essenciais de alho e alecrim e analisado
por UHPLC-MS/MS. Numero e identificagdo do composto, formula molecular, massa monoisotopica teérica, m/z do ion observado, erro de massa, identificacao
da dieta e forma de extracéo.

\o Metabélito Formula Massa m/z Erro Dietas | __AE AE MA MA M%E

Molecular ~ monoisotopica  osevatc  (ppm)  sem  Alho  Alho  Alecrim  Alecrim () (+) (1) (+) +)
aditivo A B A B
1 1-palmitoil-2-oleoil-sn- o o NoP 7175289 718.5387 0.84 X X X X
glicero-3-fosfoetanolamina
o Acido 3-carboxitetraidro-p- oy NO, 2301052 2200091 349 X X
carbolina

3 Acido azelaico CyH1604 188.1044 187.0975 -0.53 X X X

4  Acido azelaico CyH1604 188.1044 189.1123 1.06 X X X X X X

5  Acido dicarboxilico C22H4204 370.3072 371.3159 0.81 X X

6 Acido dodecanodidico C12H2204 230.1512 231158 -4.76 X X X X X X

7  Acido dodecanodidico C12H2204 230.1512 231.1585 -2.6 X X X X X

8 Acido hidrojasmdnico C12H2003 212.1407 213.1472 -6.1 X X X X X X

9 Acido hidrojasmdnico C12H2003 212.1407 213.1469 -7.51 X X

10 Acido jasmonico C12H103 210.1251 2111318 -5.21 X X X X X X

11 Acido monoisobutilftalico C12H1404 222.0888 221.0793 -8.14 X X X X X X

12 Acido monoisobutilftalico C12H1404 222.0888 223.0932 -14.79 X X X X X X

13 Acido pantoténico CoH17NOs 219.1102 218.1035 0.46 X X X X X X

14 Acido pantoténico CyH17NOs 219.1102 220.118 0.45 X X X X X X

15 Acido pinélico C18H3405 330.2397 329.2326 -0.91 X X X X X X

16 Acido pinélico C18H3405 330.2397 329.2332 -0.3 X X X X

17 Acido Sebacico C1oH1804 202.1200 203.1268 -4.92 X X

18 Aurantiamida C25H26N203 402.1937 403.202 0.99 X X

19 C2 Fitoceramida C20H41NO4 359.3025 358.2975 3.35 X X

20 Ciclo(Pro-Leu) C11H1sN202 210.1364 211.1439 -0.95 X X

21 Colestenona C27H440 384.3381 385.3462 -0.78 X X X X X

22 Costunolide C15H2002 232.1458 233.1534 -0.86 X X X X X

25 Dimiristoil cefalina Cs3HesNOgP 635.4509 636.4619 3.14 X X X

26 Enterolactona C1sH1804 298.1200 299.1271 -2.34 X X X X X

27 Erucamida C22H43sNO 337.3334 338.3421 1.18 X X X X X X

28 Esfinganina C1gH39NO> 301.2971 302.3048 -1.98 X X X
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29
30

31
32
33
34
35
36

37

38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

Esqualeno

Ester didodecilico do acido

tio-bis-propanoico
fenilalanil-glutamina
Fenilalanina

Frutose 1,6-difosfato
Gama-undecalactona
heptadecasfinganina
lle-Leu-Lys
N-(5-acetamidopentil)
acetamida
N-acetil-L-leucina
N-butiril-metionina
N-Glicil-L-isoleucina
Riboflavina

sacarose

Tirosina

Triptofano

Triptofano

Uridina

Walleminone

CsoHso
C30Hs804S

C14H19N304
CoH11NO2
CsH14012P2
C11H2002
C17H37NO2

CoH18N20>

CsH15NO3
CoH17NO3S
CsH16N203

C17H21N4O9P

C12H22011

CoH11NO3
C11H12N202
C11H12N202
CoH12N206

C15H2403

410.3900
514.4041

293.1371
165.0787
339.9956
184.1458
287.2815
372.2728

186.1364

173.1048
219.0925
188.1157
456.1041
342.1155
181.0736
204.0896
204.0896
244.0692
252.1719

411.3976
515.4134

294.1443
166.0858
338.9881
185.1528
288.2896
373.2811

187.1438

174.1116
220.1001
189.1233
455.0967
341.108
182.0803
203.0821
205.0963
243.0608
253.1791

-2.19
0.97

-1.7
-3.01
-2.06
-4.32
-0.35

0.54

-1.6

-5.17
-0.45
-0.53
-1.32
-2.64
-4.94
-2.46
-4.39
-6.17
-2.76

X X X X X X X

X X X X X X

XXX XXX X XXX

X

X X X X X

XX X X X X X

X

XXXXXXXXXX X X

X
X
X

X

X

X X

XX X X X

X

N° = niumero do metabdlito; m/z = razdo massa/ carga; ppm = partes por milhdo; Sem aditivo = sem adicdo de dleos essenciais; Alho A = 1,00 ml por litro de liquido ruminal,
Alho B = 0,14 ml por litro de liquido ruminal, Alecrim A= 1,00 ml por litro de liquido ruminal, Alecrim B = 0,40 ml por litro de liquido ruminal; AE (-) = extracdo com acetato de etila
em modo negativo; AE (+) = extragdo com acetato de etila em modo positivo; MA (-) = extragdo Matyash fase aquosa em modo negativo; MA (+) = extragdo Matyash fase aquosa
em modo positivo; MA MTBE (+) = extragdo Matyash fase organica ou éter metil-terc-butilico (MTBE) em modo positivo.
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A detecgcdo de compostos como ciclo (Pro-Leu), aurantiamida e éster
didodecilico do acido tio-bis-propanoico na dieta Alecrim A sugere que a inclusdo do
Oleo essencial de alecrim promoveu alteragcdes relevantes nas vias metabdlicas
ruminais. De acordo com Cavalheiro Junior et al., (2021), os compostos majoritarios
do dleo essencial de alecrim, como 1,8-cineol e a-pineno, afetam a fermentagcéo no
rumen e modificam o perfil microbiano, influenciando a degradacgéo de carboidratos e
a produgédo de gases e também relatam que o 6leo de alecrim atua sobre a bio-
hidrogenagdo de acidos graxos e altera o metabolismo de nutrientes, o que pode
favorecer a formagao de peptideos ciclicos, como o ciclo (Pro-Leu), e de derivados de
triptofano, como a aurantiamida, além de interferir na sintese de ésteres lipidicos

complexos.

Na dieta Alecrim B, a identificagao de colestenona pode indicar modificacées no
metabolismo de esterdis, mesmo sob menor inclusdo de 6leo essencial de alecrim.
Patra; Yu, (2012) demonstraram que O6leos essenciais podem interferir
significativamente na composicéo e atividade da microbiota ruminal, impactando rotas
fermentativas e metabdlicas. Nesse contexto, a presencga de colestenona pode refletir
a agao de enzimas microbianas sobre esterdis ou compostos estruturais semelhantes,
revelando uma resposta adaptativa da microbiota a presenga dos constituintes

bioativos do 6leo de alecrim, mesmo em baixas concentragdes.

Por fim, na dieta sem aditivo, a identificacdo dos compostos acido 3-
carboxitetraidro-B-carbolina, C2 fitoceramida e um acido dicarboxilico pode estar
associada a atividade metabdlica basal da microbiota ruminal, em um ambiente nao
modulado por 6leos essenciais. A B-carbolina detectada € um derivado do triptofano
comumente formado por acdo microbiana em ambientes anaerdbios, sendo
reconhecida por seu potencial bioativo e presenca em processos fermentativos
(Herraiz et al., 2011). Ja a C2 fitoceramida, uma esfingolipidica bioativa, esta envolvida
em rotas de sinalizacdo celular e pode derivar tanto da microbiota quanto de
interagdes com componentes estruturais da dieta (Hanada et al., 2018). Esses
achados sugerem que, mesmo na auséncia de aditivos, o0 ambiente ruminal expressa
vias fermentativas diversas, compativeis com o metabolismo natural da microbiota

ruminal.

A Tabela 2 apresenta a distribuicio percentual dos metabdlitos identificados por
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UHPLC-MS/MS nas extragdes com acetato de etila e com éter metil-terc-butilico,
organizados de acordo com suas respectivas classes quimicas putativas. A analise
da composi¢cdo quimica dos metabdlitos identificados revelou que aminoacidos e
peptideos constituiram a classe mais abundante, representando 18,18% do total
identificado. Esses compostos sao fundamentais para o crescimento e manutengao
da microbiota ruminal, mas sua rapida degradagao pode resultar em perdas
nitrogenadas consideraveis (Wang, 2022). A presenca de triptofano, fenilalanina,
tirosina e de peptideos como ciclo (Pro-Leu) e lle-Leu-Lys sugere tanto atividade
proteolitica microbiana quanto a liberagdo de fragmentos peptidicos funcionais

oriundos da dieta, com possivel atuagdo antimicrobiana.

Os lipideos e fosfolipideos corresponderam a 1591% dos compostos
identificados, incluindo moléculas como C2 fitoceramida, esfinganina, erucamida e
dimiristoil cefalina. Essas substancias estdo envolvidas na estrutura de membranas
microbianas e em rotas de sinalizagdo intracelular. Buccioni et al., (2012)
demonstraram que os lipidios dietéticos sdo amplamente transformados no rimen por
hidrolise e bio-hidrogenacao, afetando significativamente a composigdo de acidos
graxos disponiveis e a dinamica da microbiota. Tais alteragdes podem ser ainda mais
relevantes diante da presenca de aditivos bioativos, como os 6leos essenciais, que
interagem diretamente com a composicao lipidica das membranas microbianas e
modulam a atividade da microbiota ruminal. Segundo Cobellis; Trabalza-Marinucci;
Yu, (2016), os Oleos essenciais possuem compostos bioativos que podem alterar a
permeabilidade das membranas celulares de microrganismos ruminais, interferindo
em processos metabdlicos essenciais e, consequentemente, influenciando a

fermentagao ruminal.

Os acidos dicarboxilicos representaram 11,36% dos metabdlitos identificados,
indicando a possivel ativacdo de vias metabdlicas complementares a oxidacao
classica de acidos graxos. Segundo Ranea-Robles; Houten, (2023), a w-oxidagao &
uma via metabdlica alternativa significativa para a degradagéo de acidos graxos de
cadeia média e longa, especialmente em situag¢des de sobrecarga lipidica ou quando
a B-oxidagao mitocondrial esta comprometida. Esse processo resulta na formacao de
acidos dicarboxilicos, como os acidos azelaico, adipico e sebacico. Além disso, certos
dicarboxilicos introduzidos via dieta, como o malato, exercem fungdes especificas no

ambiente ruminal, atuando como aceptores de hidrogénio e favorecendo a conversao
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de lactato em propionato por espécies como Selenomonas ruminantium. De acordo
com Zhou et al., (2024), a suplementagao de vacas leiteiras com 3-nitrooxypropanol
associado ao acido malico resultou em reducdo da emissdao de metano entérico,
aumento da proporgdo molar de propionato no liquido ruminal e melhoria nos

indicadores de eficiéncia fermentativa.

Tabela 2. Porcentagem em relagado ao total de metabdlitos putativos identificados a
partir da extragdo por acetato de etila e éter metil-terc-butilico, analisado por UHPLC-MS/MS.

Classe (%) Metabdlito
Triptofano; Fenilalanina; Tirosina; Ciclo (Pro Leu);
Aminoacidos e Peptideos  18.18 Ile-Leu-Lys; N-Glicil-L-isoleucina;

Fenilalanil-glutamina
C2 Fitoceramida; Esfinganina; Heptadecasfinganina;
Lipideos e Fosfolipideos 15.91 Erucamida; Esqualeno; Dimiristoil cefalina;
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
Acido azelaico; acido sebdécico;
Acidos Dicarboxilicos 11.36 Acido dodecanodidico;
Acido adipico; acido dicarboxilico

Gama-undecalactona; Costunolide;

Lactonas 9.09 Enterolactona; Walleminone

Sacarose;Frutose 1,6-difosfato;
Uridina
N-(5-acetamidopentil) acetamida;
N-acetil-L-leucina
Acido jasménico;

Acido hidrojasménico
Ester didodecilico do acido tio-bis-propanoico;

Carboidratos e Derivados 6.82

Acetamidas 4.55

Acidos Graxos Modificados 4.55

Esteres e Derivados 455 Acido monoisobutilftalico
Esteroides e Derivados 4.55 Colestenona;
5a-Colestano-3-ona
. Triptofano;
Indois 4.55 1,2,3,4-Tetrahydroharmane-3-carboxylic acid
Vitaminas e Cofatores 4.55 Acido p_anf(ot_enlco;
Detiobiotina
Alcaloides 2.27 1,2,3,4-Tetrahydroharmane-3-carboxylic acid
Fenilpropanoides 2.27 Aurantiamida
Lignanas 2.27 Enterolactona
Monoterpeno 2.27 Acido pinélico
Purinas 2.27 Riboflavina

Classes menos representativas incluiram lactonas (9,09%), carboidratos e
derivados (6,82%), acetamidas, acidos graxos modificados, ésteres, esteroides,
indois, vitaminas e cofatores (4,55% cada), além de alcaloides, fenilpropanoides,
lignanas, monoterpenos e purinas (2,27%). Embora menos frequentes, esses

compostos compdem rotas fermentativas e biossintéticas diversas. A identificagdo de
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moléculas como frutose 1,6-bifosfato, uridina, gama-undecalactona e enterolactona
reforgca a complexidade do metaboloma ruminal e sua capacidade de adaptacéao frente

as diferentes estratégias nutricionais.

Analises multivariadas (PCA) (Figuras 5 e 6) e um diagrama de Venn (Figura 7)
foram empregadas com o intuito de explorar os padrdes globais de variagdo entre as
dietas experimentais e comparar a eficiéncia analitica dos métodos de extragdo com
acetato de etila e éter metil-terc-butilico. Essas abordagens complementam a
interpretacao individual dos compostos identificados, permitindo uma avaliagdo mais

ampla da resposta metaboldmica frente a inclusdo dos 6leos essenciais de alho e

alecrim.
Scores Plot
o _|
O
O AlecrimB
O Alecrim A
Sr | o Alho B
8 Alho A
% O Sem Aditivo
O\O
2 %O )
o)) OO
™ O
% @8 OP
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o
g -

| | [ | |
-100 -50 0 50 100
PC.1(23.3 %)
Figura 5. Andlise de Componentes Principais das amostras extraidas com acetato de etila,
sem aditivo = sem adicdo de oleos essenciais; Alho A = 1,00 mL por litro de liquido ruminal,
Alho B = 0,14 mL por litro de liquido ruminal, Alecrim A = 1,00 mL por litro de liquido ruminal,
Alecrim B = 0,40 mL por litro de liquido ruminal.

A analise de PCA referente a extracao com acetato de etila demonstrou que os
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componentes principais, PC1 (23,3 %) e PC3 (9,2 %), explicaram 32,5 % da variancia
total dos dados. Observou-se separagdo parcial entre os grupos dietéticos, com
destaque para o agrupamento da dieta Alecrim B, que se afastou significativamente
da dieta sem aditivo (p = 0,001; R? = 0,63). As dietas contendo 6leo essencial de alho
apresentaram maior dispersao entre os individuos, enquanto os grupos que
receberam Oleo de alecrim mostraram sobreposicdo parcial, sugerindo perfis

metabdlicos proximos entre Alecrim B e Alecrim A.

Scores Plot
[}
= |
[ar]
o Alecrim B
1 Alecrim A
o Alho B
Alho A
S o Sem Aditivo
i
=
~

PC 2 (10.8 %)

-200
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I | I | I
-200 o 200 400 GO0

PC 1 (29.9 %)

Figura 6. Analise de Componentes Principais (PCA) das amostras extraidas com éter metil-
terc-butilico, sem aditivo = sem adi¢cao de dleos essenciais; Alho A = 1,00 mL por litro de
liquido ruminal, Alho B = 0,14 mL por litro de liquido ruminal, Alecrim A= 1,00 mL por litro de
liquido ruminal, Alecrim B = 0,40 mL por litro de liquido ruminal.

Na extragdo com éter metil-terc-butilico, os componentes principais PC1 (29,9
%) e PC2 (10,8 %) explicaram conjuntamente 40,7% da variéncia, indicando maior
capacidade de separagao entre os grupos. A dieta Alecrim B se destacou com uma

separacgao clara ao longo do eixo PC1, enquanto os grupos suplementados com 6leo
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essencial de alho (Alho B e Alho A) apresentaram agrupamentos mais compactos,
embora parcialmente sobrepostos. A dieta sem aditivo, por sua vez, manteve padrao
mais disperso, como observado na extracdo anterior, o que pode refletir maior

variabilidade na fermentag&o ruminal em auséncia de modulagéo bioativa.

A comparagao entre os dois métodos de extragcao é apresentada no diagrama
de Venn (Figura 5), no qual se observa a detecg¢ao de 3.296 entidades quimicas unicas
pela extragdo com éter metil-terc-butilico e 2.770 pela extracdo com acetato de etila,
com apenas 499 entidades compartilhadas entre ambas. Esse resultado evidencia a
complementaridade entre os métodos, indicando que cada solvente é capaz de extrair
subconjuntos distintos do metaboloma ruminal, provavelmente em razao de diferengas

na polaridade e seletividade quimica.

Eter metil-terc-butilico

Acetato de etila

Figura 7. Diagrama de Venn compilando entidades quimicas extraidas do liquido ruminal de
ovinos, alimentados com dietas contendo ou ndo 6leos essenciais de alho e alecrim, extraidas
com acetato de etila e com éter metil-terc-butilico.

A separacao observada entre os grupos dietéticos nas analises de PCA reflete
a acado moduladora dos Oleos essenciais sobre o metaboldma ruminal. Compostos
bioativos presentes no 6leo de alho (como alicina e dialil dissulfeto) e no éleo de

alecrim (como cineol e carnosol) sdo conhecidos por exercer efeitos antimicrobianos
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seletivos, alterando a microbiota ruminal e influenciando a producao de metabdlitos.
Dorantes-lturbide et al., (2022), em meta-andlise envolvendo 74 estudos,
demonstraram que a inclusdo de O6leos essenciais em dietas para pequenos
ruminantes melhora a digestibilidade da matéria seca, modula o perfil de acidos graxos
volateis e reduz as concentragdes ruminais de amonia e metano, efeitos compativeis

com os padroes observados nas analises multivariadas deste estudo.

Além disso, Cavalheiro Junior et al., (2021) demonstraram, em ensaio in vitro,
que diferentes concentragdes de dleos essenciais de alho e alecrim afetam a cinética
de degradacéo de carboidratos, evidenciando alteragdes no padrao de fermentagao
ruminal. Resultados semelhantes também foram relatados por Zhu et al., (2021), que
observaram mudancgas significativas no metaboldbma ruminal e na estrutura da
microbiota ruminal de cordeiros alimentados com casca de alho, um subproduto rico
em compostos bioativos. A inclusdo da casca de alho promoveu alteragées em vias
metabdlicas relacionadas a aminoacidos, acidos graxos e vitaminas, além de modular

populagdes bacterianas chave no rumen, como Prevotella e Ruminococcus.

Do ponto de vista analitico, os dados aqui obtidos estdo em conformidade com
as observagdes de Zuffa et al., (2025), que, ao comparar etanol € metanol como
solventes de extragcao para estudos metabolémico nao-direcionados em microbioma
intestinal humano, constataram que a escolha do solvente impacta significativamente
a composicdo quimica detectada, a resolugdo das analises multivariadas e a
interpretacdo dos dados. Assim como neste estudo, os autores evidenciaram que
diferentes solventes favorecem a detecgcao de metabdlitos com caracteristicas fisico-
quimicas distintas, e que o uso combinado de abordagens pode ampliar a abrangéncia

e a sensibilidade das analises metabolémicas.

CONCLUSAO

A inclusdo do d6leo essencial de alecrim na menor dosagem promoveu
modulac¢do aparente do metaboloma ruminal, refletida na separagado dos grupos nas
analises multivariadas e na presenca de compostos discriminantes associados ao
metabolismo lipidico e proteico. No entanto, o numero relativamente pequeno de

metabdlitos identificados em relacédo ao total de entidades detectadas indica que sao
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1889 necessarios estudos complementares para aprofundar a compreensao do

1890 metaboloma ruminal sob a influéncia dos 6leos essenciais.
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ANEXOS

¢ Anexos: Espectros obtidos por meio de extracdo acetato de etila modo

negativo

Anexo 1: Espectro de fragmentacdo do Acido azelaico. O ion foi identificado como [M+H]

com -0,53 ppm de erro de massa.

Intens.
017
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0.75

0.50 4

0.254

97.0656 143.1076
L L

0,00

AZELAIC ACID AE01(1)-MS2(187.0971), 17.2eV, 11.65min #4062
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Anexo 2: Espectro de fragmentagdo do Acido monoisobutilftalico. O ion foi identificado como

[M+H]* com -8,14 ppm de erro de massa

Intens.-_ -MS2(221.0811), 18.0eV, 14.18min #4887
0, -
%] 4147.0090
200 221.0793
] *
150
; 173.1171
100
] 177.0914
50 -]
150 160 170 180 190 200 210 220 mz

Anexo 3: Espectro de fragmentagado do Acido pinélico. O ion foi identificado como [M+H]*

com -0,91 ppm de erro de massa

Intens. | MSBNK-RIKEN-PR309108 AE01(1)-MS2(329.2329), 20.7eV, 16.61min #5692
[%] ] 329.2326
x10§_‘
2]
14
] 171.1024 201.1123 311.2210
0 T — t T T T T * T T T
150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 miz

Anexo 4: Espectro de fragmentagao da sacarose. O ion foi identificado como [M+H]* com -

2,64 ppm de erro de massa

Intens. sacarose C12H22011 (341.1080), 21.0eV, 1.05min #357
%] 341.1081
4000 119.0347
] 179.0559
3000
2000 89,0239
] 161.0457
1000 |
o] Ll 1l |.
t — T T T H— T T
100 150 200 250 300 350 400 450 mz
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Anexo 5: Espectro de fragmentagao da uridina. O ion foi identificado como [M+H]* com -6,17
ppm de erro de massa

Intens. ] Uridina (243.0608), 18.6eV, 1.12min #400
o
%13 200.0566
300
] 110.0244
200
100 *
200 400 600 800 1000 1200 1400 iz

e Anexos: Espectros obtidos por meio de extragdo acetato de etila modo positivo

Anexo 6: Espectro de fragmentacdo do Acido jasmonico. O ion foi identificado como [M-
H>O+H]* com -5,21 ppm de erro de massa

Intens. ACIDO JASMONICO(211.1314), 15.3eV, 9.31min #1856
0,
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600 -
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400 151.1110 211.1318
J L 2
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0 I R 1 T | B I R T . . .
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Anexo 7: Espectro de fragmentagdo do Acido dodecanodidico. O ion foi identificado como
[M+H]* com -4,76 ppm de erro de massa

Intens. | Acido dodecanodidico(231.1580), 15.9eV, 15.50min #3751
0,
[A)]_ 167.1429
4000 - 149.1324
128.1432
2000 185.1539
230.1534
0 N il | | L 1 1
T T T T T T T T T
120 140 160 180 200 220 240 260 mz

Anexo 8: Espectro de fragmentagdo do Acido hidrojasménico. O ion foi identificado como
[M-H2O+H]* com -6,10 ppm de erro de massa

Intens. acido hidrojasmonico (213.1472), 15.4eV, 15.50min #3045
o1
[%] 212.1465
60
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40
20
O ‘
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Anexo 9: Espectro de fragmentacdo do Acido monoisobuitilftalico. O ion foi identificado como
[M+H]" com -14,79 ppm de erro de massa

Intens.

Acido monoisobutilftalico(223.0920), 15.7eV, 12.39min #2607
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Anexo 10: Espectro de fragmentagdo do Acido Sebacico. O ion foi identificado como
[M+NH4]* com -4,92 ppm de erro de massa
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Anexo 11: Espectro de fragmentagao da Detiobiotina. O ion foi identificado como [M+H]*
com -2,32 ppm de erro de massa
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Intens. | Detiobiotina (215.1381), 15.5eV, 9.46min #2026
o1 ]
(%1 ] 197.1278
x104]
1.0
0.5
215.1385
g 179.1172 *
g 154.1226
0'0 T T T T T T T T T T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 miz

Anexo 12: Espectro de fragmentagcédo da Gama-undecalactona. O ion foi identificado como
[M+H]" com -4,32 ppm de erro de massa

Intens. Gama-undecalactona (185.1528), 14.6eV, 16.05min #3642
0,
1%l 145.0335
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400
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200
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e Anexos: Espectros obtidos por meio de extracdo Matyash fase aquosa modo negativo

Anexo 13: Espectro de fragmentacéo da Frutose 1,6-difosfato. O ion foi identificado como

[M+H]" com -2,06 ppm de erro de massa

Intens. ] Frutose 1,6-difosfato (338.9881),21.0eV, 0.91min #165
0, -
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Anexo 14: Espectro de fragmentacgao da 1,2,3,4-Tetrahydroharmane-3-carboxylic acid. O ion
foi identificado como [M+H]* com 3,49 ppm de erro de massa
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Anexo 15: Espectro de fragmentacéo do Acido pantoténico. O ion foi identificado como

[M+H]* com 0.46 ppm de erro de massa
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Anexo 16: Espectro de fragmentacéo do Acido pinélico. O ion foi identificado como [M+H]*

com -0,30 ppm de erro de massa
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Anexo 17: Espectro de fragmentagao do C2 Fitoceramida. O ion foi identificado como

[M+H]" com 3,35 ppm de erro de massa

Intens._— C2 Fitoceramida (358.2961), 21.5eV, 19.23min #3836
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Anexo 18: Espectro de fragmentagao da Riboflavina. O ion foi identificado como [M+H]* com

-1.32 ppm de erro de massa

Intens. ] Riboflavina (455.0975), 23.9eV, 7.89min #1667
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Anexo 19: Espectro de fragmentagéo do Triptofano. O ion foi identificado como [M+H]* com -

2,46 ppm de erro de massa
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e Anexos: Espectros obtidos por meio de extragdo Matyash fase aquosa modo positivo

Anexo 20: Espectro de fragmentagdo do Acido azelaico. O ion foi identificado como [M+H-

H20]* com 1.06 ppm de erro de massa.
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Anexo 21: Espectro de fragmentacéo do Acido dodecanodidico. O ion foi identificado como
[M+H-H2OJ]* com -2.60 ppm de erro de massa.
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Anexo 22: Espectro de fragmentacéo do Acido hidrojasménico. O ion foi identificado como
[M-H20+H]* com -7,51 ppm de erro de massa.

Intens. | Acido hidrojasménico (213.1469), 15.4eV, 11.76min #2813
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Anexo 23: Espectro de fragmentacdo do Acido pantoténico. O ion foi identificado como
[M+H]* com 0,45 ppm de erro de massa.

Intens. § Acido pantoténico (220.1179), 15.6eV, 4.48min #1023
0]
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35
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Anexo 24: Espectro de fragmentagao do Ciclo(Pro-Leu). O ion foi identificado como [M+H]*
com -0,95 ppm de erro de massa.

Intens. Ciclo(Pro-Leu)(211.1434), 15.3eV, 8.68min #2049
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Anexo 25: Espectro de fragmentacéo da Detiobiotina. O ion foi identificado como [M+H]*
com -3,72 ppm de erro de massa.
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Anexo 26: Espectro de fragmentagao da fenilalanil-glutamina. O ion foi identificado como
[M+H]* com -1,70 ppm de erro de massa.
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Anexo 27: Espectro de fragmentagao da Fenilalanina. O ion foi identificado como [M+H]*

com -3,01 ppm de erro de massa.
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Anexo 28: Espectro de fragmentacgao da fenilalanil-glutamina. O ion foi identificado como
[M+H]* com -1,70 ppm de erro de massa.
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Anexo 29: Espectro de fragmentagao da lle-Leu-Lys. O ion foi identificado como [M+2H]*
com 0,54 ppm de erro de massa.

Intens. lle-Leu-Lys (373.2797), 21.7eV, 3.88min #879
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Anexo 30: Espectro de fragmentagao da N-(5-acetamidopentil) acetamida. O ion foi

identificado como [M+H]* com -1.60 ppm de erro de massa.
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Anexo 31: Espectro de fragmentagao da N-acetil-L-leucina. O ion foi identificado como
[M+H]* com -5,17 ppm de erro de massa.
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Anexo 32: Espectro de fragmentagado da N-butiril-metionina. O ion foi identificado como
[M+H]* com -0,45 ppm de erro de massa.

Intens. N-butiril-metionina (220.1001), 15.6eV, 9.00min #2158
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Anexo 33: Espectro de fragmentagao da N-Glicil-L-isoleucina. O ion foi identificado como
[M+H]* com -0,53 ppm de erro de massa.
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Anexo 34: Espectro de fragmentagao da Tirosina. O ion foi identificado como [M+H]* com -
4,94 ppm de erro de massa.

Intens.H Tirosina (182.0805), 14.5eV, 1.74min #367
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Anexo 35: Espectro de fragmentagao do Triptofano. O ion foi identificado como [M+H]* com -
4,39 ppm de erro de massa.
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e Anexos: Espectros obtidos por meio de extracdo Matyash fase organica (MTBE) modo
positivo

Anexo 36: Espectro de fragmentagao do 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina. O
ion foi identificado como [M+H]* com 0,84 ppm de erro de massa.

Intens. 14 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (718.5387), 33.2eV, 17.74min #6108
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Anexo 37: Espectro de fragmentagao do acido dicarboxilico. O ion foi identificado como
[M+H]* com 0,81 ppm de erro de massa.
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Anexo 38: Espectro de fragmentagédo da Aurantiamida. O ion foi identificado como [M+H]*
com 0,99 ppm de erro de massa.
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Anexo 39: Espectro de fragmentagao da Colestenona. O ion foi identificado como [M+H]*
com -0,78 ppm de erro de massa.

Intens.: 1+ Colestenona (385.3462), 25.1eV, 17.31min #5930
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Anexo 40: Espectro de fragmentacédo do Costunolide. O ion foi identificado como [M+H]*
com -0,86 ppm de erro de massa.

Intens. J 14 Colestenona (385.3462), 25.1eV, 17.31min #5930
%11
[/°]: 109.0647 1+
] " 385.3465
4000 4 1+
3 97.0649 328.3211
3000
2000
E + 1+
10004 1+ 135.1165  163.1486 1+ 1+ 1+
$1.0701 ‘ ‘ 177.1628 203.1791 255.2104 ‘
ol b 1 Ly L] x“x 1) Hll PR | PO AT 1;“1 Ul L ll L L ’ 4 . | .
100 150 200 250 300 350 400 mz



2076
2077

2078
2079

2080

2081
2082

2083

2084
2085

2086

2087
2088

2089

2090

100

Anexo 41: Espectro de fragmentagao do Dimiristoil cefalina. O ion foi identificado como
[M+H]* com -3,14 ppm de erro de massa.

Intens. ]
[%]4
x104]
1.00
0.75
0.50

0.254

0.00

1 1+
1 183.1678
.

1+
495.4418

I

Dimiristoil cefalina (636.4619), 31.3eV, 15.89min #5393

®

200
Anexo 42: Espectro de fragmentacéo da Enterolactona. O io
com -2,34 ppm de erro de massa.
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Anexo 43: Espectro de fragmentagao da Erucamida. O ion foi identificado como [M+H]" com
1,18 ppm de erro de massa.

Intens..-| 1+ Erucamida (338.3419), 24.0eV, 14.67min #5389
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Anexo 44: Espectro de fragmentagao da Esfinganina. O ion foi identificado como [M+H]*
com -1,98 ppm de erro de massa.

Intens. I+ Esfinganina (302.3053), 23.1eV, 6.76min #2361
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Anexo 45: Espectro de fragmentagédo do Esqualeno. O ion foi identificado como [M+H]* com
-2,19 ppm de erro de massa.

Intens. J

Esqualeno (411.3983), 25.8eV, 19.32min #6458

4 +
(%13 109?0908
1 1+
1 149.1240 .
1500; 1+ 1+ = 411.13975
1 95.0738 135.1081 1+ 203.1740 1+ ¢
1000 163.1414 142312059
] 217.1902
5004 810569 m 261.2536 +
1 273.2566 299.2721 341.3175
0 “‘l le' L‘AL 1IN ‘“n | u i 1“11 "‘ “u | lH u‘h' MH wl TN N T IH‘
100 150 200 250 300 350 400 mz



2091
2092

2093
2094

2095

2096
2097

2098

2099

101

Anexo 46: Espectro de fragmentacdo do Ester didodecilico do &cido tio-bis-propanoico. O
ion foi identificado como [M+H]* com -0,97 ppm de erro de massa.

Intens. 1 I+ Acido propiénico (515.4134), 28.4eV, 17.75min #6526
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Anexo 47: Espectro de fragmentagado da heptadecasfinganina. O ion foi identificado como
[M+H]* com -0,35 ppm de erro de massa.
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Anexo 48: Espectro de fragmentagao da Walleminone. O ion foi identificado como [M+H]*
com -2,76 ppm de erro de massa

Intens. J Walleminone (253.1791), 21.8eV, 1.61min #531
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