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resUMo

Objetivou-se avaliar in vitro o uso dos compostos secundários de plantas presentes em óleos essenciais 
como moduladores da fermentação ruminal alternativos à monensina sódica. Os tratamentos utilizados 
foram: controle, monensina sódica, óleo de alho, óleo de canela, óleo de cravo, óleo de hortelã-pimenta, 
óleo de junípero, óleo de laranja amarga, e óleo de melaleuca. Utilizou-se a técnica in vitro de produção 
de gás, onde as coletas foram nos horários 4, 8, 12 e 24 horas após a incubação. A produção de gás 
foi alterada (P<0,001) para os tratamentos monensina, canela e cravo. Somente os tratamentos alho e 
canela reduziram a digestibilidade da matéria orgânica em 20 e 26% em relação ao tratamento controle. 
A redução da produção de metano em relação ao tratamento controle foi de: 54%, 76%, 90%, 72%, 
32%, 60%, 44% e 47%; respectivamente para monensina, alho, canela, cravo, hortelã-pimenta, junípero, 
laranja amarga e melaleuca (P<0,001). A concentração de N-NH3 foi reduzida drasticamente (P<0,001) 
em relação ao tratamento controle. Os óleos essenciais testados no experimento na dosagem de 1Ml/l 
de solução são eficientes na redução do metano e da amônia.
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Essential oils as ruminal fermentation modifiers to replace monensin sodium in vitro

SUMMARY

The objective of this study to evaluate the effect of secondary plant compounds present in essential 

oils in replacement of monensin on in vitro ruminal fermentation parameters. It was adopted a completely 

randomized design with nine treatments and four replicates. The treatments were: control (CON), mo-

nensin (MON), garlic oil (ALH), cinnamon oil (CAN), clove oil (CRA), mint oil (HOR), juniper oil (JUN), 

bitter orange oil (LAR), and melaleuca oil (MEL). The in vitro gas technique was used to record total gas 

production at 4, 8, 12 and 24 h after incubation. MON, CAN and CRA increased gas production Only 

the garlic and cinnamon treatments reduced the digestibility of organic matter in 20 and 26% in relation 

to the control treatment. Methane production reduced (P <0.001) in 54, 76, 90, 72, 32, 60, 44 and 

47% for MON, ALH, CAN, CRA, HOR, JUN, LAR and MEL, respectively. The N-NH3 concentration 

was dramatically reduced (P <0.001) with all additives. The essential oils tested in the experiment at the 

dosage of 1 Ml / l of solution are efficient in the reduction of methane and ammonia.
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INTRODUCÃO

Os aditivos são amplamente utilizados para pro-
mover o desempenho e a saúde dos animais (Hristov 
et al., 2014). A monensina é o ionóforo mais difundido 
mundialmente, sendo seu uso permitido em países 
como Estados Unidos, Austrália, Nova Zelândia e Bra-
sil, maiores produtores mundiais de carne e/ou leite 
(Dufield et al., 2008). No entanto, desde a proibição dos 
antibióticos em 2006 pela legislação da União Europeia, 
os estudos com compostos naturais como alternativas 
aos antibióticos aumentou consideravelmente (Walla-
ce, 2004; Durmic & Blache, 2012).  Alguns compostos 

naturais, rotulados como seguros para humanos (FDA, 
2004), são propostos como substitutos potenciais de 
antibióticos na alimentação de ruminantes (Salem et al., 
2012; Khiaosa & Zebeli, 2013). Estes incluem metabóli-
tos secundários de plantas como saponinas, taninos e 
óleos essenciais (Calsamiglia et al., 2007; Patra & Saxe-
na, 2009). Como a ingestão de alimentos é o principal 
fator que afeta o desempenho animal (Illius & Jessop, 
1996), os extratos de plantas não devem ter efeitos pre-
judiciais na digestibilidade da matéria orgânica e na 
produção de ácidos graxos voláteis (Wallace, 2004). Isto 
depende das características químicas dos compostos 
secundários (Frutos et al., 2004; Salem et al., 2012), que 
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dadeira da matéria orgânica (DMO) foi calculada por 
diferença entre a matéria orgânica (MO) incubada e a 
MO não digerida presente nos cadinhos. O pH foi de-
terminado com um phmetro digital. O fator de partição 
(FP) foi determinado conforme Makkar (2004).  A con-
tagem de protozoários foi realizada conforme Dehority 
(2003). O nitrogênio amoniacal foi determinado pelo 
método da destilação com óxido de magnésio, usando 
solução receptora de ácido bórico e titulação com ácido 
clorídrico a 0,01N (AOC, 1995). Todo o volume de gás 
produzido durante os intervalos de 4, 8, 12 e 24 horas 
de incubação foi coletado e transvazado a tubos de 
vacutainer de 20 Ml sem aditivo, para análise das con-
centrações de metano. As análises foram realizadas em 
cromatógrafo líquido (Waters® Modelo e2695 e detec-
tor Waters 2414). O volume do gás metano produzido 
no tempo x foi calculado de acordo com Tavendale et 
al. (2005): Produção de CH4 (Ml/gMS) no tempo x = 
(CH4%(x) – CH4%(x-1))*40/100 + CH4%(x)* PG/100, 
onde tempo x = 4, 8, 12 e 24  horas de fermentação ; x-1 
= tempo prévio; 40 = volume de espaço livre no frasco 
de fermentação em Ml; PG = volume de gás produzido 
em Ml. As concentrações dos ácidos graxos voláteis 
(ácido acético, ácido propiônico e ácido butírico) foram 
determinadas por cromatografia líquida de alta perfor-
mance (HPLC) em cromatógrafo (Shimadzu® modelo 
14-B) equipado com detector UV, pré-coluna e coluna 
(Aminex HPX-87H, BioRad®). Para correção dos da-
dos foi utilizado a metodologia de brancos específicos 
(Araújo, 2011). Os resultados da produção de gases 
foram ajustados ao modelo logístico bicompartimen-
tal logístico bicompartimental para a estimativa dos 
seus parâmetros (Schofield et al., 1994). Os parâmetros 
do modelo foram estimados pelo método interativo 
Marquardt inserido no procedimento NLIN do SAS. O 
delineamento experimental adotado foi o inteiramente 
casualizado com 9 tratamentos e 4 repetições. As aná-
lises estatísticas foram realizadas utilizando o software 
SAS (2001), sendo que as médias foram comparadas 
pelo teste de Tukey a 5%.

RESULTADOS

A produção de gás foi alterada (P<0,001) para os tra-
tamentos MON, CAN e CRA, mostrando a capacidade 
desses materiais em alterar a cinética da fermentação 
ruminal pelos seus componentes (Tabela I). Houve 
diferenças significativas nos parâmetros de digestibili-
dade verdadeira da matéria orgânica (DMO), produção 
de metano e contagem de protozoários (P<0,001) em 
todos os tratamentos que receberam óleos essenciais. 
Houve um efeito significativo dos tratamentos (Ta-
bela II) no teor de N-NH3 (P<0,001), juntamente com 
alterações na concentração de ácidos graxos voláteis e 
na proporção molar de acetato, propionato e butirato 
(P<0,001).

DISCUSSÃO 

Para os OE serem aplicados na indústria animal 
eles devem melhorar a digestibilidade do alimento ou 
melhorar a conversão alimentar dos animais, sendo a 
redução da metanogênese uma questão favorável para 
a sustentabilidade. Os efeitos dos OE sobre a fermen-

são altamente variável entre as espécies e cultivares 
de plantas (Kamalak et al., 2005). Nos últimos anos 
diversos trabalhos vem sendo realizados para buscar 
um óleo essencial com características positivas para o 
aumento da produtividade, de forma sustentável. Os 
óleos essenciais têm atividade antimicrobiana (Ben-
chaar & Greathead, 2011; Cieslak et al., 2013) afetando 
a população bacteriana, entre elas, as produtoras de 
amônia (Wallace, 2004) e as metanogênicas bem como 
os protozoários (Jouany & Morgavi, 2007). Assim, o 
uso de compostos secundários em doses adequadas 
pode resultar em múltiplos benefícios na fermentação 
ruminal (Benchaar & Greathead, 2011; Patra & Yu, 
2013). Os resultados sobre a atividade anti-metanogê-
nica dos metabólitos secundários das plantas indicam 
o seu potencial para serem utilizados como aditivos na 
alimentação para reduzir a produção de metano, mas o 
mecanismo da sua ação necessita de uma investigação 
detalhada (Rira et al., 2015). Desta forma, objetivou-se 
avaliar o uso dos compostos secundários de plantas 
presentes em óleos essenciais em substituição à mo-
nensina como modificadores da fermentação ruminal 
in vitro.

MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi conduzido no setor de ruminan-
tes do Laboratório de Ensino Zootécnico da Faculdade 
de Agronomia da Universidade Federal do Rio Gran-
de do Sul (UFRGS). Foi utilizada a técnica in vitro de 
produção de gás (Theodorou et al., 1994) adaptada ao 
sistema semiautomático (Maurício et al., 1999) usando 
transdutor de pressão e armazenador de dados (Pres-
sure Press Data 800, LANA, CENA/USP, Piracicaba-
-SP). Foram utilizados 7 μl de MON e e 50 μl de óleos 
por 50 Ml de solução. O líquido ruminal foi coletado 
de dois ovinos fistulados no rúmen, e o substrato utili-
zado foi uma dieta com relação volumoso:concentrado 
de 15:85% conforme recomendações do NRC (2007). 
Os tratamentos utilizados, com as suas composições 
foram: controle (CON; substrato+meio de fermenta-
ção), monensina sódica (MON; Sigma Aldrich M5273), 
óleo de alho (ALH; 45% de dissulfeto dialílico e 35% 
de trisulfeto dialílico) óleo de canela (CAN; 85% de 
Cinamaldeído), óleo de cravo (CRA; 95% de eugenol), 
óleo de hortelã-pimenta (HOR; 48% de mentol), óleo de 
junípero (JUN; 48% de A-pipeno), óleo de laranja amar-
ga (LAR; 92% de limoneno) e óleo de melaleuca (MEL; 
37% de Terpinen 4-ol). O concentrado era composto 
por milho (80%), farelo de soja (18%), sal mineral (1%) 
e calcário (1%); e o volumoso utilizado foi o feno de 
tifton 85. Foram utilizados frascos de 125 Ml incubados 
com 500 mg de substrato, 10 Ml de líquido de rúmen 
e 40 Ml de meio de cultura Menke (1979). A produção 
de gás foi coletada nos horários 4, 8, 12 e 24 horas após 
a incubação. Para a estimativa do volume, utilizou-se 
a equação de regressão: V =P x HD x 0.068004084, em 
que V= volume em Ml, HD= headspace e P= pressão em 
psi (Peripolli et al., 2014). Amostras foram coletadas 
de todos tubos e acidificadas com solução de ácido 
sulfúrico (10%) determinação de nitrogênio amoniacal 
e acidificadas com solução de ácido metafosfórico para 
determinação de ácidos graxos voláteis, posteriormen-
te foram congeladas a -20 °C. A digestibilidade ver-



ANTUNES STELLA, ROSA PRATES, ZUBIETA, BAYER E JARDIM BARCELLOS

Archivos de zootecnia vol. 68, núm. 264, p. 578.

tação ruminal são desejáveis se aumentarem ou não 
alterarem a concentração de ácidos graxos voláteis (ou 
resultarem em mudança desfavorável na relação aceta-
to:propionato), diminuirem a concentração de amônia 
e a produção de CH4 (Bodas et al., 2012).  Os trata-
mentos CAN e CRA mostraram potencial em reduzir 
a produção cumulativa de gás (PG), reduzindo em 
mais da metade após 24h, comparados ao tratamen-
to CON. No experimento de Pawar (2014), com uma 
relação volumoso-concentrado 50:50%, a produção 
cumulativa de gás no período de 24 horas para o óleo 
de canela foi reduzida de forma quadrática (P<0,01) e 
o óleo de cravo reduziu a PG de forma linear (P < 0,01). 
Patra & Yu (2012) observaram que a PG foi reduzida 
de forma quadrática (P < 0,05) no tratamento com óleo 
de cravo. O presente estudo apresentou um resultado 
interessante em relação a DMO, visto que inúmeros 
trabalhos usando OE mostram significativa redução 
na digestibilidade do alimento (Cobellis et al., 2016; 
Pawar et al. 2012), o que é uma grande desvantagem 
do uso desse tipo de aditivo. Somente o ALH e CAN 
foram capazes de reduzir a DMO, aproximadamente 
em 20% e 26%, respectivamente. Esse resultado foi 
semelhante ao trabalho de Roy et al. (2014) onde foram 
testados diferentes óleos essenciais e os óleos de alho e 
de canela também reduziram a DMO. 

Vários autores reportaram um efeito significativo na 
redução do metano in vitro pelo uso dos OE. No pre-
sente trabalho a redução da produção de metano em 
relação ao tratamento controle foi de: 54%, 76%, 90%, 
72%, 32%, 60%, 44% e 47% para MON, ALH, CAN, 
CRA, HOR, JUN, LAR, MEL, respectivamente. No 
trabalho in vitro de Cobellis et al. (2016) trabalhando 
com uma relação volumoso/concentrado de 50%:50% 
e uma dosagem de 1.124 Ml/l de OE, o metano foi 
reduzido (P<0,001) em 91% para o tratamento que 
recebia óleo de canela e em 78% o tratamento que 
possuía óleo de alecrim, em relação ao tratamento con-
trole. Joch et al. (2016) trabalhando com uma relação 
volumoso/concentrado de 70%:30% e uma dosagem 
de 1 Ml/l de componentes de OE e 0,15 Ml de solução 
de monensina verificaram que o metano foi reduzido 

(P<0,001) em 32% para eugenol, 29% para limoneno, 
41% para a-pipeno e 27% para monensina. Pinksi at al. 
(2016) testaram diferentes óleos essenciais (500mg/l), 
e observaram que somente os óleos de canela e alecrim 
foram capazes de reduzir a produção de metano in vi-
tro (P=0,02). Extratos naturais de plantas contêm uma 
ampla variedade de compostos com diferentes funções 
e mecanismos de ação. Esses compostos possuem ação 
semelhante aos ionóforos, atuando de forma específica 
de acordo com sua estrutura química, levando a uma 
melhoria nos processos benéficos da fermentação rumi-
nal e redução dos processos ineficientes (Mellor, 2000). 
Compostos fenólicos (timol, eugenol, carvacrol) ou 
óleos essenciais com altas concentrações destes fenó-
licos como óleo de canela e seu componente principal 
cinamaldeído, óleo essencial de alho e seus derivados, 
em particular dissulfeto dialílico e outros óleos es-
senciais podem ser eficazes in vitro na diminuição da 
produção de CH4 (Benchaar & Greathead, 2011). Os OE 
podem afetar a metanogênese ao inibir o crescimento, 
o desenvolvimento e a atividade da população das 
bactérias metanogênicas, tanto diretamente, afetando 
a metanogênese quanto indiretamente, reduzindo o 
número de protozoários associados às bactérias meta-
nogênicas (Cieslak et al., 2013). A redução na popula-
ção de protozoários é dependente da dosagem dos OE 
avaliados (Patra et al., 2017). A redução na contagem 
de protozoários em relação ao tratamento controle foi 
de: 31%, 46%, 62%, 53%, 29%, 5%, 25% e 57%, para 
MON, ALH, CAN, CRA, HOR, JUN, LAR, MEL, res-
pectivamente. No trabalho de Fandiño et al. (2008) 
ocorreu redução (P<0,05) no total de protozoários nos 
tratamentos que possuíam óleo de anis e monensi-
na.  Os mecanismos de ação dos OE em relação aos 
protozoários ainda não está bem compreendido, mas 
segundo Cardozo et al. (2006) pode haver uma relação 
com sua natureza lipofílica que pode permitir que eles 
atravessem a membrana celular dos protozoários. Lin 
et al. (2013) demonstraram que a população de proto-
zoários e de bactérias metanogênicas declinou após a 
adição de qualquer OE ou a mistura de seus compo-
nentes. Segundo Cardozo (2005) os óleos essenciais são 
dependentes do pH para apresentarem o seu potencial. 

Tabela I. Efeito do uso de óleos essenciais em 24h de fermentação in vitro (Effect of the use of essential oils in 24 h of 
fermentament in vitro)

Tratamentos PG 24h DMO 24h FP CH4 (Ml) CH4 % MO degradada Contagem de protozoários x105/Ml

CON 115,8 a 62,78 a 5,41 c 9,44 a 34,98 a 3,81 a

MON 74,5 b 57,68 ab 6,55 c 4,38 bc 17,73 abc 2,62 bc

ALH 101,2 a 52,40 b 5,20 c 2,30 bc 10,20 bc 2,06 cd

CAN 50,1 c 49,91 b 9,85 ab 0,92 c 4,35 c 3,62 a

CRA 69 b 60,54 ab 8,76 ab 2,60 bc 9,64 bc 1,78 d

HOR 83 ab 56,43 ab 6,80 bc 6,44 ab 26,44 ab 2,72 bc

JUN 83,2 ab 53,50 ab 6,59 c 3,81 bc 17,03 abc 1,44 d

LAR 94,3 ab 61,89 ab 6,60 c 5,31 abc 20,17 abc 2,87 b

MEL 90,8 ab 63,24 ab 7,00 abc 4,98 abc 18,34 abc 1,62 d

Valor de P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

EPM 4,24 0,94 0,47 0,53 2,01 0,14

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. PG 24h: Produção cumulativa 
de gás nas 24h, DMO 24h: digestibilidade da matéria orgânica nas 24h, FP: fator de partição.
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Desta forma, dietas com baixo pH (5,5), quando com-
paradas a um alto pH (7,0) são capazes de aumentar a 
concentração de ácidos graxos voláteis (principalmente 
propionato) e reduzir a quantidade de amônia, con-
cordando com Spanghero et al. (2008) que observaram 
que em dietas que promovem a redução do pH os OE 
são mais eficientes em alterar a concentração molar dos 
AGVs. Mesmo utilizando um alto teor de concentrado 
na dieta, todos os tratamentos apresentaram um pH 
adequado. Os OE não são capazes de aumentar o pH 
ruminal, visando a estabilização frente a problemas 
metabólicos devido a dietas com alto teor de concentra-
do (Jahani-Azizabadi et al. 2014; Yadeghari et al. 2015). 
A concentração de N-NH3 foi reduzida drasticamente 
(P<0,001) em relação ao tratamento controle em: 48%, 
72%, 228%, 128%, 28%, 50%, 26% e 50% para MON, 
ALH, CAN, CRA, HOR, JUN, LAR, MEL, respectiva-
mente.  Ferme et al. (2004) concluíram que o óleo de 
alho modificou o perfil da população microbiana in 
vitro, reduzindo a contribuição da Prevotella spp. Essa 
espécie é a principal responsável pela degradação de 
proteínas e desaminação de aminoácidos, sugerindo 
um mecanismo de ação do óleo de alho sobre o meta-
bolismo proteico. Para Patra et al. (2012) a concentração 
de N-NH3 reduziu de forma linear para o óleo de cravo 
(P<0,01) e óleo de orégano (P<0,05), provavelmente 
pela inibição da desaminação de aminoácidos, uma 
premissa fundamentada pela reduzida proporção de 
AGV de cadeia ramificada (isobutirato e isovalera-
to). A monensina geralmente reduz a degradação da 
amônia no rúmen, causando o seu acumulo (Tedeschi 
et al., 2003). A produção de amônia foi semelhante 
para os tratamentos MON (23,87), JUN (23,52) e MEL 
(23,52). No geral, os ionóforos elevam a participação 
de bactérias gram-negativas no rúmen, aumentam a 
proporção de propionato, reduzem as concentrações de 
acetato e butirato e da produção de metano (Rodrigues 
et al., 2007). Os tratamentos HOR, JUN E LAR foram 
eficientes em aumentar a produção de AGV. Porém, um 
aumento na produção de AGV pode ser justificado pela 
degradação dos compostos dos óleos no rúmen. Os tra-
tamentos CAN e MON apresentaram a menor relação 
acetato: propionato (A:P), esse fato deve ter ocorrido 
pela alta seletividade microbiana desses materiais. No 

experimento de Cobellis et al. (2016) com exceção do 
óleo de eucalipto, os óleos essenciais reduziram a pro-
dução de AGV e tiveram uma tendência a aumentar 
a relação A:P (P<0,001). Hundal et al. (2016) em um 
trabalho in vitro melhoraram a DMO e reduziram a 
relação A:P adicionando cinamaldeído e carvona ao 
substrato (P<0,01). Segundo alguns estudos, os óleos 
têm a capacidade de reduzir a produção de metano, 
pelo fato da concorrência de substrato para a produção 
de propionato e a redução da metanogênese (Cieslak 
et al., 2013). Alterar o padrão fermentativo, reduzindo 
a relação C2:C3, torna o rúmen energicamente mais 
eficiente e reduz a geração de CH4. Ao se produzir 
propionato não há produção de H+ como observado 
para as rotas que levam à produção de acetato e buti-
rato. Além disso, as vias metabólicas de produção de 
propionato servem de dreno de H+ (Van Soest,1994). 

CONCLUSÃO

Os óleos essenciais testados no experimento na do-
sagem de 1Ml/l de solução são eficientes na redução 
do metano e da amônia, com exceção do alho e da 
canela que não alteraram a digestibilidade da matéria 
orgânica. Experimentos in vivo são necessários para 
validar o uso desses compostos na indústria animal. 
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Valor de P 0,10 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

EPM 0,04 1,14 2,65 2,47 1,49 0,98 0,18

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de tukey a 5% de probabilidade.
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