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EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM BLEND DE ADITIVOS
FITOGENICOS SOBRE O DESEMPENHO, EFICIENCIA DE USO DE
NITROGENIO E EMISSAO DE METANO DE TOURINHOS NELORE

RECRIADOS EM PASTO DE CAPIM MARANDU

RESUMO - Objetivou-se avaliar o consumo e digestibilidade da matéria seca e
de nutrientes, desempenho produtivo, producdo de metano entérico, parametros
ruminais, eficiéncia de uso de nitrogénio e a comunidade microbiana ruminal de
tourinhos da raca Nelore mantidos em pasto de capim Marandu no periodo das
aguas, recebendo suplemento energético ou mineral, com ou sem inclusdo de
aditivos fitogénicos. Os aditivos fitogénicos continham carvacrol, cinamaldeido e
taninos hidrolisaveis, em que o blend comercial foi fornecido nos tratamentos
objetivando proporcionar a dose de 1,5 g/kg de MS ingerida. Foram realizados
dois experimentos durante os meses de dezembro de 2018 e abril de 2019.
No experimento 1, foram utilizados 48 tourinhos Nelore com peso corporal inicial
médio de 211 kg + 30,20 kg, distribuidos em delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 2 x 2, em quatro tratamentos e trés repeticoes
para a avaliacdo de desempenho produtivo e producdo de metano entérico.
A avaliacdo do consumo e digestibilidade de nutrientes e producdo de metano
entérico foram realizadas em 24 animais (seis animais por tratamento), com peso
corporal médio de 326 kg + 38,27 kg. O experimento 2 foi realizado utilizando
oito tourinhos Nelore, castrados, canulados no rimen, com peso corporal médio
de 456,6 kg £ 32,8 kg, distribuidos em delineamento quadrado latino 4 x 4 duplo,
em arranjo fatorial 2 x 2, com quatro periodos experimentais e quatro
tratamentos, para a avaliacdo dos parametros ruminais e comunidade
microbiana ruminal. Os tratamentos avaliados nos dois experimentos foram:
Suplemento energético sem inclusdo de aditivos fitogénicos; Suplemento
energético com inclusdo de aditivos fitogénicos; Suplemento mineral sem
inclusdo de aditivos fitogénicos; e Suplemento mineral com inclusao de aditivos
fitogénicos. A massa de forragem foi maior durante o més de fevereiro (sendo
8,16 t/ha de MS). Nao houve interacéo suplemento x blend de aditivos fitogénicos
sobre o consumo e digestibilidade da matéria seca e de nutrientes (experimentos
1 e 2), emissdo de CHa entérico e desempenho produtivo (experimento 1), e
pardmetros ruminais e eficiéncia de utilizagdo de nitrogénio (experimento 2)
(P >0,05). No experimento 1: o consumo de MS total (P = 0,015), MO (P = 0,023),
PB (P = 0,012), FDNcp (P = 0,044) e de energia
(P < 0,05) foram maiores nos animais que consumiram suplemento energético.
O consumo de MS e de nutrientes ndo foram influenciados (P > 0,05) pelos
aditivos fitogénicos. A digestibilidade da MS (P = 0,001), PB (P = 0,044) e da
energia (P = 0,050) foram maiores nos animais que consumiram suplemento
energético. A digestibilidade da MS (P <. 0001), FDNcp (P = 0,025) e da energia
(P = 0,023) foram menores nos animais que consumiram aditivos fitogénicos.
O GMD (P = 0,013), taxa de lotacdo (P = 0,024) e ganho por area (P = 0,005)
foram maiores para 0s animais que consumiram suplemento energético.
O consumo de suplemento energético proporcionou tendéncia de aumento na



emissao de CHa entérico (P = 0,065). No experimento 2, o consumo da MS total
(P = 0,001), MO (P = 0,003), PB (P = 0,006), FDNcp (P = 0,017) e de energia
(P < 0,05) foram maiores nos animais que consumiram suplemento energético.
O consumo de MS e de nutrientes ndo foram influenciados (P > 0,05) pelos
aditivos fitogénicos. A digestibilidade da MS (P = 0,0004), MO (P <.0001),
PB (P <.0001), FDNcp (P = 0,0006) e de energia (P <.0001) foram maiores nos
animais que consumiram suplemento energético. A digestibilidade da MS
apresentou tendéncia de reducdo (P = 0,073) nos animais que consumiram
aditivos fitogénicos. O pH, AGCC total e propor¢cao de isobutirato (%) nao foram
influenciados (P > 0,05) pelos aditivos fitogénicos. Houve tendéncia de maior
proporcao de propionato (P = 0,074) no raimen dos animais que consumiram 0s
aditivos fitogénicos, proporcionando incremento de 1,98%. Houve interacdo
suplemento x blend de aditivos fitogénicos na excre¢ao de N na urina (P =0,033),
sendo maior a excrecdo em animais que consumiram suplemento energético
sem aditivos fitogénicos. N&o houve efeito dos suplementos e aditivos
fitogénicos na eficiéncia microbiana (P > 0,05). Os aditivos fitogénicos tenderam
reduzir a abundancia da familia Ruminococcaceae.UCG-010 (P =0,089),
Roseburia spp. (P =0,081) e Lachnospiraceae NK3A20 group (P =0,089). A
inclusdo de aditivos fitogénicos, compostos por carvacrol, cinamaldeido e
taninos hidrolisaveis, na dose 1,5 g/kg MS ingerida, apresenta tendéncia em
reduzir a digestibilidade da MS, pode alterar a comunidade microbiana ruminal e
ndo tem efeitos sobre a emissdo de CHa4 entérico e o desempenho produtivo. O
fornecimento de suplemento energético melhora a eficiéncia de utilizacdo do
nitrogénio e desempenho produtivo de tourinhos Nelore em pastejo de capim
Marandu durante o periodo das aguas.

Palavras-chave: extratos de plantas, forragem, suplementacdo, uso de
nitrogénio, taninos
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EFFECTS OF BLEND SUPPLEMENTATION OF PHYTOGENIC ADDITIVES
ON PERFORMANCE, NITROGEN USE EFFICIENCY AND METHANE
EMISSION OF NELORE BULLS RECREATED IN MARANDU GRASS

PASTURE

ABSTRACT - The objective was to evaluate the intake and digestibility of
dry matter and nutrients, productive performance, enteric methane production,
rumen parameters, nitrogen use efficiency and the ruminal microbial community
of Nelore bulls kept on Marandu grass pasture in the period of water, receiving
energy or mineral supplement, with or without the inclusion of phytogenic
additives. The phytogenic additives contained carvacrol, cinnamaldehyde and
hydrolysable tannins, in which the commercial blend was supplied in the
treatments aiming to provide a dose of 1.5 g/kg of DM ingested. Two experiments
were carried out during the months of December 2018 and April 2019.
In experiment 1, 48 Nellore bulls with an average initial body weight of 211 kg +
30.20 kg were used, distributed in a completely randomized design, in a
2 x 2 factorial arrangement, in four treatments and three replications for the
evaluation of productive performance and enteric methane production. The
assessment of nutrient intake and digestibility and enteric methane production
were performed in 24 animals (six animals per treatment), with an average body
weight of 326 kg + 38.27 kg. Experiment 2 was carried out using eight Nellore
bulls, castrated, cannulated in the rumen, with an average body weight of
456.6 kg = 32.8 kg, distributed in a 4 x 4 double Latin square design, ina 2 x 2
factorial arrangement, with four experimental periods and four treatments, for the
evaluation of rumen parameters and ruminal microbial community.
The treatments evaluated in the two experiments were: Energy supplement
without inclusion of phytogenic additives; Energy supplement with inclusion of
phytogenic additives; Mineral supplement without inclusion of phytogenic
additives; and Mineral supplement with inclusion of phytogenic additives. Forage
mass was higher during the month of February (8.16 t/ha of DM). There was no
supplement x blend interaction of phytogenic additives on the intake and
digestibility of dry matter and nutrients (experiments 1 and 2), enteric CHa
emission and performance (experiment 1), and ruminal parameters and nitrogen
utilization efficiency (experiment 2) (P > 0.05). In experiment 1: total MS intake
(P = 0.015), MO (P =0.023), CP (P = 0.012), NDFcp (P = 0.044) and energy
(P < 0.05) were higher in animals that consumed an energy supplement. DM and
nutrient intake were not influenced (P > 0.05) by phytogenic additives. The
digestibility of DM (P = 0.001), CP (P = 0.044) and energy (P = 0.050) were higher
in animals that consumed an energy supplement. The digestibility of DM
(P <. 0001), NDFcp (P = 0.025) and energy (P = 0.023) were lower in animals
that consumed phytogenic additives. The ADG (P = 0.013), stocking rate
(P =0.024) and gain per area (P = 0.005) were higher for animals that consumed
energy supplement. The energy supplement intake provided a tendency to
increase the emission of enteric CH4 (P = 0.065). In experiment 2, the total MS
intake (P = 0.001), MO (P = 0.003), CP (P = 0.006), NDFcp (P = 0.017) and
energy (P < 0.05) were higher in animals that consumed an energy supplement.
DM and nutrient intake were not influenced (P > 0.05) by phytogenic additives.
The digestibility of DM (P = 0.0004), OM (P <.0001), CP (P <.0001), NDFcp
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(P = 0.0006) and energy (P <.0001) were higher in animals that consumed an
energy supplement. DM digestibility showed a tendency to decrease (P = 0.073)
in animals that consumed phytogenic additives. The pH, total SCFA and
proportion of isobutyrate (%) were not influenced (P > 0.05) by phytogenic
additives. There was a trend towards a higher proportion of propionate
(P = 0.074) in the rumen of the animals that consumed the phytogenic additives,
providing an increase of 1.98%. There was an interaction supplement x blend of
phytogenic additives in the excretion of N in the urine (P = 0.033), with higher
excretion in animals that consumed SE. There was no effect of supplements and
phytogenic additives on microbial efficiency (P > 0.05). Phytogenic additives
tended to reduce the abundance of the family Ruminococcaceae.UCG-010 (P
=0.089), Roseburia spp. (P=0.081) and Lachnospiraceae NK3A20 group
(P=0.089). The inclusion of phytogenic additives, composed of carvacrol,
cinnamaldehyde and hydrolysable tannins, at a dose of 1.5 g/kg DM ingested,
tends to reduce DM digestibility, can alter the ruminal microbial community and
has no effect on the emission of enteric CHs4 and performance. Energy
supplement supply improves nitrogen utilization efficiency and productive
performance of Nellore young bulls grazing on Marandu grass during rainy
season.

Keywords: forage, nitrogen use, plant extracts, supplementation, tannins



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

A producéo de ruminantes tem sido vista como uma problematica global
em virtude principalmente da producdo de metano (CH4) no rimen, a qual esta
associada a emissao de gases de efeito estufa e, consequentemente, com as
mudancas climaticas, independente do sistema de producdo adotado.
No entanto, no Brasil, cerca de 85,94% dos bovinos sédo terminados a pasto
(ABIEC, 2020) e mesmo aqueles terminados em confinamento, tiveram a cria e
recria em sistemas a pasto utilizando carboidratos fibrosos como alimento, os
quais ndo podem ser utilizados como alimento pelos humanos.

Obstante a isso, em sistemas de consumo de dietas de alta forragem,
pode haver perda de 6 a 12% da energia consumida em forma de metano
(Johnson e Johnson, 1995). Por outro lado, o aumento nas perdas de nitrogénio
nas fezes e urina pode ocorrer com o consumo de forragens com alta proporcéo
de proteina soluvel, pois a eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio consumido pelos
ruminantes € tipicamente baixa e muito variavel, em torno de 10 a 40%
(Callaway et al., 2003; Calsamiglia et al., 2010).

O excesso de nitrogénio excretado na urina, devido ao aumento no
consumo de proteina soluvel, reduz a eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio e
aumenta os impactos ambientais causados pela volatilizagdo de amonia (NH3s),
emisséo de 6xido nitroso (N20) e lixiviagdo de nitrato (NO3) (Dijkstra et al., 2013).

Assim, a utilizacdo de praticas e tecnologias para minimizar esses efeitos
e buscar a intensificacdo sustentavel do sistema de producédo a pasto, séo
encontradas por meio do conhecimento das caracteristicas da estrutura do
dossel forrageiro, uso de suplementacao da dieta, conhecimento da emisséo de
gases de efeito estufa e a utilizagao de ingredientes na dieta que ndo competem
com a alimentacdo humana (Cardoso et al., 2020).

Essas praticas e tecnologias podem proporcionar 0 aumento no
desempenho animal, o entendimento dos custos adicionais da implementacéo
de novas tecnologias, e ainda, a redugcao dos danos ambientais causados pelas

excregdes de nitrogénio na urina e emissdo de metano.



O manejo do pasto é realizado com intuito de ajustar a massa de forragem
e a taxa de lotacéo, e pode ser realizado por meio do ajuste da quantidade de
animais e forragem de diferentes formas, podendo ser expresso como pressao
de pastejo, oferta de forragem, massa de forragem residual, IAF residual, altura
do dossel, etc. (Reis et al.,, 2009). A altura do pasto apresenta relagdo mais
consistente com as respostas de plantas e animais quando comparada com as
outras formas (Hodgson, 1990).

A manuteng&o do pasto na sua altura ideal visa proporcionar ao animal
maior facilidade na colheita de forragem, sendo determinante da velocidade de
ingestao por animais em pastejo (Carvalho et al., 2001, Silva e Carvalho, 2005).
Além disso, a altura é considerada uma préatica de facil aplicabilidade
(Da Silva et al., 2013) e possui relagdo linear e positiva com a massa de
forragem, podendo ser utilizada como uma medida indireta de massa de
forragem em pastos de gramineas tropicais (Casagrande et al., 2011).

Aliada ao manejo do pasto, a suplementacdo da dieta € uma estratégia
empregada para melhorar o desempenho animal, através da associagdo da
quantidade e qualidade da forragem disponivel, e da quantidade e
caracteristicas do suplemento fornecido (Reis et al., 2009).

Nas caracteristicas dos suplementos fornecidos, opta-se por incluir
aditivos para melhorar a eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes pelos animais.
A utilizacdo de aditivos como o0s ionoforos, antibidticos e inibidores
metanogénicos na manipulacdo do ambiente ruminal tem sido alvo de estudos
com o objetivo de melhorar a utilizacdo dos nutrientes pelo animal e reduzir as
perdas de energia na forma de metano. No entanto, a preocupacdo com
possiveis residuos desses aditivos em produtos de origem animal e possivel
resisténcia dos microrganismos (Tedeschi et al., 2011; Clark et al., 2012), tem
levado alguns paises como os da Unido Europeia a restringir o seu uso
(Hristov et al., 2013) e estimular a utilizagdo de produtos naturais, como 0s
aditivos fitogénicos (Ahnert et al., 2015; Adamczyk et al., 2017a; Aboagye et al.,
2018; Aboagye et al., 2019).

Os aditivos fitogénicos envolvem compostos secundarios de plantas,
como Oleos essenciais e taninos. Em funcéo da variedade de estruturas quimicas

que podem ser construidas a partir das unidades béasicas formadoras dos



taninos, os resultados verificados na modulagdo do ambiente ruminal e
desempenho animal sdo variados e inconsistentes.

Além disso, pode haver a ocorréncia dos dois grupos de taninos em uma
mesma planta e em concentracdes diferentes de acordo com a parte da planta
(Waghorn, 2008), mas algumas plantas podem possuir predominantemente os
taninos hidrolisaveis, enquanto outras, os taninos condensados, gerando uma
grande variedade de estruturas quimicas (Adamczyk et al.,, 2017a) sendo
necessario a realizacéo de analise para verificar o tipo de tanino encontrado em
determinada parte da planta selecionada.

Em geral, os taninos exercem efeitos na fermentacdo ruminal, como
reducdo na degradacao de proteina no rumen, reducdo na producédo de metano
e podem, ainda, melhorar o ganho de peso (Cieslak et al., 2012). Em dietas com
alta concentracdo de proteina degradavel no ramen, o potencial dos taninos
pode ser um efeito benéfico, pois pode melhorar a utilizacdo do nitrogénio e,
assim, reduzir as perdas de nitrogénio na urina (Ebert et al., 2017).

Com efeitos semelhantes no metabolismo ruminal, os 6leos essenciais
ndo sao lipideos verdadeiros, e sdo provenientes do metabolismo secundario
das plantas (Benchaar et al., 2008), proporcionando modulacdo do ambiente
ruminal, sem efeitos na digestibilidade da matéria seca, e com aumento na
retencdo de nitrogénio e sintese de proteina microbiana (Soltan et al., 2018), e
reducdo na excrecao de nitrogénio urinario (Oh et al., 2019).

A utilizacdo desses compostos fitogénicos pode apresentar beneficios na
nutricdo de ruminantes. No entanto, a oferta de forrageiras ou plantas ricas em
taninos para os animais no cocho ou a consorciagdo com gramineas apresenta
dificuldades de manejo, logistica e custo. Logo, a oferta destes compostos via
aditivo em suplemento constitui-se em uma opc¢ao pratica para reducdo dos
impactos ambientais e aumentar a eficiéncia de uso do N em sistemas de
producdo de bovinos de corte, proporcionando intensificacdo sustentavel da
pecuaria de corte.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Manejo de Pasto

A gestdo do manejo de pasto permite a garantia de disponibilidade de
forragem em quantidade e qualidade suficientes para atender o metabolismo dos
microrganismos ruminais e do animal, atendendo os requerimentos de
mantenca, crescimento e reproducdo, ao longo de toda vida do animal, em
periodos com fatores edafoclimaticos favoraveis ao desenvolvimento da planta.

Tendo em vista alcancar metas produtivas superiores, o fornecimento de
nutrientes limitantes por meio da suplementacdo da dieta proporciona o
atendimento das exigéncias dos animais, e a intensificacdo do sistema de
producdo a pasto proporciona, ainda, menor emissao de gases do efeito estufa,
tanto por quilograma de carne produzida quanto por emissdes totais, causada
pelo aumento na captacéo do diéxido de carbono atmosférico (CO2) no solo em
sistemas de producdo em que sao utilizadas as gramineas tropicais
(Soussana et al., 2010).

Em condi¢des de pastejo, 0 consumo de matéria seca sera definido pela
habilidade do animal em colher a forragem, expressa pelos fatores néo-
nutricionais, e é altamente influenciada pela estrutura do dossel forrageiro e o
comportamento ingestivo do animal. Posteriormente, fatores relacionados a
digestibilidade da forragem, taxa de passagem e produtos gerados no
metabolismo sdo os fatores nutricionais responsaveis pela modulacdo da
ingestao de forragem (Poppi et al., 1987).

Dessa forma, o ajuste na intensidade do pastejo é o principio basico para
obter, simultaneamente, ganhos em qualidade e quantidade de forragem, e
como resultado, maiores ganhos por animal e por area. Como consequéncia do
aumento da taxa de lotac&o ocorre reducdo na altura do pasto e na massa de
forragem (Barbero et al., 2014). Logo, esse aumento na intensidade de pastejo
pode afetar o valor nutritivo da forragem (Vendramini et al., 2013).

O ganho por animal pode ser maximizado em condi¢cbes de sub pastejo,
em gue a seletividade da forragem pelo animal € maior em funcéo da baixa taxa
de lotacdo. Nessas condicdes, o ganho por area é reduzido e & medida que ha

incrementos na taxa de lotacdo visando aumentar o ganho por area, o ganho



méaximo por animal ndo é permitido. Em contraste, em condi¢cdes em que a taxa
de lotacéo foi 1,5 vezes superior aguela considerada presséo 6tima de pastejo,
ocorreu 0 super pastejo, e o ganho por area foi nulo, em funcdo do baixo
desempenho por animal (Mott, 1960).

A alteracdo da estrutura do pasto influenciada pelo manejo ird determinar
a facilidade com que o animal apreende a forragem (Carvalho et al., 2005).
Pastos manejados mais altos, com elevadas massas de forragem proporcionam
maior numero de refei¢cdes, de menor duracdo cada uma, com qualidade superior
em funcdo da maior seletividade fornecida (Carvalho, 2005), e maior intervalo
entre as refeicdes, direcionando tempo para outras atividades como ruminacao
e descanso. Situacdes de pastos manejados em alturas baixas se observa o
contrario.

Em pastagens tropicais manejadas em sistema de lotacdo continua
(capim marandu), a altura de manejo avaliada em 10, 20, 30 e 40 cm esteve
estreitamente associada a massa do bocado, a taxa de bocado e a ingestao de
matéria seca, com a variagdo no consumo de 1,3 a 2,0% PC para as alturas de
10 e 40 cm (Sarmento, 2003).

Em sistemas de lotacdo continua, a altura de 25 cm foi a mais indicada
para Urochloa brizantha cv. Marandu por proporcionar melhorias nas
caracteristicas de estrutura, e consequentemente, na oferta de forragem e
qualidade (maior teor de proteina bruta). Nessas condicfes, avaliando altura de
35 cm, os autores observaram aumento nos teores de fibra, em consequéncia
ao espessamento da parede celular (Casagrande et al., 2011). Ressalta-se,
ainda, a importancia dos fatores climaticos influenciando mudancas na estrutura
do dossel forrageiro e na massa de forragem, pois esses sdo diretamente
relacionados com o consumo e o desempenho (Casagrande et al., 2011;
Oliveira et al., 2014).

O aumento da espessura da parede celular pode estar relacionado com o
aumento na proporcao de bainha parenquimatica dos feixes vasculares em
pastos avaliados com altura de 35 cm, enquanto que em pastos com altura de
15 e 25 cm ha maior proporcdo de mesofilo do que em pastos com 35 cm de
altura (Basso et al.,, 2011), e a proporcdo de mesofilo esta positivamente

relacionado com a digestibilidade (Queiroz et al., 2000).



Em pastejo continuo, a interceptacdo luminosa (IL) de 95% permite o
maior acumulo liquido de forragem e alta taxa fotossintética (Brougham, 1956;
Parsons et al., 1988). Aliado ao manejo de pasto adequado, o fornecimento
estratégico de suplemento concentrado auxilia no aumento do desempenho
animal, possibilitando aumento também na taxa de lotagédo (Reis et al., 2009),
resposta essa que esta diretamente dependente das caracteristicas da forragem
consumida e do suplemento utilizado. Além disso, a espécie forrageira,
adubacao e a época do ano também influenciam nessas respostas.

O consumo de forragem e o consumo de suplemento podem apresentar
interacdes e proporcionar respostas diferentes no animal, como: i) efeito aditivo:
o consumo de forragem permanece constante em virtude do consumo de
suplemento, e o consumo total é aumentado no mesmo nivel em que o
suplemento foi fornecido; ii) efeito combinado: ocorre reducdo no consumo de
forragem, com aumento no consumo total; iii) efeito substitutivo: o consumo de
suplemento causa reducao no consumo de forragem na mesma propor¢cdo em
que é consumido, mantendo o consumo total constante (Moore, 1980).

A escolha do suplemento deve estar associada as caracteristicas da
forragem, pois de acordo com Poppi e McLennan (1995) a eficiéncia de
transferéncia da proteina ingerida para o intestino é dependente da relacéo entre
o teor de proteina bruta da forragem e a quantidade de matéria organica
digestivel (MOD). Quando esses valores séo inferiores a 160 g de PB/kg MOD,
ocorre a transferéncia com maior eficiéncia, e quando excedem 210 g de PB/kg
MOD, ocorrem perdas e/ou transferéncia incompleta. Em pastos tropicais,
valores maiores que 210 g de PB/kg MOD sao encontrados em sistemas de
producédo intensivos, em que a forragem é adubada, e os valores de proteina
bruta sdo superiores a 14% (Santos et al., 2005; Ferrari, 2019; Hoffmann, 2019).

Pastos de Urochloa brizantha cv. Marandu manejados em pastejo
continuo com taxa de lotacdo variavel, manejados em altura de 25 cm,
promoveram aumento no ganho por area e por animal quando associados a
suplementos proteico-energéticos (Oliveira, 2014).

Ainda, Koscheck (2016) observou maior ganho médio diario de carcaca
em pastos manejados a 15 cm de altura e com fornecimento de suplemento
0,6% PC, enquanto que ganhos semelhantes foram obtidos em pastos

manejados a 25 cm de altura e suplemento proteico-energético fornecido a



0,3% PC. Dessa forma, busca-se eficiéncia no manejo de pasto para adequar a
quantidade e caracteristica do suplemento que melhor atenda as condicdes.

A associacdo do manejo de pasto com a suplementacdo estratégica
permite maior ganho por area em pastos mais baixos e com maiores niveis de
suplementacdo quando comparados com pastos mais altos e com baixa dose de
suplementacao, pois para reduzir a altura do dossel forrageiro, € necessario

aumentar a taxa de lotacao (Barbero et al., 2015).

2.2. Aditivos fitogénicos na alimentagdo de ruminantes

Os aditivos fitogénicos envolvem compostos secundarios de plantas,
como taninos e 0leos essenciais. Os taninos eram vistos, inicialmente, apenas
de forma negativa como fator antinutricional por causar redu¢cao no consumo de
alimento e utilizacdo dos nutrientes (Kumar e Vaithiyanathan, 1990). Os taninos
sdo polimeros fendlicos sollveis em agua, com potencial para formarem
complexos com proteina e com polissacarideos como o amido, celulose,
hemicelulose e pectina (Smith et al., 2005), devido a presenca de grupos
fenolicos hidroxila (Patra e Saxena, 2011).

Os 6leos essenciais sao provenientes do metabolismo secundario das
plantas e sdo compostos lipofilicos volateis, extraidos das plantas por tratamento
a vapor ou solventes, e ndo séao lipideos verdadeiros (Benchaar et al., 2008).

Os Oleos essenciais apresentam propriedades antimicrobianas
(Calsamiglia et al., 2007) e assim como 0s taninos, apresentam variacdées no
modo de acdo em fung¢do da composi¢cdo quimica, a qual pode ser influenciada
por fatores genéticos (Morais, 2009), local encontrado na planta (folhas, flores,
caule, sementes, raizes e caule), idade da planta e ambiente em que a planta

cresce (Benchaar et al., 2008), sazonalidade e horario de coleta (Morais, 2009).

2.2.1. Taninos na alimentac&o de ruminantes

7

O potencial de acdo dos taninos € influenciado pela dose utilizada, a
composicdo da dieta, espécie animal, status fisiologico do animal e estrutura
guimica dos taninos e esses sao fatores determinantes para que os diferentes

tipos de taninos tenham potencial para proporcionar tanto efeitos benéficos,



como adversos no metabolismo ruminal, e consequentemente, no desempenho
animal (Mueller-Harvey, 2006), o que proporciona uma vasta discrepancia de
resultados obtidos com a utilizacdo dos taninos na alimentacdo de ruminantes.

De acordo com a estrutura e reatividade, os taninos podem ser divididos
em taninos condensados e taninos hidrolisaveis. Os taninos condensados tém
maior peso molecular (1.900-28.000 Da), e sdo principalmente polimeros de
flavondides (unidades de flavan-3- ol(epi) catequina e (epi) galocatequina) e
monomeros, como profisetinidinas, probinetidinas e proguibortinidinas, unidos
por ligacoes interflavonoides (Ferreira et al., 1999; Mueller-Harvey et al., 2019).
O numero de unidades monoméricas determinara o grau de polimerizacado dos
taninos condensados, e assim, indicara a estrutura quimica e as propriedades
biologicas fornecidas por eles (Waghorn, 2008).

Os taninos hidrolisaveis possuem menor peso molecular (500-3.000 Da)
do que os taninos condensados e tem como nulcleo central da estrutura uma
molécula com multiplos grupos hidroxila (poliol), como a glicose, glucitol, acido
quinico e acido chiquimico, ligados, parcialmente ou totalmente, por ligacado éster
a um composto fendlico, como o &cido galico, formando os galotaninos
(acido 3,4,5-trihidroxibenzdico) e elagitaninos (dimero do acido galico, acido
hexa-hidroxidifénico). Devido a essa estrutura, os taninos hidrolisaveis estao
propensos a hidrélise por acidos, bases ou esterases (Haslam, 1989).

A complexidade dos taninos hidrolishveis é determinada pelo tipo e
namero de compostos fendlicos esterificados ao nucleo de carboidrato,
determinando, consequentemente, a atividade da molécula (Salminen J-P e
Karonen, 2011).

Os taninos condensados e os hidrolisaveis podem reduzir a fermentacao
de grdos como o trigo e o milho (Martinez et al., 2006), visto que o efeito dos
taninos é dependente do tipo de grdo, em fungéo da arquitetura do endosperma,
alterando a reatividade dos taninos.

Os taninos condensados podem reduzir a degradabilidade da proteina no
ramen por se ligar a proteina da dieta. A formacédo do complexo tanino-proteina
pode ser feita, ainda, com a proteina microbiana, da mucosa e proteina
enddgena (Aboagye e Beauchemin, 2019).

O complexo tanino-proteina € reversivel se for uma ligagéo nao-covalente

(hidrogénio e hidrofébica; Jeronimo et al., 2016) e é formado pela ligacdo entre



0S compostos, a agregacdo, e posteriormente, a formacédo do precipitado
(Kawamoto et al., 1995, citado por Adamczyk et al., 2017a), sdo estaveis e
insoltveis, em pH 3,5 a 7,0, e se dissociam e liberam proteina a pH <3,5
(Jones e Mangan, 1977), evidenciando que o pH é um fator determinante na
reacao reversivel do complexo formado.

Os taninos hidrolisaveis também podem interagir com as proteinas e
formar ligacGes de hidrogénio entre o grupo fendlico do tanino e o grupo carboxila
da cadeia de proteina. A forca dessa ligacéo, determinara a resposta do tanino
na digestibilidade da proteina (Mueller-Harvey, 2006). No entanto, quando ocorre
a despolimerizacéo dos taninos hidrolisaveis em subunidades monoméricas de
baixo peso molecular no rimen, a afinidade dessas subunidades com a proteina
€ mais fraca (Field e Lettinga, 1992; Costa et al., 2018), proporcionando menor
adsorcdo, quando comparada com a afinidade verificada pelos taninos
condensados.

A ligacao éster entre a glicose e o composto fendlico pode ser clivada por
microrganismos ruminais, por meio das enzimas tanil-acil-hidrolases e esterases
(McSweeney et al.,, 2001). Dessa forma, os taninos hidrolisaveis podem ser
facilmente absorvidos no trato digestivo, e isso proporciona maior potencial para
causar toxicidade no animal (McLeod, 1974), principalmente quando ocorre a
ingestdo de altas concentracdes de taninos hidrolisaveis, pois pode provocar a
liberacdo de metabdlitos no ramen, e consequentemente, danos celulares
(Murdiati et al., 1992). Todavia, quando consumidos em concentracdes baixas a
moderadas podem proporcionar efeitos benéficos (Reed, 1995).

A maior afinidade com os taninos, em geral, é vista por compostos
nitrogenados com massas de maior peso molecular (Tavendale et al., 2005) e
estruturas com mais grupos aminas. Os taninos formam precipitados com outros
compostos nitrogenados além das proteinas e peptideos, como com a arginina,
bases nitrogenadas, poliaminas, quitina e quitosanas (Adamczyk, et al., 2011).
Assim, os taninos podem reagir com compostos nitrogenados organicos néo
proteicos de forma semelhante a reagcdo com proteinas (Adamczyk et al., 2017a).

As diferentes concentragGes de taninos podem causar efeitos adversos
quando ligados a enzimas. Podem causar a inibicdo, mas também a modificacdo
da atividade enzimatica, visto esse efeito na formagdo do complexo tanino-

enzima no solo. A atividade catalitica das enzimas pode ser aumentada,
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em baixas concentracdes de taninos, pois esse causa 0 aumento das estruturas
em espiral das enzimas (Adamczyk et al., 2017b).

A possivel inibicdo de enzimas extracelulares causada pela acdo dos
taninos condensados (Scalbert, 1991), pode ser uma das causas para a reducao
na digestdo da forragem, pois sugere-se que ocorra inibicdo da digestdo da
celulose (Lyford et al., 1967).

A atividade extracelular da endoglucanase foi reduzida quase por
completa quando 400 pg de taninos condensados/mL foram adicionados no meio
de cultivo da bactéria Fibrobacter succinogenes S85, por meio da formacéao de
complexos tanino-enzima e inibigcdo no crescimento do niumero de células, sendo
possivel confirmar as propriedades bacteriostaticas dos taninos condensados
(Bae et al.,, 1993). Os autores sugerem, ainda, interferéncia dos taninos no
processo de adesao da bactéria F. succinogenes S85 a celulose, causado pela
formacdo do complexo tanino-proteina na superficie da célula da bactéria.

Em consequéncia da formacao do complexo tanino-proteina causado pela
acdo dos taninos condensados com a proteina da dieta, com a utilizacdo dos
taninos em dietas para ruminantes pode ser obtida a reducdo da degradacao de
proteina no rimen e aumentar a quantidade de proteina digerida no intestino
delgado (Patra e Saxena, 2011).

Assim os taninos teriam potencial para serem utilizados em dietas em que
h&4 o consumo de forragem de alta qualidade, com altas concentracbes de
nitrogénio, pois a proteina soltvel é disponibilizada durante a mastigacao, e
cerca de 56-65% da concentracdo de proteina no rimen como proteina soltvel
é liberada, aumentando a concentragcdo de amobnia, a qual serd parcialmente
absorvida pelo rimen e excretada na urina (Ulyatt et al., 1975), contribuindo para
aumento no impacto ambiental.

A excrecdo fecal de N é influenciada pela digestibilidade da fonte de
proteina fornecida e pela ingestdo de nitrogénio (Shuba et al., 2017).
Com o consumo de taninos condensados, pode se observar a mudanca na rota
de excrecao do nitrogénio, ocorrendo maior perda de N fecal, com reducéo na
perda de N na forma volati como N urinario (Ebert et al., 2017) e,
consequentemente, menor emissdo de amodnia (Powell et al., 2011;
Koenig et al.,, 2018), o que reduz a possibilidade de producdo de N20
(Whitehead, 1995), e consequentemente, diminuem 0s impactos ambientais.
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Ainda que o complexo tanino-proteina ndo seja totalmente dissociado pelo baixo
pH do abomaso, também sera contabilizado como maior excrecdo de N fecal
(Waghorn et al., 2008).

No rumen, a reducdo na concentracdo de amodnia ruminal também foi
observada por Aboagye et al. (2018) com a inclusdo de taninos hidrolisaveis,
com e sem a adicdo de taninos condensados, nas doses de 0,25% e 1,5% da
MS da dieta, em dietas de alta forragem. Apesar de se acreditar inicialmente que
0s taninos hidrolisaveis teriam maior potencial para causar toxidade no animal,
estudos como esse comprovaram efeitos benéficos, semelhante aos
encontrados com o uso dos taninos condensados, e ainda, esses efeitos podem
ser evitados por adaptacdo gradual (Silanikove et al., 2000) e fornecimento de
baixas concentragdes (<5 g/ 100 g MS; Stewart et al., 2019).

Apesar do efeito dos taninos condensados na concentragao de nitrogénio
amoniacal ruminal, inclusbes de 4% e 6% de taninos condensados,
proporcionaram reducao na digestibilidade total aparente da fibra, da matéria
seca e da matéria organica no trato total (Ahnert et al., 2015). A redugdo na
digestibilidade da fibra com a incluséo de maiores niveis de taninos condensados
pode reduzir o fornecimento de acidos graxos de cadeia curta aos animais, e a
sintese de proteina microbiana, em funcdo da reducdo na disponibilidade de
energia (Ahnert et al., 2015).

O aumento do fluxo de proteina ndo degradavel no rimen também pode
prejudicar a sintese de proteina microbiana, sendo necessario atender
primeiramente as exigéncias de proteina degradavel no ramen, justificando os
diferentes efeitos dos taninos dependentes das fontes de alimentos proteicos
utilizados na dieta. Dessa forma, o fluxo de proteina metabolizavel pode néo ser
aumentado com o uso dos taninos (MacAdam e Villalba, 2015).

A reducgéo na producao de CHa4 pode ocorrer e pode ser por efeito direto
dos taninos nos microrganismos ruminais, e indiretamente na digestéo da fibra,
reduzindo a producdo de hidrogénio que é substrato para as Archaeas
metanogénicas (Tavendale et al., 2005) e por inibicdo de protozoarios
associados a producéo de metano (Cieslak et al., 2012). Ainda, observa-se que
os taninos hidrolisaveis exercem efeito toxico nas metanogénicas

(Jayanegara et al., 2015).
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A suplementacdo com Vaccinium vitisidaea (2 g de tanino/kg MS) para
vacas leiteiras corrobora com esses efeitos, a qual resultou em reducéao de
45,9% e 8,5% nas concentracbes de amodnia total e metano, respectivamente
(Cieslak et al., 2012).

A menor perda de energia na forma de metano no ramen pode ser
aproveitada para incrementos no desempenho animal, mas isso € dependente
de diversos fatores desde o consumo e a digestibilidade dos nutrientes néo
serem afetados negativamente, até a eficiéncia de conversdo da energia
metabolizavel em energia liquida para ganho.

Caso a rota alternativa para utilizacdo do Hz disponivel no raimen nao
puder ser utilizada como substrato na producao de energia pelos animais (por
exemplo, formato ou Hz2 gasoso) pode haver reducdo na produgéo de CH4 sem
proporcionar aumento no ganho de peso dos animais (Aboagye e Beauchemin,
2019). Ainda, ressalta-se que em casos que a reducao na producdo de metano
€ associada a reducdo na digestibilidade da matéria organica, o desempenho
dos animais pode ser negativamente afetado (Jayanegara et al., 2012).

Diversos estudos tém demonstrado que os taninos podem reduzir a
producédo de CHas entérico (Beauchemin et al., 2007; Aboagye et al., 2018) e
estudos recentes comprovam o potencial dos taninos hidrolisaveis para esse
efeito (Jayanegara et al., 2015; Yang et al., 2017; Stewart et al., 2019), sem
impactar negativamente a digestibilidade (Aboagye et al., 2019). Dessa forma,
justifica-se a avalia¢éo do uso de taninos hidrolisaveis via suplemento associado
com pastos de alta qualidade e seus efeitos no desempenho animal e emissdes
de metano entérico.

Ainda, Jayanegara et al. (2012) avaliaram 30 experimentos in vivo em uma
meta-analise, na qual observaram reducéo na producédo de CHs4 apenas com a
inclusdo de tanino maior que 2% da MS da dieta. No entanto, altas
concentracbes como essas podem afetar negativamente a ingestdo de matéria
seca e a digestibilidade dos nutrientes.

Efeitos de reducdo no consumo de matéria seca foram verificados com o
fornecimento de taninos condensados para ovinos, contrariamente do verificado
com o fornecimento de taninos hidrolisaveis fornecidos na mesma dose
(100 g/kg MS), confirmando o maior efeito inibitorio dos taninos condensados do

que dos taninos hidrolisaveis, o que foi associado parcialmente a menor
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palatabilidade das dietas com extratos de taninos condensados e,
possivelmente, a menor digestibilidade da matéria seca (Costa et al., 2018).
A reducdo no consumo de alimento tem sido observada apenas com a incluséo
de tanino condensado em mais de 3% da MS (Makkar, 2003).

A ingestdo de alimento do animal € um dos principais fatores que
determinam a composicdo estrutural e a funcdo do microbioma ruminal.
Os microrganismos mais ativos no ambiente ruminal sdo as bactérias e as
Archaeas, as quais estdo associadas a atividades metabdlicas importantes
(Henderson et al., 2015), como a degradacdo de fibra e proteinas vegetais
ingeridos pelos ruminantes e produgéo de CH4 entérico (Brulc et al., 2009).

Os taninos condensados podem afetar o crescimento e inibir a atividade
dos microrganismos ruminais através da ligacdo com as lipoproteinas da
membrana, o que causa a reducdo na permeabilidade da mesma, e ainda,
qgquando consumidos em alta concentracdo, podem causar a ruptura das
membranas (Smith et al., 2005).

A atividade proteolitica das células de bactérias como Butyrivibrio
fibrisolvens e Streptococcus bovis podem ser inibidas pela acdo dos taninos
condensados que penetram a parede celular dessas bactérias e reagem com 0s
componentes estruturais da célula, ligando-se aos polimeros de revestimento
das células em crescimento (Jones et al., 1994). As subunidades monoméricas
dos taninos hidrolisaveis também podem causar toxicidade sobre as bactérias
no ramen por provocar distirbios na fluidez da membrana (Scalbert, 1991).

A reducdo na fluidez da membrana através do enriguecimento da
membrana lipidica com acidos graxos trans insaturados é uma resposta
adaptativa das bactérias devido a presenca de substancias consideradas toxicas
(Keweloh e Heipieper, 1996).

Assim como observado por Bae et al. (1993), em que a adi¢ao de taninos
condensados em meio de cultivo de bactérias Fibrobacter succinogenes causou
inibicdo no crescimento do namero de células, Costa et al. (2018) verificaram
reducdo na abundancia de bactérias fibroliticas como F. succinogenes, R. albus,
R. flavefaciens e B. proteoclasticus no rimen de ovinos que receberam taninos
condensados em comparacdo ao fornecimento de taninos hidrolisaveis na
mesma dose (100 g/kg MS). No entanto, Jayanegara et al. (2015) reportaram

menor abundancia de R. flavefaciens com o fornecimento de taninos
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hidrolisdveis do que com o fornecimento de taninos condensados, e redugdo
similar na abundancia de F. succinogenes.

Os taninos hidrolisaveis podem ter a subunidade acido galico e os seus
metabdlitos pirogalol, resorcinol e floroglucinol hidrolisados por microrganismos
do rimen em acetato e butirato para gerar energia (McSweeney et al., 2001).

As divergéncias verificadas nesses estudos demonstram a dificuldade de
comparacao entre os estudos em funcdo das doses de taninos e o modelo
experimental utilizados.

A bactéria F. succinogenes é uma bactéria Gram-negativa e sua
sensibilidade aos taninos condensados ja foi bem documentada
(Bae et al., 1993; McSweeney et al., 2001), e, aliada a maior abundancia no
namero de copias 16S rRNA com a utilizagdo de taninos hidrolisaveis quando
comparado com taninos condensados (Costa et al.,, 2018), demonstra a
necessidade da escolha do tipo de tanino a ser utilizado em animais em sistema
de pastejo.

Visto a divergéncia de resultados encontrados na literatura com taninos
hidrolisaveis e taninos condensados, € notavel que os efeitos negativos
causados pelos taninos sao dependentes das concentracdes utilizadas, pois 0s
dois tipos de taninos podem causar efeitos benéficos e adversos nos animais

(Aboagye e Beauchemin, 2019).

2.2.2. Oleos essenciais na alimentag&o de ruminantes

Os efeitos dos Oleos essenciais séo influenciados pelas variacdes de
composi¢cdo quimica, doses utilizadas e associa¢des entre dois ou mais Oleos
essenciais, além das diferencas de experimentos in vitro vs in vivo que dificultam
a avaliacdo e comparacao entre estudos. Em experimentos in vitro, verificou-se
a redugcdo na concentracdo de amonia ruminal com a inclusdo de O6leos
essenciais provenientes da casca de canela e folhas de orégano
(Cobellis et al., 2016b), e 6leo essencial de cravo, juntamente com 6leos de
canela e orégano (Busquet et al., 2006).

Em contraste, em experimento in vivo, a inclusdo de blend composto por
timol, guaiacol, eugenol, vanilina, salicilaldeido e limoneno n&o influenciou a

concentracéo de nitrogénio amoniacal ruminal (Vendramini et al., 2016).
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Animais em pastos de capim marandu durante o periodo das aguas,
consumindo suplemento proteico de baixo consumo (0,1% PC/dia) e blend
comercial de Oleos essenciais obtiveram ganho adicional de 0,070 kg/dia em
relacdo aos animais que ndo receberam aditivo. No entanto, animais que
receberam monensina como aditivo ganharam 0,130 kg/dia a mais que o0s
animais suplementados com 0Oleos essenciais (Fernandes et al., 2012).

Resultados semelhantes foram verificados por Souza et al. (2014) em que
houve ganho adicional de 0,180 kg/dia com a inclusdo de Oleos essenciais de
caju e mamona em suplemento mineral para bovinos Nelore em pasto de capim
marandu, no periodo seco do ano. Resultados como esses demonstram o
potencial dos 6leos essenciais em melhorar o desempenho de bovinos de corte
a pasto. No entanto, a eficiéncia para substituir aditivos ion6foros ainda néo é
bem documentada.

O ndo comprometimento do desempenho dos animais pode ser
documentado visto que a utilizacdo de blend de 6leos essenciais composto por
carvacrol, eugenol e timol, na dose de 35 g/cab/dia para vacas leiteiras
(Oh et al., 2019) e blend contendo 6leos essenciais de tomilho, cravo e canela
(0,8 e 1,6 mL/cab/dia) ndo tiveram efeito na digestibilidade da matéria seca,
matéria organica, proteina bruta e fibra em detergente neutro em ovinos
(Khateri et al., 2017).

O efeito na digestibilidade da FDN em animais em pastejo pode ser vista
de forma negativa, em que maior dose de 6leos essenciais, 300 mg/kg MS
consumida, (blend de 6leo de copaiba, de mamona e de castanha de caju), mas
também pode ser estimulada pelo consumo de menor dose 150 mg/kg MS.
Ainda, quando fornecida a menor dose, 0s animais apresentaram melhor
eficiéncia na utilizacao do nitrogénio (Teobaldo et al., 2020).

Em contraste, a suplementacdo com blend de 6leos essenciais de capim-
lim&o, horteld-pimenta e de alho, um blend comercial 6leo de casca de castanha
de caju, 6leo de mamona e 6leo de copaiba néo afetou o consumo de MS e a
digestibilidade dos nutrientes (Wanapat et al., 2013; De Jesus et al., 2016;
Moura et al., 2017).

Os Oleos essenciais apresentam propriedades antimicrobianas, e de
acordo com cada tipo de Oleo essencial, 0 modo de acdo na membrana celular

das bactérias é diferente. Em geral, os 6leos essenciais tém agdo na membrana
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celular das bactérias, promovendo a sua desestabilizacdo, e na tentativa de
restabelecer o gradiente i6nico da célula, o crescimento € reduzido.
Essa alteracdo na populacdo microbiana do rimen provoca mudancas no perfil
de fermentacéo (Calsamiglia et al., 2007).

Compostos como timol e carvacrol ndo inibem seletivamente bactérias
Gram-positivas ou Gram-negativas (Calsamiglia et al., 2007). A interacdo de
compostos como o carvacrol com a membrana celular de bactérias Gram-
negativas pode provocar a perda de contetdo celular e lise da célula
(Cobellis et al., 2016a). A acdo do carvacrol na membrana celular microbiana é
atribuida a presenca do grupo carbonila, o qual inativa enzimas na membrana
da célula (Benchaar e Greathead, 2011). Esse fato demonstra que apesar dos
Oleos essenciais terem maiores efeitos em bactérias Gram-positivas
(Helander et al., 1998), algumas especificidades sao vistas, e as bactérias que
sofrerdo a acao dos 6leos essenciais sdo dependentes do composto ou do blend
utilizado.

No entanto, 0os microrganismos ruminais podem desenvolver resposta
adaptativa aos Oleos essenciais quando utilizados em baixos niveis
(Benchaar et al., 2008), dessa forma, o efeito dos 6leos essenciais ao longo do
tempo pode ser perdido.

Da mesma forma, doses elevadas podem inibir a fermentacdo ruminal
(Calsamiglia et al., 2007), como proposto por Busquet et al. (2005a), em que a
adicao de 6leo de alho in vitro na dose de 300 mg/L, em cultura continua de
24 horas, reduziu a concentracdo de acidos graxos volateis totais, e quando
utilizada a dose acima de 312 mg/L, ndo verificaram efeitos sobre os acidos
graxos volateis, visto que os efeitos na fermentacdo microbiana ruminal
desapareceram apos 6 dias do inicio da incubacao (Busquet et al., 2005b).

O fornecimento continuo de um blend de 6leos essenciais composto por
eugenol, acetato de geraniol e 6leo de coentro na dose 0,17 g/kg MS corrobora
com esses resultados, em que o maior efeito na mitigacdo de metano foi
observado nas duas primeiras semanas em comparacao a quinta semana de
fornecimento, indicando adaptacdo dos microrganismos ao blend de dleos
essenciais (Klop et al., 2017).

Alguns efeitos verificados em estudos in vitro e n&o verificados in vivo

podem ser devido ao tempo de exposicdo da microbiota ruminal aos Oleos
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essenciais, gerando adaptacdo dos microrganismos e/ou até mesmo a
degradacdo dos compostos (Benchaar e Greathead, 2011).

Resultados discrepantes sdo encontrados com o uso dos 6leos essenciais
e seus compostos na alimentacdo de ruminantes e sao dificeis de serem preditos
devido & complexidade do ambiente ruminal e a interacdo desses compostos
com 0s microrganismos ruminais e a fermentacéo da dieta. Além disso, quando
fornecidos em forma de blend podem apresentar efeitos sinérgicos e
antagoOnicos. Esses efeitos podem ser vistos pela agdo juntamente com o0s
compostos fendlicos dos taninos. No entanto, ndo ha estudos na literatura com

essa mistura de compostos.
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CAPITULO 2 - CONSUMO E DIGESTIBILIDADE DE NUTRIENTES,
PRODUCAO DE METANO ENTERICO E DESEMPENHO
PRODUTIVO EM TOURINHOS NELORE EM PASTOS DE
CAPIM MARANDU RECEBENDO SUPLEMENTO COM A
INCLUSAO DE ADITIVOS FITOGENICOS

RESUMO - Objetivou-se avaliar o consumo e digestibilidade de
nutrientes, emissdo de CHa entérico e desempenho produtivo de tourinhos
Nelore em pastos de capim Marandu recebendo suplemento energético ou
suplemento mineral, sem ou com inclusdo de aditivos fitogénicos, compostos por
carvacrol, cinamaldeido e taninos hidrolisaveis, na dose de 1,5 g/kg de MS
ingerida, durante o periodo das aguas. A avaliacdo do desempenho foi realizada
em 48 tourinhos Nelore, com peso corporal inicial médio de 211 kg + 30,20 kg,
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2x2,
alocados em 12 piquetes (4 animais testers/piquete). O periodo de avaliacédo do
desempenho foi de 102 dias (15 dias de adaptacdo a dieta e 87 dias de
avaliacdes) e os tratamentos avaliados foram: 1 — Suplemento energético sem
inclusao de aditivos fitogénicos (SE); 2 — Suplemento energético com inclusédo
de aditivos fitogénicos (SEAF); 3 — Suplemento mineral sem inclusédo de aditivos
fitogénicos (SM); 4 — Suplemento mineral com inclusao de aditivos fitogénicos
(SMAF). Os suplementos energéticos foram fornecidos na quantidade de 0,3%
do peso corporal e o suplemento mineral, com e sem inclusdo dos aditivos
fitogénicos, foram fornecidos ad libitum. A avaliacdo de consumo e
digestibilidade dos nutrientes, e emissdo de CH4 entérico foram realizadas em
24 animais (6 animais/tratamento, sendo 2 animais/piquete), apés a avaliacéo
do desempenho produtivo. O peso corporal médio dos animais foi de 326 +
38,27 kg e utilizou-se a técnica do tracador hexafluoreto de enxofre SF6. N&o
houve interagédo suplemento e blend de aditivos fitogénicos sobre o consumo e
digestibilidade da matéria seca e de nutrientes, emissdo de CHs entérico e
desempenho produtivo (P > 0,05). O consumo de MS total (P = 0,015), PB
(P =0,012), FDNcp (P = 0,044) e de energia (P < 0,05), a digestibilidade da MS
(P =0,001), PB (P = 0,044) e da energia (P = 0,050), e o GMD (P =0,013), taxa
de lotacdo (P = 0,024) e ganho por area (P = 0,005) foram maiores nos animais
que consumiram suplemento energético em comparacdo aos animais que
consumiram suplemento mineral. A digestibilidade da MS (P <. 0001), FDNcp
(P =0,025) e da energia (P = 0,023) foram menores nos animais que consumiram
aditivos fitogénicos. O consumo de suplemento energético proporcionou
tendéncia de aumento na emissdo de CHa entérico (g/dia) (P = 0,065).
O fornecimento de suplemento energético proporciona maior consumo de
nutrientes, sem influenciar a emissdo de CHs entérico, e melhora a
digestibilidade de nutrientes, proporcionando maior desempenho produtivo dos
animais.A incluséo dos aditivos fitogénicos afetam negativamente o consumo e
digestibilidade de nutrientes, ndo apresentam potencial para reduzir a emissao
de CHa entérico e nao influenciam o desempenho produtivo de tourinhos Nelore
em pastejo de Urochloa brizantha cv. Marandu, recebendo suplemento
energético ou suplemento mineral, durante o periodo das aguas.

Palavras-chave: bovinos, metano entérico, 6leos essenciais, suplementacao,
taninos hidrolisaveis
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CHAPTER 2 -NUTRIENT INTAKE AND DIGESTIBILITY, ENTERIC METHANE
PRODUCTION AND PRODUCTIVE PERFORMANCE IN
NELORE BULLS IN MARANDU GRASS PASTURES
RECEIVING A SUPPLEMENT WITH THE INCLUSION OF
PHYTOGENIC ADDITIVES

ABSTRACT - This study aimed to evaluate intake and digestibility of
nutrients, enteric CH4 emission and performance of Nellore young bulls in
Marandu grass pastures receiving energy supplement or mineral supplement,
without or with the inclusion of phytogenic additives, composed of carvacrol,
cinnamaldehyde and hydrolysable tannins, at a dose of 1.5 g/kg of DM ingested
during the rainy season. The performance evaluation was carried out in 48
Nellore bulls, with a mean initial body weight of 211 kg + 30.20 kg, distributed in
a completely randomized design, in a 2x2 factorial arrangement, allocated in 12
paddocks (4 testers/ paddock). The performance evaluation period was 102 days
(15 days of diet adaptation and 87 days of evaluations) and the treatments
evaluated were: 1 — Energy supplement without inclusion of phytogenic additives
(SE); 2 — Energy supplement with inclusion of phytogenic additives (SEAF);
3 — Mineral supplement without inclusion of phytogenic additives (SM);
4 — Mineral supplement with inclusion of phytogenic additives (SMAF). Energy
supplements were provided in the amount of 0.3% of body weight and mineral
supplements, with and without the inclusion of phytogenic additives, were
provided ad libitum. The evaluation of intake and digestibility of nutrients, and
emission of enteric CH4 were performed in 24 animals (6 animals/treatment,
2 animals/patch), after the evaluation of productive performance. The mean body
weight of the animals was 326 + 38.27 kg and the SF6 sulfur hexafluoride tracer
technique was used. There was no interaction of supplement and blend of
phytogenic additives on the intake and digestibility of dry matter and nutrients,
enteric CH4 emission and productive performance (P > 0.05). Total MS intake
(P = 0.015), CP (P = 0.012), NDFcp (P = 0.044) and energy (P < 0.05), DM
digestibility (P = 0.001), CP (P = 0.044) and energy (P = 0.050), and the ADG
(P = 0.013), stocking rate (P = 0.024) and gain per area (P = 0.005) were higher
in animals that consumed energy supplement compared to animals that
consumed mineral supplement. MS digestibility (P <.0001), NDFcp (P = 0.025)
and energy (P = 0.023) were lower in animals that consumed phytogenic
additives. The energy supplement intake provided a tendency to increase the
emission of enteric CH4 (g/day) (P = 0.065). The supply of energy supplement
provides greater consumption of nutrients, without influencing the emission of
enteric CH4, and improves the digestibility of nutrients, providing greater
productive performance of the animals. to reduce enteric CH4 emission and do
not influence the productive performance of Nellore bulls grazing on Urochloa
brizantha cv. Marandu, receiving energy supplement or mineral supplement,
during the rainy season.

Keyword: bovines, enteric methane, essential oils, hydrolyzable tannins,
supplementation
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1. INTRODUCAO

A intensificacdo dos sistemas de producdo a pasto € fortemente
influenciada pelo manejo adequado do pasto, que, sob o critério de altura, e
interceptacado luminosa de 95%, proporciona o ajuste entre a massa de forragem
e a taxa de lotacdo (Reis et al., 2009), possibilitando maior proporcéo de folhas,
e consequentemente, menor concentracao de fibra indigestivel (FDNi), alteracéo
da estrutura e qualidade do pasto (Dubeux et al., 2006).

Aliado ao manejo do pasto, o fornecimento estratégico de suplemento tem
potencial para proporcionar ganho adicional de aproximadamente
0,250 kg/animal/dia durante o periodo das aguas (Casagrande et al., 2011;
Valente et al., 2014). Nessas situagcfes, a suplementacdo estratégica permite
reduzir a emissdo de metano (CHs4) por kg de produto produzido
(Cardoso et al., 2016).

Na suplementacéo da dieta dos animais, 0s promotores de crescimento,
como os antibioticos ionéforos proporcionam melhor eficiéncia alimentar e
desempenho dos animais, mas tém sido banidos devido a possibilidade de
resisténcia bacteriana e problemas a salude humana (Clark et al., 2012).
Assim, os aditivos fitogénicos, como os 6leos essenciais e taninos apresentam
potencial de substituicdo por apresentarem propriedades antimicrobianas, e
proporcionarem reducdo na concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal,
como com o0 uso de Oleos essenciais (Cobellis et al., 2016b).

Adicionalmente, os taninos tém potencial para se ligar com a proteina da
dieta, aumentando o fluxo de proteina para o intestino delgado
(Patra e Saxena, 2011), possibilitando tanto o aumento no desempenho animal
(Hristov et al., 2013), como reducdo dos impactos ambientais causados pela
volatilizagcdo de amonia, emissdo de 6xido nitroso (N20) e lixiviagdo de nitrato
(NOs3), devido ao aumento no consumo de proteina soluvel (Dijkstra et al., 2013),
como visto por animais consumindo pasto que foram fertilizados com nitrogénio
e manejados para manter alta proporcao de folhas.

O ganho médio diario de bovinos de corte em confinamento com a
incluséo de 6leos essenciais de cravo ou canela, nas doses 3,5 g/dia ou 7,0 g/dia
foi superior aos animais controle, em virtude do maior consumo de matéria seca,

possivelmente causado pela melhor aceitabilidade dessas dietas, sem acarretar
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efeitos negativos na eficiéncia alimentar (Ornaghi et al., 2017), além de
demonstrar a habilidade dos 6leos essenciais em manipular o ambiente ruminal,
como na reducao na proporcédo molar de acetato e na relacéo acetato:propionato
(Vakili et al., 2013).

A incluséo de taninos hidrolisdveis e condensados apresenta potencial
para melhorar a eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio (Zhang et al., 2019) e
reduzir o nitrogénio ureico no plasma de bovinos de corte alimentados com dietas
com alta proporcdo de forragem (Aboagye et al., 2019). No entanto, ndo séo
encontrados na literatura os efeitos do uso combinado de taninos hidrolisaveis e
Oleos essenciais para bovinos de corte em pastejo.

As hipoteses estudadas foram que o consumo de suplemento energético
melhora o consumo e digestibilidade dos nutrientes, reduz a emisséo de CHas
entérico e consequentemente, melhora o desempenho animal. Ainda, o uso
combinado de taninos hidrolisaveis e 6leos essenciais melhora a utilizacdo dos
nutrientes, mitiga a emissdo de CH4 entérico e melhora o desempenho animal.
Sendo assim, objetivou-se avaliar o consumo e digestibilidade da matéria seca
e de nutrientes, a emissdo de CH4 entérico e o desempenho produtivo de
tourinhos Nelore em pastejo em Urochloa brizantha cv. Marandu durante o
periodo das aguas, recebendo suplemento energético ou suplemento mineral,
com ou sem a inclusdo de aditivo fitogénico composto por carvacrol e

cinamaldeido, e taninos hidrolisaveis, fornecido na dose de 1,5 g/kg MS ingerida.

2. MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental cumpriu os Principios Eticos para Pesquisa em
Animais e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP; Protocolo n°® 12703/15).

2.1. Local e area experimental

O estudo foi realizado no setor de Forragicultura da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinaria (FCAV) da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” (UNESP), campus de Jaboticabal, Sdo Paulo, durante a fase
de recria dos animais no periodo das aguas 2018/2019, entre os meses de
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dezembro e abril, para avaliar o desempenho dos animais e a producdo de
metano entérico. O clima verificado na regido € subtropical do tipo AW de acordo
com a classificacdo de Koppen. O solo da area experimental é Latossolo
Vermelho Amarelo (Embrapa, 2018).

Os dados meteoroldgicos, temperatura (°C), precipitagdo (mm), dias de
chuva e balanco hidrico (Tabela 1), foram registrados durante o periodo
experimental pela Estacdo Agroclimatologica do Campus de Jaboticabal,
localizada na latitude 21°14°05” sul, e longitude 48°17°09” oeste com altitude de
615 metros, e apds o término do experimento, os dados foram extraidos do
acervo de dados do Departamento de Ciéncias Exatas da Estacdo

Agroclimatolégica.

Tabela 1. Temperatura (°C), precipitacdo (mm), dias de chuva e balanc¢o hidrico
(mm) durante o periodo das aguas 2018/2019.

° L . Balango hidrico
Temperatura® (°C) Precipitagao Dias de ¢

Més (mm) chuva (mm)*
Max Min Média Def Exc
Ano 2018
Outubro 31,1 195 244 157,0 15 0 0
Novembro 29,7 19,7 23,8 330,1 18 0 163
Dezembro 32,0 20,2 25,2 88,2 16 10 0
Ano 2019
Janeiro 32,7 209 26,1 148,1 11 0 0
Fevereiro 30,9 20,4 244 282,6 17 0 171
Marco 31,0 20,1 245 115,2 12 0 0
Abril 30,6 19,0 23,9 97,6 6 0 0

ITemperatura: Max: maximo; Min: minimo; 2Balanco hidrico: Def: deficiéncia; Exc: excedente.

Os animais foram mantidos durante a fase de recria em uma area formada
por Urochloa brizantha cv. Marandu, em 12 piquetes experimentais, com area
total de 12 ha, divididos em piquetes de 0,7 e 1,3 ha. Um piquete reserva de
1 ha foi utilizado para o ajuste da taxa de lotacdo. Todos os piquetes foram
providos de cocho com acesso de ambos os lados (30 cm lineares por animal) e
bebedouro. O centro de manejo € dotado de curral com tronco de contencao,
balanca digital e apartador.

A analise de solo dos piquetes foi realizada e apresentou as seguintes
caracteristicas quimicas: pH de 5,27 em CacClz; 35 g/dm?® de matéria organica;
16,0 mg/dm? fésforo resina; 3,07 mmolc/dm?® de potassio; 22,44 mmolc/dm? de
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calcio;, 10,44 mmolc/dm® de magnésio; 29,89 mmolc/dm® de
hidrogénio+aluminio; e 54,44% de saturacdo por bases.

A adubacdo de manutencéo na area experimental foi realizada de acordo
com a analise de solo descrita, e foram aplicados 100 kg/ha de P20s, 200 kg/ha
de K20, divididos em duas aplicacbes, e 180 kg/ha de N, divididos em trés
aplicacoes. A fonte de nitrogénio utilizada foi o nitrato de amonio, e as aplicacdes
foram realizadas em 16 de dezembro de 2018, 24 de janeiro de 2019 e 02 de

marco de 2019, coincidindo com as condi¢des climaticas favoraveis a aplicagéo.

2.2.  Animais e tratamentos experimentais

Os animais foram alocados na area experimental 15 dias antes do inicio
do experimento para adaptacdo as condicbes experimentais. O periodo de
avaliacdo do desempenho dos animais em pastejo foi de 102 dias (15 dias de
adaptacao e 87 dias de avaliacGes), com inicio dia 18 de dezembro de 2018 e
término dia 30 de marco de 2019. Apds o periodo de avaliagdo do desempenho,
foi realizada a mensuracao da producédo de metano entérico.

Foram utilizados 48 tourinhos Nelore, com peso corporal inicial médio de
211 kg £ 30,20 kg, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial 2x2 (A: suplemento energético e suplemento mineral; B: sem e
com aditivos fitogénicos), em quatro tratamentos e trés repeticdes (piquetes),
totalizando 4 animais testers por piquete e 12 animais por tratamento.
Os animais foram vermifugados e identificados com brincos numerados para o
acompanhamento do desempenho individual.

Os piquetes formados de Urochloa brizantha cv. Marandu foram
manejados a 25 cm de altura, por meio da técnica ‘put and take”
(Mott & Lucas, 1952), com 0s animais mantidos em sistema de pastejo continuo
e taxa de lotacdo variavel. Dessa forma, além dos animais testers, animais
adicionais (reguladores) foram usados para ajustar a pressédo de pastejo no
sentido de manter a altura do pasto ao redor de 25 cm.

Os quatro tratamentos testados foram: 1 — Suplemento energético sem
inclusdo de aditivos fitogénicos (SE); 2 — Suplemento energético com incluséo
de aditivos fitogénicos (SEAF); 3 — Suplemento mineral sem incluséo de aditivos
fitogénicos (SM); 4 — Suplemento mineral com inclusdo de aditivos fitogénicos
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(SMAF) (Tabela 2). O blend de aditivos fitogénicos continha carvacrol,
cinamaldeido e taninos hidrolisaveis, fornecidos nos tratamentos na dose de
1,5 g/kg de MS ingerida.

Os suplementos foram fornecidos diariamente as 09:00 h, sendo os
suplementos energéticos fornecidos na propor¢do de 0,3% do peso corporal
(PC), em que foram feitos ajustes semanais na quantidade ofertada.
Os suplementos minerais (suplemento mineral) foram fornecidos ad libitum.

Os suplementos energéticos utilizados sdo suplementos comerciais e ndo
foi autorizada a divulgacdo da composicdo percentual dos ingredientes.

Os suplementos nao continham ureia.

Tabela 2. Composi¢cao quimica dos suplementos utilizados na fase de recria
durante o periodo das 4guas

Suplementost

ftem SE SEAF SVE SMAF?
Composigdo quimica?

MM (%) 34,02 33,12 - -
MO (%) 65,98 66,88 - -
FDNcp (%) 30,32 30,31 - -
FDNi (%) 15,75 15,61 - -
Lignina (%) 1,70 1,16 - -
EE (%) 1,81 2,11 - -
EB (MJ/kg MS) 12,58 13,33 - -
PB (%) 14,87 15,02 - -
CNF (%) 5,07 6,40 - -
Fracédo (% PB)

A (% PB) 29,01 36,98 - -
Bl (% PB) 6,33 6,48 - -
B2 (% PB) 50,92 45,01 - -
B3 (% PB) 10,89 8,76 - -
C (% PB) 2,85 2,77 - .

1SE: Suplemento energético sem inclusdo de aditivos fitogénicos; SEAF: Suplemento energético
com inclusdo de aditivos fitogénicos; SM: Suplemento mineral sem inclusdo de aditivos
fitogénicos; SMAF: Suplemento mineral com inclusdo de aditivos fitogénicos; 2Composi¢ao
quimica — MM: Matéria mineral; MO: Matéria organica; CNF: Carboidratos néo fibrosos; FDNcp:
Fibra insolivel em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina; EE: Extrato etéreo; EB:
Energia bruta; PB: Proteina bruta. 3Niveis de garantia suplemento mineral: Célcio — 123,0 g kg?;
Fosforo — 90 g kgt; Cobre — 1.040,00 mg kg*; Manganés — 500 mg kg; Zinco — 2.000,0 mg kg-
1. Cobalto — 15,0 mg kg!; lodo — 67,0 mg kg; Selénio — 14,0 mg kg1. *SMAF — Niveis de garantia
semelhantes ao SM com inclusédo dos aditivos fitogénicos, composto por carvacrol, cinamaldeido
e taninos.
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2.3. Avaliacdo da forragem - Massa de forragem, composicao

morfologica e oferta de forragem

A altura média do dossel forrageiro foi mensurada semanalmente durante
o periodo experimental a partir da medi¢do de 80 pontos aleatorios por hectare,
com auxilio de régua graduada, para a manutencao da altura do pasto em 25 cm
por meio do ajuste nas taxas de lotacéo.

Foi realizada a avaliagdo da massa de forragem e componentes
morfoldgicos a cada 28 dias. Foram identificados trés pontos representativos da
altura média do dossel forrageiro, e delimitado a area de corte da forragem rente
ao solo com o auxilio de uma moldura circular de 0,25 m?.

As amostras foram coletadas, pesadas e, posteriormente, obtidas duas
sub-amostras. A primeira sub-amostra foi separada manualmente para a
determinacao da composi¢cao morfolégica em: material morto (lamina foliar seca
e colmo seco + bainha), lamina foliar verde, e colmo verde + bainha. A estimativa
da disponibilidade de matéria seca total (MST, kg MS/ha) de forragem de cada
piquete foi obtida na segunda sub-amostra. As sub-amostras foram pesadas e
secas em estufa com circulacdo de ar a 55°C por 72 horas, e posteriormente
pesadas novamente.

A carga animal em cada piquete foi avaliada e utilizada juntamente com a
massa de forragem para a obtencdo da estimativa de oferta de forragem
(kg MS/kg de PC). Da mesma forma, a massa de forragem de folhas
(kg de lamina foliar verde) e a carga animal foram utilizados para a obtencéo da
oferta de forragem de folhas (kg MS de folhas/kg de PC).

A matéria seca potencialmente digestivel (MSpd) foi calculada de acordo
com Paulino et al. (2006):

MSpd = 0,98 x (100 - FDN) + (FDN - FDNi)
Em que: 0,98 = coeficiente de digestibilidade verdadeiro do conteudo celular;

FDN = fibra em detergente neutro; FDNi = fibora em detergente neutro

indigestivel.
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2.4. Valor nutritivo — Analises quimico-bromatoldgicas

A composicdo quimica-bromatolégica da forragem foi avaliada nas
amostras de forragem coletadas por simulagcdo manual de pastejo (Halls, 1954).
As amostras foram coletadas a cada 28 dias e ap0s a coleta foram secas em
estufa com circulacdo forgcada de ar a 55°C por 72 horas; processadas em
moinho do tipo Willey com peneira de malha com crivo de 2 mm para as amostras
destinadas a analise de FDNi (fibra em detergente neutro indigestivel), conforme
Valente et al. (2011), e com peneira de malha com crivo de 1 mm para as demais
andlises. Amostras dos suplementos energéticos foram coletadas e destinadas
aos mesmos procedimentos de processamento.

As analises de matéria seca (MS), matéria organica (MO), matéria mineral
(MM), extrato etéreo (EE), e proteina bruta (PB) para a obtencdo do valor
nutritivo foram realizadas de acordo com os procedimentos da AOAC (1990).
O método de Dumas foi utilizado para a determinacédo do teor de PB por meio da
combustdo a seco, no equipamento Leco®, modelo FP-528 (Leco Corporation,
Michigan, USA).

A fibra insolivel em detergente neutro (FDN) e fibra insolavel em
detergente &cido (FDA) foram determinadas no equipamento Ankom® 2000
(Ankom Technologies, New York, USA). Utilizou-se a-amilase termo-estavel
(Van Soest et al., 1991) para determinacdo da FDN dos concentrados.

A determinacgao de FDA e lignina (H2SO4 72%) foram realizadas segundo
Robertson e Van Soest (1981), e nitrogénio insolivel em detergente neutro
(NIDN) e nitrogénio insoluvel em detergente acido (NIDA) conforme
recomendacdes de Licitra et al. (1996). O procedimento de incubacao in situ por
288 horas de Valente et al. (2011) foi utilizado para a obtencéo das estimativas
de FDNi da forragem, dos concentrados e das fezes.

O teor de energia bruta (EB) dos alimentos e das fezes foi determinado
por bomba calorimétrica adiabatica (PARR Instrument Company 6300,
lllinois, USA).

A energia digestivel (ED) foi calculada a partir da digestibilidade aparente
da EB, e a energia metabolizavel foi estimada a partir da multiplicagédo da ED
pelo fator corrigido encontrado apés as perdas de energia bruta por CHas, e urina,

estimado pela equacao de Street et al. (1964):
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EB urina (kcal/g) = 0,026 + 0,117 x % nitrogénio da urina, de cada tratamento:
SE: 0,8457, SEAF: 0,8509, SM: 0,8246, SMAF: 0,8058 (Teobaldo, 2021; dados
nao publicados).

Foi realizada, ainda, a analise do fracionamento dos compostos
nitrogenados dos suplementos fornecidos aos animais e da forragem durante o

periodo das aguas (Licitra et al., 1996).

2.5. Desempenho animal

Os animais testers foram pesados no inicio (18 de dezembro de 2018), e
no final do periodo experimental (30 de marco de 2019), as 05h30min, apos
jejum prévio alimentar e hidrico de 14 horas. O ganho médio diario foi calculado
pela raz@o entre a diferenca do peso final e inicial dos animais, e o periodo de
avaliacdo do desempenho (101 dias). Pesagens de acompanhamento foram
realizadas a cada 28 dias, sem jejum, no intuito de ajustar a taxa de lotacédo e o
fornecimento de suplemento.

A taxa de lotacéo e ganho por area foram calculados considerando os dias
de ocupacdo dos animais reguladores em cada piquete. Considerou-se no
calculo de ganho por area os ganhos individuais médios e 0 nimero de animais
testers e reguladores em cada piquete por dia, durante o periodo de avaliacao.

A taxa de lotagdo em unidades animal por hectare (450 kg PC/ha) foi
obtida a partir do peso corporal total dos animais testers e reguladores em cada

piquete, por dia, e assim, calculada a taxa de lotacdo média do periodo avaliado.

2.6. Consumo e digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes

O consumo e digestibilidade dos nutrientes foram avaliados em seis
animais testers por tratamento (dois animais/piquete; totalizando 24 animais)
apos o término da avaliacdo de desempenho, simultaneamente com a avaliagéo
de metano entérico.

A producéo fecal foi estimada a partir do uso do marcador externo 6xido
cromico (Cr203), acondicionado em cartuchos de papel e fornecidos na dose de
10 gramas durante 10 dias, as 06h00, via sonda esoféagica, sendo fornecido por

sete dias para adaptacao e os trés dias finais de coleta de fezes. As fezes foram
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coletadas no 8° dia as 17h00, 9° dia as 11h00 e 10° dia as 06h00, e
posteriormente, foram secas a 55°C por 72 horas, processadas, realizada uma
amostra composta dos 3 dias de coleta por animal, e armazenadas para posterior
analise quimica. A excrecao fecal foi determinada através da equacao:

Excrecéo fecal (g/dia) = Cr203 fornecido (g/dia) / Concentracao Cr203 (g/kg MS)

A partir da estimativa da excrecéo fecal e com a utilizacdo da FDNi como
marcador interno da forragem e suplemento foi estimado o consumo de
forragem. O consumo médio de suplemento na base da MS foi calculado a partir

da quantidade média de suplemento fornecida (% do PC) por animal por piquete.

2.7. Emissédo de metano entérico

A emissdo de metano foi mensurada apds o periodo de avaliacdo do
desempenho nos mesmos animais destinados a avaliacdo do consumo e
digestibilidade. Dessa forma, foram utilizados seis animais testers por tratamento
(dois animais/piquete; totalizando 24 animais), com peso corporal médio de
326 + 38,27 kg, utilizando a técnica do tragador hexafluoreto de enxofre SF6
(Johnson & Johnson, 1994; Berndt et al., 2014).

No inicio do periodo de 15 dias de adaptacao foi inserido no rimen dos
animais, via sonda esofagica, um tubo de permeacéao contendo SFs com taxa de
liberacdo conhecida, calibrado por diferenca gravimétrica até atingir peso
constante, no intuito de equilibrar o gas tracador no rimen (Berndt et al., 2014).
Sete dias antes do inicio das coletas de amostras do gas (8° dia da adaptacao),
os animais foram equipados com cabrestos e cangas de adaptacdo, sem 0s
aparatos de coleta.

No inicio do periodo de avaliagcdo, os cabrestos e cangas de adaptagéo
foram substituidos por um cabresto equipado com tubo capilar, o qual foi
ajustado na cabeca do animal, e conectado a uma camara (canga) de cloreto de
polivinila (PVC), equipada com valvula e registro.

As cangas foram previamente submetidas a vacuo e aferidas no momento
de serem utilizadas. Os aparatos de coleta foram colocados, também, em locais

estratégicos nos piquetes em que 0s animais estavam para corrigir a quantidade
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de gas presente no ambiente e que poderia influenciar as amostras eructadas
pelo animal.

Apo6s o periodo de 24 horas, as cangas foram trocadas, e pressurizadas
com N2 puro, sendo realizada a avaliagdo durante cinco dias consecutivos.
A determinacdo das concentracbes de CHs4 e SFes foram realizadas por
cromatografia gasosa, em um cromatografo a gas Shimadzu 2014 AF, sobre as
seguintes condicdes para mensurar SF6: injetor a 250°C, coluna a 80°C, usando
N2 como gés de arraste (30 ml/min), e o detector de captura elétrica a 325°C; e
CH4: usando H2 como gas de arraste (30 ml/min), detector de ingestdo de chama
a 280°C.

A producao de metano foi calculada com base nas concentracdes de CHa
e SFes presentes nas amostras dos animais, subtraido das concentracdes
presentes no ambiente, e a taxa de liberacdo de SFes das capsulas, utilizando a

seguinte equacao descrita por Berndt et al. (2014):

[CH,]amostra animal — [CH,]background air

g . ~
Met —)=T de lib SF¢ X
etano (dia) axa de liberagao >¥e [SF¢lamostra animal — [SFg|background air

peso molecular CH,

x 1000
peso molecular SFq

2.8. Anélises estatisticas

As variaveis estudadas durante o experimento de desempenho e emisséo
de CHas foram analisadas em delineamento inteiramente casualizado, com
arranjo fatorial 2 x 2 (A x B; Fator A: 2 suplementos — suplemento energético e
suplemento mineral e fator B: aditivos fitogénicos — sem ou com os aditivos
fitogénicos. Foram testados os efeitos do fator A, fator B e a interagdo entre os
fatores, considerados efeitos fixos. A unidade experimental adotada foi o piquete
(n=12).

Inicialmente os dados foram analisados quanto a normalidade dos
residuos e homocedasticidade das variancias. Nas variaveis de producéao e
composicado da forragem foram incluidas medidas repetidas no tempo (meses de
coleta). Para a analise, a estrutura da matriz de covariancia dos erros que se
ajusta aos dados foi escolhida conforme o critério de Akaike corrigido (AICc) e a

estrutura que melhor se ajustou foi ‘unstructured’. Os dados foram analisados
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utilizando o procedimento PROC MIXED do SAS (versédo 9.2). Efeitos foram
declarados significativos quando P < 0,05 e tendéncia considerada quando

P > 0,05 e < 0,10, e as medias foram comparadas pelo teste de Tukey.

3. RESULTADOS

3.1. Producéo e composicao da forragem

Os possiveis efeitos decorrentes dos tratamentos propostos na producao
e composicao da forragem foram minimizados a partir dos ajustes nas taxas de
lotacdo e foram nao significativos (P > 0,05). Dessa forma, considerou-se que 0s
efeitos nas caracteristicas de produc¢éo, morfolégicas e bromatoldgicas foram em
funcdo das condig¢des climéticas durante o periodo de avaliagédo (Tabela 3).

O fracionamento de compostos nitrogenados da forragem foi:
fracdo A (% PB): 26,64%; fracdo B1 (% PB): 7,40%; fracdo B2 (% PB): 45,70%;
fracéo B3 (% PB): 14,20; fracéo C (% PB): 6,06%.
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Tabela 3. Efeito dos meses de avaliagdo na massa de forragem, composi¢céo
morfolégica e composicdo quimico-bromatologica da forragem

(Urochloa brizantha cv. Marandu) durante o periodo das aguas

Meses P-valor
1 2 T

Item Janeiro  Fevereiro Marco Abril EPM Més
MFT (t MS/ha) 5,58 b 8,16 a 6,31b 6,06 b 0,21 <.0001
Oferta de 3,84b  470a 3,62b 3,29 b 0,19 0,001
forragem ' ' ' ' ' '
Oferta de
forragem 3,18 ab 3,78 a 295b 2,62b 0,40 0,002
(MSpd)
Oferta de 1,18ab 1,40 a 1,08 b 1,01b 0,06 0,009
folhas
Composi¢do morfolégica (%)
Folhas verdes 30,98 30,54 30,90 31,20 0,68 0,990
Colmos verdes 30,02a 27,77 ab 19,71 c 25,09 b 0,82 <.0001
M. Morto 39,00 b 41,69b 49,39 a 43,71 Db 1,13 0,005
Folha:Colmo 1,06 b 1,12 b 1,58 a 1,27 ab 0,04 <.0001
Composigdo quimicas (%)
MO 90,88 ¢ 91,65 a 90,58 d 91,30 b 0,07 <.0001
FDNcp 53,10 ¢ 57,89 a 52,14 c 55,55 b 0,38 <0.001
FDNi 16,13 c 18,74 a 17,41 b 19,32 a 0,26 <.0001
Lignina 342b 3,82a 3,83 a 4,14 a 0,06 0,002
EE 2,66 a 2,28¢c 2,61 ab 2,40 bc 0,05 0,001
EB (MJ/kg MS) 17,85 bc 18,17 a 17,79 ¢ 18,10 ab 0,04 0,002
PB 14,17 c 14,69 bc 17,09 a 15,37 b 0,22 <.0001
MSpd 82,70 a 80,46 b 81,52 ab 79,69 b 0,24 <.0001

IMFT: Massa de forragem total; Oferta de forragem total (kg MS/kg de PC); Oferta de folhas (kg
MS/kg de PC); 2EPM: Erro padrdo da média; *Composi¢cdo quimica de amostras obtidas por
técnica de pastejo simulado. 1 MJ = 239 Kcal. MO: Matéria organica; FDNcp: Fibra insolavel em
detergente neutro corrigida para cinzas e proteina; FDNi: Fibra insolivel em detergente neutro
indigestivel; EE: Extrato etéreo; EB: Energia bruta; PB: Proteina bruta; MSpd: Matéria Seca
Potencialmente Digestivel.

A massa de forragem total (disponibilidade de matéria seca total dos
pastos) (P <.0001) e a oferta de forragem (kg MS/kg de PC) (P = 0,001) foram
maiores durante o més de fevereiro (Tabela 3), e a proporcédo de material morto
foi maior (P = 0,005) durante o més de marco. Ainda durante o més de marco, o
teor de proteina bruta foi maior (P <.0001), visto também que houve maior

relacéo folha:colmo (P <.0001).
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3.2. Desempenho animal

N&o houve interacdo entre os suplementos fornecidos e os aditivos
fitogénicos nas variaveis de desempenho produtivo avaliadas (P > 0,05)
(Tabela 6).

O peso corporal final (kg) dos animais nao foi influenciado pelos
suplementos fornecidos ou inclusdo dos aditivos fitogénicos (P > 0,05)
(Tabela 6). Entretanto, o ganho médio diario (kg/dia) (P = 0,013), a taxa de
lotacdo (UA/ha) (P = 0,024) e o ganho por area (kg/ha/dia) (P = 0,005) foram
maiores nos animais que receberam o suplemento energético em comparagao
ao suplemento mineral, independente da inclusdo dos aditivos fitogénicos
(Tabela 6).

Tabela 6. Efeitos do fornecimento de suplemento energético ou suplemento
mineral, com inclusédo ou ndo de aditivos fitogénicos no desempenho
produtivo de bovinos em pastejo durante o periodo das 4guas, na fase

de recria
Tratamentos? P-valor

Supl.

1 3
Item SE  SEAF sM sMAF  EPMP gl adit x
Adit.
PCi (kg) 211,75 213,17 208,91 211,42 441 0802 0,831 0,952
PCf (kg) 349,17 352,50 338,00 338,08 6,15 0,314 0,893 0,898
GMD (kg/dia) 0,840 0,896 0,767 0,774 002 0,013 0422 0,535
TL (UA/ha) 532 521 460 4,72 0,13 0,024 0,977 0,609
Ganho por area 6,66 7,45 594 6,09 0,22 0,005 0,108 0,250

(kg/ha/dia)
1PCi: Peso corporal inicial; PCf: Peso corporal final; GMD: Ganho médio diario (kg/dia); TL: Taxa
de lotacdo (UA/ha); 2SE: Suplemento energético sem inclusdo de aditivos fitogénicos; SEAF:
Suplemento energético com inclusdo de aditivos fitogénicos; SM: Suplemento mineral sem
inclusédo de aditivos fitogénicos; SMAF: Suplemento mineral com inclusédo de aditivos fitogénicos;
SEPM: Erro padrdo da média.

3.3. Consumo de matéria seca e dos nutrientes

N&o houve interacdo entre os suplementos fornecidos e os aditivos
fitogénicos nas variaveis consumo de matéria seca e de nutrientes avaliadas
(P > 0,05) (Tabela 4).

O consumo de matéria seca (MS) de pasto (kg/dia e % PC)
nao foi afetado (P > 0,05) pelo uso de aditivos fitogénicos, mas apresentou
tendéncia de aumento (CMS pasto  kg/dia: P = 0,073
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CMS pasto % PC: P = 0,052) com o consumo de suplemento energético
(Tabela 4).

O consumo de FDNcp (% PC) nao foi influenciado pelos suplementos e
pelos aditivos fitogénicos. O consumo de MS total (P = 0,015), de matéria
organica (MO) (P = 0,023), proteina bruta (PB) (P = 0,012), e fibra insolavel em
detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp kg/dia: P = 0,044),
kg/dia, consumo de MS total, % PC (P = 0,005), e consumo de energia bruta
(EB MJ/dia: P = 0,026), energia digestivel (ED MJ/dia: P = 0,012) e energia
metabolizavel (EM MJ/dia: P = 0,008) foram maiores nos animais que receberam
0 suplemento energético em comparacao aos animais que receberam apenas
suplemento mineral, e ndo foram afetados pela inclusdo dos aditivos fitogénicos
(P > 0,05) (Tabela 4).

O consumo médio de suplemento mineral foi registrado e a média foi de
SM: 106 g/animal/dia e SMAF: 108 g/animal/dia.

A relacdo entre o teor de proteina e quantidade de matéria organica
digestivel (g PB/kg MOD) apresentou tendéncia (P = 0,077) de aumento nos
animais que consumiram suplemento mineral (suplemento energético:
258,74 g PB/kg MOD; suplemento mineral: 272,21 g PB/kg MOD) comparado
aos animais que consumiram suplemento energético. Além disso, os animais
que consumiram os aditivos fitogénicos apresentaram menor eficiéncia
(P =0,0001) narelacado entre o teor de proteina e quantidade de matéria organica
do que os animais que nao consumiram os aditivos fitogénicos (sem aditivos
fitogénicos: 247,39 g PB/kg MOD; com aditivos fitogénicos: 283,56 g PB/kg
MOD).
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Tabela 4. Efeitos do fornecimento de suplemento energético ou suplemento mineral, com inclusdo ou nao de aditivos fitogénicos no
consumo voluntario de nutrientes em bovinos em pastejo durante o periodo das 4guas, na fase de recria

ltemt Tratamentos? EPM? P-valor

SE SEAF SM SMAF Supl. Adit. Supl. x Adit.
Consumo (kg/dia)
MS total 7,87 7,92 5,17 5,03 0,57 0,015 0,964 0,931
MS Pasto 6,99 7,02 5,17 5,03 0,50 0,073 0,958 0,934
MS Suplemento 0,88 0,89 - - 0,05 - 0,896 -
MO 6,97 7,01 4,71 4,59 0,50 0,023 0,964 0,932
PB 1,18 1,21 0,77 0,78 0,08 0,012 0,893 0,954
FDNcp 4,11 4,12 2,88 2,87 0,29 0,044 0,999 0,982
g PB/kg MOD 244,86 272,61 249,92 294,51 7,04 0,077 0,0001 0,254
Consumo (% PC)
MS Total 2,40 2,33 1,63 1,55 0,14 0,005 0,751 0,987
MS Pasto 2,13 2,06 1,63 1,55 0,12 0,052 0,747 0,990
FDNcp 1,12 1,31 0,98 1,00 1,10 0,151 0,486 0,570
MJ/dia
EB 136,5 137,4 93,99 91,20 9,66 0,026 0,959 0,921
ED 85,15 80,59 57,15 47,93 5,97 0,012 0,527 0,830
EM 72,01 68,57 47,13 38,62 8,97 0,008 0,516 0,782

IMS: Matéria Seca; MO: Matéria Organica; PB: Proteina Bruta; FDNcp: Fibra Insolivel em Detergente Neutro corrigida para cinzas e proteina; EB: Energia
Bruta; ED: Energia Digestivel; EM: Energia Metabolizavel; 2SE: Suplemento energético sem inclus@o de aditivos fitogénicos; SEAF: Suplemento energético
com inclusdo de aditivos fitogénicos; SM: Suplemento mineral sem inclusdo de aditivos fitogénicos; SMAF: Suplemento mineral com inclusdo de aditivos
fitogénicos; 3EPM: Erro padrao da média.

3.4. Digestibilidade da matéria seca e de nutrientes

N&o houve interacdo entre os suplementos fornecidos e os aditivos fitogénicos nas variaveis digestibilidade da matéria seca

e de nutrientes avaliadas (P > 0,05) (Tabela 5).
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A digestibilidade da MS (P = 0,001), proteina bruta (P = 0,044) e energia (P = 0,050) foram maiores nos animais que receberam
0 suplemento energético do que nos animais que receberam suplemento mineral. Os animais que receberam a inclusao dos aditivos
fitogénicos tiveram menor digestibilidade da MS (P <.0001; sem aditivos fitogénicos: 64,7%; com aditivos fitogénicos: 55,5%), da
FDNcp (P =0,025; sem aditivos fitogénicos: 70,0%; com aditivos fitogénicos: 65,4%) e da energia (P = 0,023; sem aditivos fitogénicos:
61,6%; com aditivos fitogénicos: 56,3%). Os animais que receberam a inclusdo dos aditivos fitogénicos apresentaram tendéncia de
menor digestibilidade da matéria organica (sem aditivos fitogénicos: 65,61%; com aditivos fitogénicos: 61,26%)
(Tabela 5).

Tabela 5. Efeitos do fornecimento de suplemento energético ou suplemento mineral, com inclusdo ou néo de aditivos fitogénicos na
digestibilidade de nutrientes em bovinos em pastejo durante o periodo das aguas, na fase de recria

N Tratamentos? P-valor
Item? (%) SE SEAF SM SMAF EPM? Supl. Adit. Supl. x Adit,
DMS 67,95 57,08 61,45 54,01 1,20 0,001 <.0001 0,138
DMO 66,08 64,63 65,13 57,89 1,19 0,081 0,052 0,180
DPB 62,71 60,04 58,86 52,88 1,39 0,044 0,104 0,519
DFDNcp 70,36 67,74 69,82 63,01 1,09 0,185 0,025 0,287
DE 62,26 60,05 60,90 52,53 1,28 0,050 0,023 0,163

IDMS: Digestibilidade da Matéria Seca; DMO: Digestibilidade da Matéria Organica; DPB: Digestibilidade da Proteina Bruta; DFDNcp: Digestibilidade da Fibra
Insoltvel em Detergente Neutro corrigida para cinzas e proteina; DEB: Digestibilidade da Energia Bruta; 2SE: Suplemento energético sem inclusao de aditivos
fitogénicos; SEAF: Suplemento energético com inclusdo de aditivos fitogénicos; SM: Suplemento mineral sem inclusdo de aditivos fitogénicos; SMAF:
Suplemento mineral com inclusédo de aditivos fitogénicos; SEPM: Erro padrao da média.

3.5. Emissdo de metano entérico

N&o houve interagéo entre os suplementos fornecidos e aditivos fitogénicos nas variaveis de emissdo de metano entérico
avaliadas (P > 0,05) (Tabela 7).
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A producgdo diaria de CHas entérico apresentou tendéncia (P = 0,065) de aumento com o fornecimento do suplemento
energético (Tabela 7). A produgdo de CH4 em relagdo ao consumo de matéria seca, quantidade de matéria organica digestivel,
ganho médio diario, consumo de energia bruta e de energia metabolizavel, e na taxa de conversdo de energia bruta em CHa (Ym)

nao foram influenciados pelos suplementos ou aditivos fitogénicos (P > 0,05).

Tabela 7. Efeitos do fornecimento de suplemento energético ou suplemento mineral, com inclusdo ou néo de aditivos fitogénicos na
producdo de metano entérico de bovinos em pastejo durante o periodo das dguas, na fase de recria

ltem Tratamentos! EPM2 P-valor _
SE SEAF SM SMAF Supl. Adit. Supl. x Adit.
CHa (g/dia) 172,61 183,39 127,08 160,46 9,28 0,065 0,208 0,504
CHa (g/kg CMS) 23,53 21,60 23,14 28,84 1,59 0,310 0,568 0,262
CHa (g/kg MO digestivel) 40,55 39,04 38,77 52,98 3,20 0,365 0,345 0,249
CHa (kg/kg GMD) 0,21 0,18 0,18 0,19 0,01 0,619 0,459 0,329
CHa (g CEB MJ/dia) 1,37 1,24 1,28 1,60 0,09 0,483 0,610 0,241
Ym (%) 3 7,58 6,86 7,06 8,84 0,48 0,484 0,610 0,241

ISE: Suplemento energético sem inclusdo de aditivos fitogénicos; SEAF: Suplemento energético com inclusédo de aditivos fitogénicos; SM: Suplemento mineral
sem incluséo de aditivos fitogénicos; SMAF: Suplemento mineral com incluséo de aditivos fitogénicos; 2EPM: Erro padrdo da média; 3Taxa de converséo de
energia bruta consumida pelo animal que é transformada em CH4;

4. DISCUSSAO

O manejo do pasto em sistemas de producao a base de forragem é uma etapa crucial para o planejamento de um sistema
otimizado. Em sistemas de pastejo, o tamanho do bocado é fortemente influenciado pela altura do dossel (Hodgson, 1990), pois a

altura molda a estrutura do pasto.
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Dessa forma, o critério de interceptacdo luminosa de 95% permite a
alteracdo da estrutura do pasto, melhorando a composicdo da forragem
implicando em forragem com baixos teores de FDNi, em funcdo da alta
proporc¢éo de folhas verdes, o qual resulta em elevados teores de proteina bruta,
com maior proporcao das fragcdes de maior solubilidade (De Oliveira et al., 2015).

O manejo do pasto a 25 cm de altura por meio do ajuste na taxa de
lotacdo, permite que a concentracdo de FDNi seja minimizada e maior proporcéo
de FDNpd, de modo que néo limite o consumo de pasto, fornecendo matéria
seca potencialmente digestivel (MSpd), a qual se fundamenta dos conceitos de
qualidade e oferta de forragem disponivel para o animal no momento de pastejo
(Paulino et al., 2006) e o fornecimento entre 4% e 5% do PC em MSpd é
preconizado para associar a producao por animal, por area e a eficiéncia de
pastejo de 70% (Paulino et al., 2004). A MSpd média verificada durante o periodo
de estudo foi de 81%, ou seja, a oferta de pasto potencialmente digestivel € em
torno de 3,13 kg MSpd/kg PC.

As maiores producdes de forragem total e oferta de forragem durante o
més de fevereiro, e a maior propor¢éo de material morto durante o més de marco
foram influenciadas pela precipitacdo de chuva que foi maior durante o més de
fevereiro e teve reflexo no més seguinte.

A massa de forragem (kg/ha) promovida pelo manejo proposto no estudo
foi semelhante, exceto o valor superior verificado no més de marco devido as
condicBes climaticas, a encontrada em estudos como de Delevatti et al. (2019),
o qual utilizou o critério de manejo a 25 cm de altura em pastejo continuo com
taxa de lotacao variavel.

A maior intensidade de pastejo proporciona o manejo da altura do dossel
a 25 cm e possibilita maior taxa de lotacdo, com efeitos positivos no valor nutritivo
da forragem, pois o intervalo de visitas dos animais ao mesmo perfilho € menor,
com reducdo na maturidade média da rebrota e maior proporcao de folhas na
massa de forragem (Dubeux et al., 2006).

Em relacédo a estrutura do pasto, a maior relacéo folha:colmo verificada
no més de marco foi devido a menor propor¢éo de colmos verdes durante o
mesmo periodo, visto que ndo houve alteracdo da proporcao de folhas verdes.

Além disso, apesar da maior oferta de forragem durante o més de fevereiro, 0s
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maiores teores de FDNcp e da fracdo indigestivel, FDNi, podem ter interferido
no teor de proteina bruta.

A concentracdo de proteina bruta sugerida para proporcionar a
disponibilidade de nitrogénio amoniacal ruminal necessaria para nao restringir o
crescimento microbiano, e consequentemente, a utilizacdo dos carboidratos
fiorosos da forragem é de cerca de 100 g/kg de matéria seca
(Detmann et al., 2010).

Para haver aumento no consumo voluntario de forragem, a disponibilidade
de N deve ser maior que a necessaria para a degradacao ruminal, elevando essa
concentracdo de PB proxima a 145 g/kg MS (Detmann et al., 2014). Em todo o
periodo de avaliacdo do estudo, os teores de proteina bruta foram préximos ou
superiores (15,33% PB) ao recomendado para ndo limitar o consumo de
forragem.

Em razao da elevada qualidade da forragem presente no estudo, houve
apenas tendéncia de estimulo no consumo de forragem causado pelo
fornecimento do suplemento energético. Observou-se que 0 aumento no
consumo total dos animais foi no mesmo nivel em que o SE foi fornecido,
caracterizando efeito aditivo no consumo (Moore, 1980; Detmann et al., 2010).

O teor elevado de proteina bruta e a alta digestibilidade da forragem foram
respostas ao manejo de pasto adotado. Observa-se, ainda, que a forragem
apresentou a fracdo A do N em torno de 26,64%. Dessa forma, para melhor
eficiéncia da utilizacéo da proteina, é necessario a sincronizacao da degradacao
ruminal entre energia e proteina do pasto, justificando a utilizacdo do suplemento
energeético.

De acordo com Poppi e McLennan (1995), quando a relagc&o entre o teor
de proteina bruta e o valor energético da forragem excede 210 g de PB/kg de
matéria organica digestivel (MOD) ocorrem perdas e/ou transferéncia incompleta
da proteina ingerida para o intestino, e a maior eficiéncia ocorre quando esses
valores sao inferiores a 160 g de PB/kg MOD. Em todos os tratamentos esses
valores excederam a referéncia de 210 g de PB/kg de MOD (valores gerais em
média 265,48 g de PB/kg MOD), sugerindo a necessidade do fornecimento de
suplemento com maior teor de energia em situagdes como a do nosso estudo.

Aléem disso, a menor eficiéncia apresentada pelos animais que

consumiram os suplementos com a inclusao dos aditivos fitogénicos é justificada
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pela tendéncia de menor digestibilidade da matéria organica observada no
rumen desses animais.

O consumo de MS total dos animais que receberam apenas suplemento
mineral foi abaixo (5,17 kg/dia) do valor predito (6,05 kg/dia) pelas exigéncias
nutricionais estabelecidas pelo BR-Corte 3.0 (Valadares Filho et al., 2016) em
animais com peso corporal médio de 270 kg e ganho médio diario de
0,800 kg/dia. O menor consumo de MS total, proporcionou também, menores
consumos de energia digestivel e energia metabolizavel do que o preconizado
pelo BR-Corte 3.0 (Valadares Filho et al., 2016).

Consequentemente, o menor consumo de MS total dos animais
suplementados apenas com suplemento mineral influenciou o ganho meédio
diario. O GMD nos animais que receberam apenas suplemento mineral foi 11,5%
menor comparado aos animais que receberam suplemento energético.

Considerando essas exigéncias nutricionais o consumo de MS total dos
animais que receberam o suplemento energético (7,87 kg/dia) foi acima do
méaximo preconizado pelo BR-Corte 3.0 (6,65 kg/dia; Valadares Filho et al., 2016)
com maior consumo de energia digestivel e metabolizavel também. Em virtude
do maior consumo de MS advindo do SE, o consumo de proteina bruta desses
animais foi 55,23% maior do que o preconizado pelo BR-Corte 3.0
(Valadares Filho et al., 2016) de 760,13 g/dia para ganhos de 800 gramas/dia.

De acordo com a composi¢do quimico-bromatologica dos suplementos
energéticos, os teores de matéria mineral foram elevados, cerca de 33,5%,
indicando a adi¢édo de elevado teor de material inerte em sua composicao.

Além disso, o suplemento energético foi composto por farelo de gluten de
milho, proporcionando suplemento com menor energia bruta (MJ/kg MS) quando
comparado a um suplemento composto por milho e polpa citrica como fonte de
energia, conforme visto no estudo de Barbero et al. (2015). Adicionalmente, a
oferta de forragem (kg MS/kg PC) e composicao foram semelhantes nos dois
estudos, justificando o menor ganho de peso proporcionado pelo suplemento
energeético.

O modelo proposto por Mott (1960) descreve o ponto 6timo de ganho por
animal (kg/animal/dia) e ganho por area (kg/ha), visto que quando ocorre maior
ganho por animal ha condicbes de sub pastejo, pois, a taxa de lotacdo (UA/ha)

é reduzida, resultando em altura de pastejo maior e alta oferta de forragem, mas
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baixo ganho por area. O maior ganho individual ocorre, pois ha menor
competicdo de alimento pelos animais, possibilitando maior seletividade da
forragem. O incremento no ganho por area pode ocorrer com 0 aumento na taxa
de lotagdo, no entanto, 0 maximo ganho por animal ndo é mais obtido.

O ganho médio diario responde ao aumento da oferta de forragem
(kg MS/kg PC), atingindo maior ganho de peso por animal (kg/cab/dia), no
entanto, para conciliar com maior ganho por area (kg/ha) é necessario fornecer
aos animais nutrientes complementares por meio da suplementacéo
(Sollenberger e Vanzant et al., 2011). Dessa forma, a inclusdo do suplemento
energético permitiu aumentar a intensidade de pastejo, obtendo maior taxa de
lotacdo (UA/ha), e consequentemente, maior ganho por area (kg/ha), além do
maior GMD.

Adicionalmente, a composicdo do suplemento energético pode ter sido um
dos fatores que influenciaram a falta de efeito dos aditivos fitogénicos no GMD,
pois outros nutrientes podem ter sido limitantes, como a energia, visto que a EB
no suplemento utilizado por Barbero et al. (2015) foi de 20,1 MJ/kg MS enquanto
em nosso estudo foi de 12,96 MJ/kg MS. Além disso, a dose dos aditivos
fitogénicos fornecida no presente estudo foi de 0,15% da MS ingerida, enquanto
Min et al. (2012) encontraram GMD 20% maior em novilhas suplementadas com
taninos de castanha, fonte de taninos hidrolisaveis, com dose fornecida de
1,5% do consumo de matéria seca.

Concentra¢fes de tanino acima de 2% da MS da dieta podem reduzir o
CMS e, consequentemente, o desempenho animal (Jayanegara et al., 2012).
Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo foram consistentes, pois
a inclusao da baixa concentracdo de taninos hidrolisaveis ndo afetou o CMS e
GMD. Da mesma forma, Beauchemin et al. (2007) ndo verificaram efeitos de
taninos condensados a 0%, 1% e 2% da MS da dieta sobre esses parametros
em novilhos (223 kg peso corporal inicial), alimentados com dieta de 70% da MS
de forragem.

Os aditivos fitogénicos incluidos na dieta ndo alteraram a emissao de CHa
entérico, a qual tendeu ser maior nos animais que receberam suplemento
energético, independente da inclusdo de aditivos.

Em andlise de uma base de dados intercontinental (dados da Europa,
Ameérica do Norte, Brasil, Australia e Coreia do Sul) as equacdes indicaram
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relacéo positiva da producao de CH4com o CMS, pois a quantidade de substrato
disponivel para a fermentacdo microbiana e, consequentemente, para a
metanogénese é maior (Van Lingen et al., 2019). Vacas alimentadas com feno
que continha 4,5% de taninos hidrolisaveis também tiveram a emissao de CHa
positivamente correlacionada com o CMS (Stewart et al., 2019).

Associacdo positiva entre suplemento energético sem aditivo e
abundéancia ruminal de Archaeas do filo Euryarchaeota e do género
Methanobrevibacter.spp. foi verificada em estudo com o fornecimento do mesmo
suplemento (Teobaldo, 2021; dados néo publicados) e essa associagéo pode ser
relacionada ao efeito na degradacdo da matéria organica (Zhang et al., 2019).

As perdas de energia dos alimentos, calculada pela taxa de converséo de
energia bruta consumida pelo animal que é transformada em CHa4 (Ym %) € cerca
de 2 a 12% (Johnson e Johnson, 1995) com maiores perdas em animais
alimentados com forragem (IPCC, 2019).

O fornecimento de alimentos concentrados pode influenciar a taxa de
conversdo da energia bruta em CHa, pois a digestibilidade da dieta influencia a
conversdo. De acordo com o IPCC (2019) dietas com digestibilidade entre
63% e 70% podem ser caracterizadas como dietas de boa qualidade e
apresentam emissdo de CHs com Ym de 6,3%. No presente estudo, as
digestibilidades das dietas foram menores que 63% (exceto em animais
suplementados com suplemento energético sem aditivo).

Em relacdo ao efeito da dose de taninos fornecida, a emissdo de CHa
entérico de bovinos de corte alimentados com dieta de alta forragem, em dose
de 1,5% da MS da dieta de taninos condensados, hidrolisaveis ou a combinac¢éo
apresentou tendéncia em reduzir as emissdes de CH4 (Aboagye e Beauchemin
2018). Os autores ressaltaram ainda, que, os taninos em baixas concentracdes
(doses de 0,25% da MS da dieta) se ligam com componentes da dieta como as
fiboras e proteinas, e sdo insuficientes para provocar efeito inibitério nas
metanogénicas.

Os microrganismos metanogénicos sdo altamente sensiveis a toxicidade
causada pelos produtos da degradacdo dos taninos hidrolisaveis, como o &cido
galico, acido galotanico e pirogalol (Scalbert, 1991). No entanto, os taninos
condensados tém ligagdo mais forte com os nutrientes do que 0s taninos

hidrolisaveis e ndo se degradam no ambiente ruminal (McSweeney et al., 2001),
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podendo até mesmo reduzir a digestibilidade dos nutrientes (Ahnert et al., 2015;
Yang et al., 2017).

Em estudos in vitro, a producdo de CHa foi reduzida em mais de 40% com
a suplementagcao com extratos de tanino de castanha na dose 37,8 g/kg MS e
de valonea em 35,6 g/kg MS, ambos extratos de taninos hidrolisaveis
(Hassanat e Benchaar, 2012). Contrariamente, a dose de 11,9 g/kg MS de
extrato de tanino de castanha néo foi suficiente para reduzir a producao de CHa4
(Krueger et al., 2010). Dessa forma, além da fonte de tanino utilizado, a
composi¢do e o nivel de suplementacéo interferem nos resultados obtidos com
0s extratos de taninos hidrolisaveis.

Além dos taninos hidrolisaveis, o blend de aditivos fitogénicos utilizado no
estudo foi composto por 6leos essenciais (carvacrol e cinamaldeido). A emissao
de CHa4 nédo foi afetada pela inclusdo dos aditivos fitogénicos. Isso pode ocorrer
em funcdo dos 6leos essenciais poderem ser rapidamente metabolizados em
formas menos ativas no rumen, causando uma falta de efeitos, além da sua
eficAcia ser um fator dose-dependente (Patra, 2011). Altas doses de Oleos
essenciais podem afetar negativamente o consumo e a digestibilidade de
nutrientes, e baixas doses podem, ainda, estimular essas variaveis,
consequentemente, o desempenho animal seria melhorado (Patra, 2016;
Teobaldo et al., 2020).

Doses maiores sdo sugeridas para se verificar o possivel efeito desses
aditivos fitogénicos na emissdo de CHs em virtude de baixas concentractes
poderem ser rapidamente metabolizadas pelos microrganismos do raimen e ser
insuficiente para provocar efeito nos microrganismos ruminais.

A complexidade do ambiente ruminal e a interacdo dos compostos
presentes nos 0leos essenciais com a fermentacao da dieta dificultam a predicdo
de efeitos dos 6leos essenciais. Animais alimentados com dietas de alta
forragem e um blend de 6leos essenciais composto por timol, guaiacol e outros
compostos, reduziram a digestibilidade da FDN (Beauchemin e McGinn, 2006).
Contrariamente, Oh et al. (2019) ndo observaram efeito de um blend composto
por carvacrol, eugenol e timol, fornecido na dose de 35 g/cab/dia, na
digestibilidade da FDN.

Os taninos hidrolisaveis, presentes no blend utilizado em nosso estudo,

geram produtos em sua degradagcdo que sdo toxicos para microrganismos
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fibroliticos como Ruminococcus flavefaciens, Fibrobacter succinogenes e
populacdes de fungos anaerobicos, reduzindo a degradacéo da fibra no rimen
(Jayanegara et al., 2015). Tendéncia de reducédo da abundancia de um género
de bactérias da familia Ruminococcaceae (Ruminococcaceae.UCG-010),
Roseburia spp. e Moryella spp. foi verificado por Teobaldo (2021) avaliando o
blend de aditivos fitogénicos composto por taninos hidrolisaveis e Oleos
essenciais (carvacrol e cinamaldeido) utilizado em nosso estudo.

A inclusdo de 3% de taninos condensados na dieta de vacas causou
redugéo na digestibilidade da MS, FDN e FDA, e em menor grau, taninos
hidrolisaveis ha mesma dose afetaram negativamente a digestibilidade desses
nutrientes (Zhang et al., 2019). Adicionalmente, a infusao intraruminal de taninos
condensados em doses de 4% e 6% da MS ingerida proporcionaram reducéo na
digestibilidade da FDN (Ahnert et al., 2015). Efeito semelhante foi observado nos
animais que receberam os aditivos fitogénicos neste estudo na digestibilidade da
MS, FDN e energia.

Além disso, os taninos podem formar complexos com as enzimas
digestivas secretadas por bactérias (Lee et al., 2009), afetando a digestibilidade
de nutrientes no ramen, e ainda, a fermentacdo ruminal dos carboidratos pode
ser reduzida pela indisponibilizacdo dos carboidratos para a digestdo devido a
uma formacgdo complexa dos taninos com carboidratos da parede celular que
podem impedir a fixacdo microbiana (McAllister et al., 1994; Smith et al., 2005).

Apesar da reducdo da digestibilidade desses nutrientes no estudo, o
desempenho dos animais que receberam os aditivos fitogénicos ndo foi
comprometido. Adicionalmente, o efeito de reducdo na digestibilidade da MS e
da fibra foram encontrados em estudos com maiores doses de taninos ou de
Oleos essenciais. Em razdo da baixa concentracdo dos aditivos fitogénicos
utilizados nesse estudo esses resultados ndo eram esperados.

Independente da inclusdo dos aditivos fitogénicos nos suplementos, o
fornecimento de suplemento energético aumentou a digestibilidade da MS, PB e
da energia. Em forragens de alta qualidade, o perfil quimico da PB apresenta
altas propor¢cbes de compostos nitrogenados nao-proteicos (NNP) e de
compostos  nitrogenados  associados a  fibra  insolavel (PIDN)
(Detmann et al., 2005).
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Dessa forma, a velocidade de disponibilizacdo da energia da forragem
nao é compativel com a alta degradacdo do NNP da forragem, havendo um
desbalanco metabdlico de proteina metabolizavel/energia metabolizavel
(Detmann et al., 2010), o que pode ser melhorado com o fornecimento do

suplemento energeético.

5. CONCLUSAO

O maior consumo de nutrientes ocasionado pelo consumo de suplemento
energético ndo influencia a emissdo de metano entérico. A inclusdo do
suplemento energético melhora a digestibilidade de nutrientes, e
consequentemente o desempenho produtivo de tourinhos Nelore em pastejo de
Urochloa brizantha cv. Marandu, durante o periodo das aguas.

A inclusdo de aditivos fitogénicos compostos por O6leos essenciais
(carvacrol, cinamaldeido e taninos hidrolisaveis), na dose de 1,5 g/kg MS
ingerida afeta negativamente a digestibilidade de nutrientes e nao possui
potencial para reduzir as emissdes de CHaentérico.
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CAPITULO 3 - ADITIVOS FITOGENICOS ALTERAM A FERMENTACAO
RUMINAL, EFICIENCIA DE UTILIZACAO DE NITROGENIO
E COMUNIDADE BACTERIANA RUMINAL DE
TOURINHOS NELORE SUPLEMENTADOS E EM PASTEJO
NO PERIODO DAS AGUAS?

RESUMO - Objetivou-se avaliar o consumo e digestibilidade de
nutrientes, parametros ruminais, eficiéncia de utilizagdo de nitrogénio e
comunidade bacteriana ruminal de tourinhos Nelore em pastos de capim
Marandu durante o periodo das aguas recebendo suplemento energético ou
suplemento mineral, sem ou com inclusdo de aditivos fitogénicos
(blend carvacrol, cinamaldeido e taninos hidrolisaveis), na dose de 1,5 g/kg de
MS ingerida. Oito tourinhos Nelore, castrados, canulados no rimen, com peso
corporal médio de 456,6 kg + 32,8 kg, foram distribuidos em delineamento
quadrado latino duplo 4x4, com arranjo fatorial 2x2. Os tratamentos avaliados
foram: 1 — Suplemento energético sem inclusao de aditivos fitogénicos (SESAF);
2 — Suplemento energético com inclusdo de aditivos fitogénicos (SECAF);
3 — Suplemento mineral sem inclusdo de aditivos fitogénicos (SMSAF);
4 — Suplemento mineral com inclusdo de aditivos fitogénicos (SMCAF). Os
suplementos energéticos foram fornecidos na quantidade de 0,3% do peso
corporal e os suplementos minerais, foram fornecidos ad libitum. Os periodos de
avaliacdo foram de 21 dias (14 dias - adaptacdo a dieta; 7 dias - coleta de
amostras). Nao houve interacdo suplemento x blend de aditivos fitogénicos no
consumo, digestibilidade da MS e de nutrientes e parametros ruminais.
O consumo da MS total (P = 0,001), MO (P = 0,003), PB (P = 0,006), FDNcp
(P =0,017) e de energia (P < 0,05) foram maiores nos animais que consumiram
suplemento energético. O consumo de MS e de nutrientes ndo foram
influenciados (P > 0,05) pelos aditivos fitogénicos. A digestibilidade da MS
(P = 0,0004), MO (P <.0001), PB (P <.0001), FDNcp (P = 0,0006) e de energia
(P <.0001) foram maiores nos animais que consumiram suplemento energético.
A digestibilidade da MS apresentou tendéncia de reducdo (P = 0,073) nos
animais que consumiram aditivos fitogénicos. O pH, AGCC total e proporcéo de
isobutirato (%) nao foram influenciados (P > 0,05) pelos aditivos fitogénicos.
Houve tendéncia de maior proporcdo de propionato (P = 0,074) no rimen dos
animais que consumiram os aditivos fitogénicos, com incremento de 1,98%.
Houve interagéo suplemento x blend de aditivos fitogénicos na excrecao de N na
urina (P = 0,033), sendo maior a excrecdo em animais que consumiram
suplemento energético sem aditivos. Nao houve efeito dos suplementos e
aditivos fitogénicos na eficiéncia microbiana (P > 0,05). Os aditivos fitogénicos
tenderam reduzir a abundéancia da familia Ruminococcaceae.UCG-010
(P =0,089), Roseburia spp. (P =0,081) e Lachnospiraceae NK3A20 group
(P =0,089). O suplemento energético melhora a utilizacdo de nutrientes e
eficiéncia de utilizagdo do nitrogénio. A inclusdo do blend de aditivos fitogénicos,
na dose 1,5 g/kg MS consumida, em suplemento energético ou suplemento
mineral fornecidos a tourinhos Nelore em pastejo durante o periodo das aguas,
altera a comunidade microbiana ruminal e ndo possui potencial para melhorar a
utilizagéo de nutrientes.

Palavras-chave: microbiota ruminal, taninos hidrolisaveis, uso de nitrogénio
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CHAPTER 3 - PHYTOGENIC ADDITIVES ALTER RUMINAL
FERMENTATION, NITROGEN UTILIZATION EFFICIENCY
AND RUMEN BACTERIAL COMMUNITY OF NELLORE
BULLS SUPPLEMENTED AND GRAZING IN THE RAINY
SEASON?

ABSTRACT - This study aimed to evaluate nutrient intake and
digestibility, ruminal parameters, nitrogen utilization efficiency and ruminal
bacterial community of Nelore bulls in Marandu grass pastures during the period
of water receiving energy supplement or mineral supplement, without or with the
inclusion of phytogenic additives (blend carvacrol, cinnamaldehyde and
hydrolysable tannins), at a dose of 1.5 g/kg of ingested DM. Eight Nellore bulls,
castrated, cannulated in the rumen, with an average body weight of 456.6 kg +
32.8 kg, were distributed in a 4x4 double Latin square design, with a 2x2 factorial
arrangement. The treatments evaluated were: 1 — Energy supplement without
inclusion of phytogenic additives (SESAF); 2 — Energy supplement with inclusion
of phytogenic additives (SECAF); 3 — Mineral supplement without inclusion of
phytogenic additives (SMSAF); 4 — Mineral supplement with inclusion of
phytogenic additives (SMCAF). Energy supplements were provided in the
amount of 0.3% of body weight and mineral supplements were provided ad
libitum. The evaluation periods were 21 days (14 days - adaptation to the diet; 7
days - sample collection). There was no interaction supplement x blend of
phytogenic additives in consumption, DM and nutrient digestibility and ruminal
parameters. Total MS intake (P = 0.001), MO (P = 0.003), CP (P = 0.006), NDFcp
(P = 0.017) and energy (P < 0.05) were higher in animals that consumed an
energy supplement. DM and nutrient intake were not influenced (P > 0.05) by
phytogenic additives. MS digestibility (P = 0.0004), MO (P <.0001), CP (P
<.0001), NDFcp (P = 0.0006) and energy (P <.0001) were higher in animals that
consumed energy supplement. DM digestibility showed a tendency to decrease
(P = 0.073) in animals that consumed phytogenic additives. pH, total SCFA and
proportion of isobutyrate (%) were not influenced (P > 0.05) by phytogenic
additives. There was a trend towards a higher proportion of propionate (P =
0.074) in the rumen of the animals that consumed the phytogenic additives, with
an increase of 1.98%. There was an interaction supplement x blend of phytogenic
additives in the excretion of N in the urine (P = 0.033), with higher excretion in
animals that consumed energy supplement without additives. There was no effect
of supplements and phytogenic additives on microbial efficiency (P > 0.05).
Phytogenic additives tended to reduce the abundance of the Ruminococcaceae
family.UCG-010 (P=0.089), Roseburia spp. (P=0.081), and Lachnospiraceae
NK3A20 group (P=0.089). The energy supplement improves nutrient utilization
and nitrogen utilization efficiency. The inclusion of the blend of phytogenic
additives, at a dose of 1.5 g/lkg DM consumed, in an energy supplement or
mineral supplement provided to Nellore young bulls grazing during the wet
season, alters the ruminal microbial community and does not have the potential
to improve utilization of nutrients.

Keyword: hydrolyzable tannins, nitrogen use, ruminal microbiota
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1. INTRODUCAO

A atividade microbiana ruminal é responsavel por grande parte do
suprimento de nutrientes como proteinas, energia e minerais ao hospedeiro.
Compostos como os ionéforos tém potencial para melhorar a eficiéncia de
utilizacdo desses nutrientes, mas sua utilizacdo tem sido banida em funcéo de
possivel resisténcia bacteriana e residuos em produtos de origem animal
(Tedeschi et al., 2011; Clark et al., 2012). Dessa forma, os aditivos fitogénicos
surgem como alternativa para substituicido desses compostos, para manipular o
ambiente ruminal e melhorar a eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes em
ruminantes.

Os compostos presentes nos 6leos essenciais como o cinamaldeido,
derivado da canela, tem demonstrado alto poder antioxidante
(Biondo et al., 2017) e atividade antimicrobiana (Patra and Yu, 2012), em funcéo
da presenca de compostos quimicos da classe fenilpropanoides
(Geraci et al., 2012). O grupo carbonila presente no cinamaldeido € capaz de se
ligar as proteinas e enzimas da parede celular microbiana e causar danos a
membrana citoplasmatica, com consequente perda de Vviabilidade
(Nazzaro et al., 2013). Estudos in vitro sugerem que este composto pode
melhorar a eficiéncia de energia e utlizacdo de N no rdamen
(Busquet et al., 2006).

Oriundo do orégano, o composto fendlico carvacrol é considerado um
forte antimicrobiano (Calsamiglia et al., 2007), devido ao grupo hidroxila presente
em sua molécula, que funciona como um transportador de ions, e a alta
hidrofobicidade. Essas moléculas hidrofébicas penetram, principalmente, na
célula das bactérias Gram-positivas, e podem atuar tanto na parede celular como
no citoplasma (Nazzaro et al., 2013).

De acordo com a dose do composto utilizado, os 6leos essenciais podem
prejudicar nas bactérias as enzimas necessarias a producdo de energia ou até
mesmo desnaturar proteinas (Tiwari et a., 2009). O carvacrol tem o potencial de
modular a fermentag&o ruminal in vitro, reduzindo a degradabilidade ruminal da
proteina e reduzindo relacéo acetato:butirato (Garcia et al., 2007).

Por outro lado, os taninos hidrolisaveis (poliésteres de &cido galico e

varios agucares individuais), que sdo compostos polifendlicos solUveis em agua,
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sintetizados durante o metabolismo secundario das plantas e possuem potencial
de acao antimicrobiana por reagirem com a parede celular dos microrganismos
e com as enzimas extracelulares secretadas, podem influenciar tanto bactérias
guanto Archaeas metanogénicas (Jayanegara et al., 2015; Witzig et al., 2018;
Aboagye et al., 2018). Apesar de também apresentarem esse potencial, 0s
taninos condensados podem afetar negativamente a digestibilidade dos
nutrientes (Ahnert et al., 2015), contrariamente ao observado com a inclusao de
taninos hidrolisaveis (Aboagye et al., 2019).

Niveis de inclusdo baixos a moderados (normalmente < 20 g/kg de MS)
de taninos hidrolisaveis tém sido utilizados (Krueger et al., 2010; Toral et al.,
2011; Stewart et al., 2019) para evitar a toxicidade decorrente da sua degradacéo
por alguns microrganismos do ramen (Nelson et al.,, 1995) e obter efeitos
benéficos, como maior concentracao de acidos graxos volateis no rimen do que
quando utilizados taninos condensados (Costa et al.,, 2018), reducdo na
excrecdo de nitrogénio urinario (Aboagye et al., 2019) e menor relacéo
acetato:propionato (Yang et al., 2017).

Entretanto, o estudo da associacdo de taninos hidrolisdveis e 6leos
essenciais na dieta de bovinos a pasto e seus efeitos no ambiente ruminal é
ainda limitado. As hipo6teses estudadas foram que o uso combinado de taninos
hidrolisaveis e 6leos essenciais reduz a concentracdo de nitrogénio amoniacal
ruminal, aumenta a proteina metabolizavel, e consequentemente, reduz a
excrecao de nitrogénio via urina. Além disso, a manipulacdo do ambiente ruminal
reduz a proporcao relativa de Archaeas metanogénicas.

Objetivou-se a inclusdo de um blend de aditivos fitogénicos, Oleos
essenciais (carvacrol e cinamaldeido) e taninos hidrolisaveis, na dose
1,5 g/kg MS consumida, em suplemento energético ou suplemento mineral,
fornecidos a tourinhos Nelore em pastejo em Urochloa brizantha cv. Marandu
durante o periodo das aguas, para avaliar os efeitos sobre os parametros
ruminais, consumo e digestibilidade de nutrientes, eficiéncia de utilizacdo de

nitrogénio e na comunidade bacteriana ruminal.
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2. MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental cumpriu os Principios Eticos para Pesquisa em
Animais e foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP; Protocolo n° 12703/15).

2.1. Local e area experimental

O experimento foi conduzido no setor de Forragicultura da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinaria (FCAV) da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo, durante o
periodo das &guas, de janeiro de 2018 a abril de 2019, com tourinhos Nelore em
pastejo em Urochloa brizantha cv. Marandu, recebendo suplemento energético
ou suplemento mineral, com ou sem aditivos fitogénicos.

Os dados meteorologicos, temperatura (°C) e precipitagdo (mm)
registrados durante o periodo experimental pela Estacdo Agroclimatologica do
Campus de Jaboticabal, localizada na latitude 21°14°05” sul, e longitude
48°17°09” oeste com altitude de 615 metros, apresentaram média nos meses de
janeiro, fevereiro, marco e abril de 26,1° 24,4° 24,5° 23,9° e 148,1 mm;
282,6 mm; 115,2 mm; 97,6 mm, respectivamente. Apds o término do
experimento, os dados foram extraidos do acervo de dados do Departamento de
Ciéncias Exatas da Estacdo Agroclimatologica.

A éarea destinada aos animais era formada por Urochloa brizantha
cv. Marandu, dividida em 12 piguetes experimentais, com area total de 12 ha, e
piguetes de 0,7 e 1,3 ha, foi utilizada juntamente com animais destinados a
avaliacdo de desempenho animal (Teobaldo, 2021; dados ndo publicados).
O ajuste da taxa de lotacdo foi realizado com o auxilio de uma é&rea reserva de
1 ha. O pasto foi manejado a 25 cm de altura, por meio da técnica “put and take”
(Mott & Lucas, 1952), com os animais mantidos em sistema de pastejo continuo
e taxa de lotacao variavel.

A érea foi adubada de acordo com a anélise de solo realizada, e foram
aplicados 100 kg/ha de P20s, 200 kg/ha de K20, divididos em duas aplicacoes,
e 180 kg/ha de N, divididos em trés aplicacdes. A fonte de nitrogénio utilizada foi

0 nitrato de amonio, e as aplicacdes foram realizadas em 16 de dezembro de
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2018, 24 de janeiro de 2019 e 02 de marco de 2019, coincidindo com as
condicBes climaticas favoraveis a aplicacao.

Os animais tinham acesso a cocho (30 cm lineares por animal) e
bebedouro, e o centro de manejo da &rea é dotado de curral com tronco de
contencgédo, balanca digital e apartador, onde foram realizadas as coletas das

amostras.

2.2.  Animais e tratamentos experimentais

Oito tourinhos Nelore, castrados, canulados no rimen, com peso corporal
médio de 456,6 kg + 32,8 kg, distribuidos em delineamento quadrado latino duplo
4 x 4, em arranjo fatorial 2 x 2 (A x B; 2 suplementos — A: suplemento energético
e suplemento mineral; Aditivo — B: sem aditivos fitogénicos e com aditivos
fitogénicos).

Os animais foram alocados na area experimental e foram adaptados ao
ambiente em 18 de dezembro de 2018. Apés 14 dias de adaptacao as condicdes
experimentais, iniciou-se os periodos de avaliacdo, sendo quatro periodos de
21 dias, em que os 14 dias iniciais eram destinados a adaptacéo dos animais a
dieta experimental e os 7 dias finais a coleta de amostras.

Os tratamentos consistram de quatro suplementos (Tabela 1):
Suplemento energético sem inclusdo de aditivos fitogénicos (SESAF);
Suplemento energético com inclusdo de aditivos fitogénicos (SECAF);
Suplemento mineral sem inclusdo de aditivos fitogénicos (SMSAF); e
Suplemento mineral com inclusdo de aditivos fitogénicos (SMCAF). O blend de
aditivos fitogénicos continha carvacrol, cinamaldeido e taninos hidrolisaveis,
fornecidos na dose de 1,5 g/kg de MS ingerida.

Os suplementos foram fornecidos diariamente as 09:00 h, sendo os
suplementos energéticos foram fornecidos na proporcdo de 0,3% do peso
corporal (PC), em que foram feitos ajustes semanais na quantidade ofertada.

Os suplementos minerais (suplemento mineral) foram fornecidos ad libitum.
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Tabela 1. Composi¢cdo quimica e fracionamento de proteina dos suplementos

energético e da forragem utilizados durante o periodo das dguas
Suplementos? Forragem
SESAF SECAF Janeiro  Fevereiro Marco  Abril Média

Composicéo quimica?

Item

MM (%) 34,02 33,12 - - - -

MO (%) 65,98 66,88 90,88 91,65 90,58 91,30 -
FDNcp (%) 30,32 30,31 53,10 57,89 52,14 55,55 -
FDNi (%) 15,75 15,61 16,13 18,74 17,41 19,32 -
Lignina (%) 1,70 1,16 3,42 3,82 383 4,14 -
EE (%) 1,81 2,11 2,66 2,28 261 240 -
EB (MJ/kg MS) 12,58 13,33 17,85 18,17 17,79 18,10 -
PB (%) 14,87 15,02 14,17 14,69 17,09 15,37 -

Fracéo (% PB)

A 29,01 36,98 - - - - 26,64
Bl 6,33 6,48 - - - - 7,40
B2 50,92 45,01 - - - - 45,70
B3 10,89 8,76 - - - - 14,20
C 2,85 2,77 - - - 6,06

ISESAF: Suplemento energético sem inclusdo de aditivos fitogénicos; SECAF: Suplemento
energético com incluséo de aditivos fitogénicos; 2Composi¢do quimica — MM: Matéria mineral;
MO: Matéria organica; CNF: Carboidratos néo fibrosos; FDNcp: Fibra insollvel em detergente
neutro corrigida para cinzas e proteina; EE: Extrato etéreo;
EB: Energia bruta; PB: Proteina bruta. 3Niveis de garantia suplemento mineral (SM): Calcio —
123,0 g kg't; Fésforo — 90 g kgt; Cobre — 1.040,00 mg kgt; Manganés — 500 mg kg; Zinco —
2.000,0 mg kg!; Cobalto — 15,0 mg kg; lodo — 67,0 mg kg; Selénio — 14,0 mg kg?. *SMAF —
Niveis de garantia semelhantes ao SM com inclusdo dos aditivos fitogénicos, composto por
carvacrol, cinamaldeido e taninos.

2.3. Avaliacdo da forragem - Massa de forragem, composicao
morfolégica e oferta de forragem

A manutencéo da altura do pasto em 25 cm foi realizada por meio do
ajuste nas taxas de lotacdo. Para isso, durante todo o periodo experimental, a
altura média do dossel forrageiro foi mensurada semanalmente, a partir da
medicdo de 80 pontos aleatdrios por hectare, com auxilio de régua graduada.

A avaliacdo da massa de forragem e componentes morfologicos foi
realizada a cada 28 dias. A altura média do dossel foi identificada em trés pontos
representativos e com o auxilio de uma moldura circular de 0,25 m2 foi delimitada
a area de corte da forragem rente ao solo.

As amostras coletadas foram pesadas e, posteriormente, obtidas duas
sub-amostras. Em uma sub-amostra foi realizada a separagdo manual dos

componentes para a determinacdo da composicdo morfolégica, em material
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morto (lamina foliar seca e colmo seco + bainha), lamina foliar verde, e colmo
verde + bainha. A segunda sub-amostra foi utilizada para a estimativa da
disponibilidade de matéria seca total (MST, kg MS/ha) de forragem de cada
pigquete. As sub-amostras foram pesadas e secas em estufa com circulacao de
ar a 55°C por 72 horas, e posteriormente pesadas novamente.

A avaliacdo da carga animal em cada piquete foi utilizada juntamente com
os dados de massa de forragem para a obtencdo da estimativa de oferta de
forragem (kg MS/kg de PC). Para a obtencao da oferta de forragem de folhas
(kg MS de folhas/kg de PC) foram utilizados os dados de massa de forragem de

folhas (kg de lamina foliar verde) e a carga animal.

2.4. Valor nutritivo da forragem e suplemento — Analises quimico-
bromatolégicas

A técnica de simulacdo manual de pastejo, descrita por Halls (1954), foi
utilizada na coleta de amostra de forragem a cada 28 dias, no intuito de avaliar
a composicdo quimica-bromatoldgica. Apds cada coleta, as amostras foram
secas em estufa com circulacdo forcada de ar a 55°C por 72 horas.

As amostras foram processadas em moinho do tipo Willey com peneira de
malha com crivo de 2 mm para as amostras destinadas a analise de FDNi
(fibra em detergente neutro indigestivel), conforme Valente et al. (2011), e com
peneira de malha com crivo de 1 mm para as demais analises. Amostras dos
suplementos energéticos foram coletadas e destinadas aos mesmos
procedimentos de processamento.

Os procedimentos da AOAC (1990) foram utilizados para as analises de
matéria seca (MS), matéria organica (MO), matéria mineral (MM), extrato etéreo
(EE), e proteina bruta (PB). O método de Dumas foi utilizado para a
determinacdo do teor de PB por meio da combustdo a seco, no equipamento
Leco®, modelo FP-528 (Leco Corporation, Michigan, USA).

O equipamento Ankom® 2000 (Ankom Technologies, New York, USA) foi
utilizado para as analises de fibra insolivel em detergente neutro (FDN) e fibra
insolivel em detergente &cido (FDA). A a-amilase termo-estavel

(Van Soest et al., 1991) foi utilizada na determinagcé&o da FDN dos concentrados.
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A determinacgao de FDA e lignina (H2SO4 72%) foram realizadas segundo
Robertson e Van Soest (1981), e nitrogénio insoluvel em detergente neutro
(NIDN) e nitrogénio insolivel em detergente acido (NIDA) conforme
recomendacdes de Licitra et al. (1996). Para a obtenc&o das estimativas de FDNi
da forragem, dos concentrados e das fezes foi realizado o procedimento de
incubacéo in situ por 288 horas de Valente et al. (2011).

O teor de energia bruta (EB) dos alimentos e das fezes foi determinado
por bomba calorimétrica adiabatica (PARR Instrument Company 6300, lllinois,
USA). O teor de EB da urina foi estimado pela equacéo de Street et al. (1964):
EB urina (kcal/g) = 0,026 + 0,117 x (% nitrogénio da urina).

A energia digestivel (ED) foi calculada a partir da digestibilidade aparente
da EB, e a energia metabolizavel foi estimada a partir da multiplicacdo da ED
pelo fator corrigido encontrado ap0s as perdas de energia bruta por CHa
(Teobaldo, 2021) e urina, de cada tratamento: SE: 0,8457, SEAF: 0,8509,
SM: 0,8246, SMAF: 0,8058.

Tabela 2. Efeito dos meses de avaliacdo na massa de forragem, composicéo
morfolégica e composicdo quimico-bromatologica da forragem
(Urochloa brizantha cv. Marandu) durante o periodo das 4guas

ltem? Meses

Janeiro Fevereiro Marco Abril
MFT (t MS/ha) 5,58 8,16 6,31 6,06
Oferta de forragem (kg MS/kg de PC) 3,84 4,70 3,62 3,29
dO;eFr)tg)de forragem MSpd (kg MSpd/kg 318 378 205 262
Oferta de forragem de folhas (kg MS/kg 1,18 1,40 1,08 1,01
de PC)
Composigdo morfolégica (%)
Folhas verdes 30,98 30,54 30,90 31,20
Colmos verdes 30,02 27,77 19,71 25,09
Material Morto 39,00 41,69 49,39 43,71
Folha:Colmo 1,06 1,12 1,58 1,27

IMFT: Massa de forragem total;

Foi realizada, ainda, a analise do fracionamento de proteinas dos
suplementos energético fornecidos aos animais e da forragem durante o periodo
das 4guas (Licitra et al., 1996) (Tabela 1).
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2.5. Consumo e digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes

As avaliacbes de consumo e digestibilidade dos nutrientes foram
realizadas entre os dias 16 e 18 de cada periodo experimental.

O indicador externo 6xido crémico (Cr203) foi utilizado na estimativa da
excrecao fecal, sendo fornecido diretamente no rimen dos animais, via canula
ruminal, diariamente as 09h00. Foram fornecidos 10 gramas de Cr203 por animal,
acondicionado em cartuchos de papel, durante 10 dias, sendo sete dias de
adaptacdo e os trés dias finais de coleta de fezes. A excregcédo fecal foi

determinada através da equacéao:

Excrecéo fecal (g/dia) = Cr203 fornecido (g/dia) / Concentracdo Cr203 (g/kg MS)

As coletas de fezes foram realizadas duas vezes ao dia, conforme
programacao: 16° dia — 07h00 e 13h00; 17° dia — 09h00 e 15h00; e 18° dia —
11h00 e 17h00. Posteriormente, as amostras foram secas a 55°C por 72 horas,
processadas e realizada uma amostra composta dos 3 dias de coleta por animal,
por periodo e armazenadas para posterior analise quimica.

A estimativa do consumo de forragem foi calculada a partir da estimativa
da excrecéo fecal e da utilizagcdo da FDNi como marcador interno da forragem e
suplemento. O consumo médio de suplemento na base da MS foi calculado a
partir da quantidade média de suplemento fornecida (% do PC) por animal por

piquete.

2.6. Parametros ruminais e metabolismo

Amostras de liquido ruminal foram coletadas no dia 20 de cada periodo
experimental para avaliar o pH, a concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal
(N-NHs) e acidos graxos de cadeia curta (AGCC’s). As amostras foram coletadas
antes da suplementacéo (0 horas) e 3, 6, 9 e 12 horas apoés a suplementacao.

O conteudo ruminal foi coletado via cénula e imediatamente filtrado em
pano de queijo para a obtencao do liquido ruminal. Logo apds, o pH ruminal foi
aferido através de peagametro digital (Peagametro TEC 7, Tecnal, Piracicaba,

SP, Brasil). e registrado. Uma aliquota de 50 mL foi coletada e fixada com 1 mL
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de acido sulfurico (1:1), congelada a -20° C para posterior analise da
concentracdo de N-NHsz, mediante o método de Kjeldahl (AOAC, 1990).
Uma segunda aliquota foi armazenada para a avaliacdo das concentracdes de
AGCC'’s, segundo as recomendagdes do método de Famme e Knudsen (1984),
em cromatdgrafo a gas (Shimadzu 2014 AF).

Amostras de urina foram coletadas conforme programacéo de coleta de
fezes na forma de amostra spot, em miccdo espontanea dos animais, e foram
imediatamente filtradas através de trés camadas de gaze. Duas aliquotas foram
armazenadas, sendo uma para a quantificacdo das concentra¢des urinarias de
creatinina e ureia, e a segunda aliquota de 40 mL de urina pura foi destinada a
analise de nitrogénio total, pelo método de combustdo de Dumas, utilizando-se
0 equipamento Leco®, modelo FP-528 (Leco Corporation, Michigan, USA).

A determinacdo da concentracdo de creatinina foi obtida por método
colorimétrico, através de kits comerciais (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil) e
utilizado para estimar o volume total de urina com base na relacdo entre a
excrecdo diaria de creatinina e 0 peso corporal, € a sua concentragdo nas
amostras spot conforme equacgao proposta por Costa e Silva (2012).

A excrecao diaria de compostos nitrogenados (ureia e nitrogénio total) na
urina foi estimada como o produto entre a sua concentracdo nas amostras spot
e o valor estimado de volume urinério.

Os derivados de purinas foram calculados pela soma das quantidades de
alatoina e acido urico excretados na urina, expressas em mmol/dia (Chen e
Gomes, 1995). A partir da excrecdo de derivados de purinas, foram calculadas
as purinas absorvidas (Y, mmol/dia), pela equacéo: Y= (X — (0,30*PC®7%))/0,80,
em que: 0,80 = recuperacgao de purinas absorvidas como derivados de purina;

0,30*PCP%75= contribuicdo enddgena para a excrecéo de purina
(Barbosa et al., 2011).

Posteriormente, a sintese de nitrogénio microbiano no rimen (Y, g N/dia)
foi calculada a partir das purinas absorvidas (X, mmol, dia) pela equacao
proposta por Barbosa et al. (2011): Y=70X/0,93x0,137x1000, em que: 70 = o
contetdo de N de purinas (mg/mmol); 0,137= a relacdo N purina:N total nas
bactérias; 0,93= a digestibilidade verdadeira das purinas microbianas;

A matéria organica digestivel aparentemente fermentada no rdmen

(MOADR) foi calculada pelo consumo de MO digestivel pelos animais
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multiplicado pelo fator 0,65 (ARC, 1984) e, posteriormente, utilizada para calcular
a eficiéncia de sintese de proteina microbiana, expressa em gramas de
nitrogénio microbiano por kg de MOADR.

A proteina microbiana foi calculada pela multiplicagdo do nitrogénio
microbiano (g/dia) pelo fator 6,25 e a eficiéncia de proteina microbiana por kg de
matéria organica digerida.

Amostras de sangue foram coletadas antes da suplementacao (0 horas)
e 4 horas apés a suplementacdo no 21° dia experimental, diretamente da veia
caudal utilizando tubos com vacuo e gel acelerador de coagulagdo, e
armazenadas a -20°C para posterior determinacdo do nivel sérico de ureia
através de kits comerciais (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil). A conversdo dos
valores de ureia em nitrogénio ureico foi realizada pela multiplicagéo dos valores

obtidos por kits comerciais pelo fator 0,466.

2.7. Eficiéncia de uso de nitrogénio

O consumo de nitrogénio (N) total foi obtido a partir do N consumido a
partir do suplemento e do pasto. O balanco de nitrogénio foi obtido com base nos
valores de consumo de N total, e N excretado nas fezes e na urina (g/dia).

O nitrogénio absorvido (g/dia) foi obtido pela diferenca entre o nitrogénio
consumido e o nitrogénio excretado nas fezes. O nitrogénio retido (g/dia) foi
obtido pela diferenca entre o N consumido, e o N excretado nas fezes e na urina.
A partir da razdo entre o nitrogénio retido e a média de consumo de nitrogénio

foi obtida a eficiéncia aparente de uso de nitrogénio.

2.8. Comunidade bacteriana ruminal

As analises da comunidade bacteriana ruminal foram realizadas em
amostras de conteudo ruminal coletadas antes da suplementacdo dos animais
(Saro et al., 2012) no 20° dia de cada periodo experimental. Uma amostra de
aproximadamente 50 g de conteudo foi coletada da regido ventral do riamen,
obtendo fragéo solida e fragéo liquida do conteudo ruminal, e foi imediatamente

acomodada em caixas térmicas com gelo e transportada para o laboratorio.
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Para a formacéo do pellet bacteriano foi adicionado 50 mL de solug&o de
PBS (pH 7,4) a 4°C e agitado manualmente por trés minutos. O material
preparado foi filtrado em pano estéril com porosidade de 100 micras. Os pellets
bacterianos foram formados conforme metodologia de
Granja-Salcedo et al. (2017).

A extracdo de DNA foi realizada utilizando 200 mg do pellet obtido e o kit
de extracdo Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe Miniprep (Henderson et al., 2013)
e para a etapa de lise celular foi utilizado o FastPrep 24 (MP, Biomedical).
O rendimento do DNA extraido foi avaliado por espectrofotometria (NanoDrop®
ND- 1000 Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e
fluorometria (Qubit® 3.0, kit Qubit® dsDNA Broad Range Assay Kit, Life
Technologies), e a integridade do DNA foi verificada em gel de agarose 0,8%.

A identificacdo e quantificagdo da comunidade bacteriana ruminal foi
realizada pelo sequenciamento da regido V5-V6 do gene 16S rRNA bacteriano,
amplificado em reacdo de PCR utilizando-se o primer forward 515F
(5'- GTGNCAGCMGCCGCGGTAA-3) e o] reverse 926R
(5-CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3'). Para tal, foram utilizados 20 ng de DNA
total de cada amostra, e 1,25 mM de MgClz; 200 uM de dNTP; 1,0 U da enzima
Taqg DNA polimerase (Invitrogen); solucdo tampéao para reacédo de PCR [1x]; 10
pmol de cada oligonucleotideo iniciador e H20 para um volume final de 20 pl.
As reacdes de PCR foram realizadas em 95°C por 3 minutos, 35 ciclos com
desnaturacao a 95°C por 30 segundos, pareamento a 53,8°C por 30 segundos,
extensdo a 72°C por 45 segundos e extenséo final a 72°C por 10 minutos.
As reacOes de PCR foram realizadas em duplicata e reunidas equimolarmente.

A pureza dos produtos da PCR foi verificada em gel de agarose (1%) e 0
tamanho dos fragmentos foi estimado por comparacdo com marcador 1 kb plus
DNA ladder (1 kb plus DNA ladder, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A purificacao
dos fragmentos de PCR foi obtida usando o kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery,
conforme recomendacdes do fabricante. O sequenciamento foi realizado no
lllumina MiSeg® utilizando o Reagent Kit v2 na facilty do Laboratorio Multiusuario
Centralizado para Sequenciamento de DNA em Larga Escala e Analise de
Expressao Génica do Departamento de Tecnologia da FCAV/UNESP.

As analises de bioinformatica foram realizadas no software QIIME 2
(Bolyen et al., 2019). As leituras foram demultiplexadas e filtradas em fungéo da
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gualidade usando o plugin g2-demux seguido por denoising com o comando
DADA2 (Callahan et al., 2016), selecionando leituras com uma qualidade phred
> 25. Todas as variantes de sequéncia de amplicons (ASVs) foram alinhadas
com mafft (Katoh et al., 2002) e usadas para construir uma filogenia com fasttree
(Price et al., 2010). O plugin de diversidade g2 foi usado para estimar métricas
de diversidade depois que as amostras foram rarefeitas (Faith, 1992).
A taxonomia foi atribuida a ASVs usando o classificador de caracteristicas g2
(Bokulich et al., 2018) e o banco de dados Silva 128 considerando 97% de
similaridade entre as unidades taxondmicas operacionais (OTUs) de referéncia
(Quast et al., 2013).

A predicao do perfil funcional das comunidades microbianas ruminais foi
obtida com o software PICRUSt (Langille et al., 2013) e o pipeline CowPi
(Wilkinson et al., 2018) onde os genes funcionais previstos foram categorizados
em Clusters da Enciclopédia de Genes e Genoma de Kyoto (KEGG) ortologia
(KO).

2.9. Anélises estatisticas

Os dados de consumo, digestibilidade, eficiéncia de utilizacdo de
nitrogénio e eficiéncia microbiana foram analisados considerando um
delineamento quadrado latino duplo 4 x 4, com arranjo fatorial 2 x 2 (A x B; Fator
A: 2 suplementos — suplemento energético e suplemento mineral, e fator B: sem
ou com inclusao de aditivos fitogénicos), sendo os efeitos do fator A, fator B e a
interacdo entre os fatores considerados fixos, e efeitos de periodo, animal,
quadrado latino, interacdo periodo x animal (quadrado) e o erro do modelo
considerados aleatérios. Nas medidas de pH, NHsz e AGCC na ANOVA foram
incluidas medidas repetidas no tempo (horarios de coleta), sendo os efeitos do
fator A, fator B, sua interacdo, tempo e sua interacdo com os fatores
considerados efeitos fixos, e periodo, animal, quadrado latino, a interacéo
periodo x animal (quadrado), e os residuos do modelo considerados efeitos
aleatorios. As interacdes ndo significativas foram omitidas das tabelas.
Quando a interacao tratamento e tempo foi significativa, os efeitos de tempo

dentro do tratamento foram avaliados em efeitos linear, quadratico e cubico.
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Inicialmente os dados foram analisados quanto a normalidade dos
residuos e homocedasticidade das variancias. Para a analise, a estrutura da
matriz de covariancia dos erros que se ajusta aos dados foi escolhida conforme
o critério de Akaike corrigido (AICc) e a estrutura que melhor se ajustou foi
‘unstructured’. Os dados foram analisados utilizando o procedimento
PROC MIXED do SAS (versado 9.2), e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey.

As andlises estatisticas da comunidade bacteriana ruminal foram
realizadas no Software R (verséo 3.6.3). Os dados de riqueza, diversidade,
abundancia ruminal de bactérias e Archaeas, e funcionalidade foram
comparados entre o tipo de suplemento e a inclusdo de aditivos fitogénicos pelo
teste de Friedman e quando diferentes expresso como Fold-change. A possivel
interacao entre tipo de suplemento e inclusdo de aditivos fitogénicos foi avaliada
pelo teste de Kruskal-Wallis pos-teste de Dunns.

Foi realizada uma PERMANOVA (Permutational Multivariate Analysis of
Variance Using Distance Matrices) para os dados de taxonomia microbiana e
funcionalidade em funcéo dos tipos de suplemento e inclusdo de aditivos
fitogénicos mediante o Package ‘vegan’ baseada no indice de dissimilaridade
Bray—Curtis com 999 permutacdes. Mediante a analise de componentes
principais (PCA) no Package ‘FactorMineR’ foram selecionadas as vias
funcionais, os microrganismos ruminais e a variaveis de fermentacdo que
expliqguem a maior variabilidade entre o tipo de suplemento e inclusdo de aditivos
fitogénicos e visualizados em um PCA biplot.

Em todos os testes, a significancia foi declarada a P < 0,05 e tendéncia
foi considerada quando 0,05 < P <0,10.

3. RESULTADOS

3.1. Consumo e digestibilidade de matéria seca e dos nutrientes

N&o houve interacdo suplemento x blend de aditivos (P > 0,05) sobre o
consumo de matéria seca e nutrientes (Tabela 3). O consumo de FDNcp (% PC)
nao foi influenciado pelos suplementos e aditivos fitogénicos. Entretanto, o
consumo de matéria seca total (kg/dia; P = 0,001) e % PC (P = 0,001), matéria
organica (P = 0,003), proteina bruta (P = 0,006), FDNcp (kg/dia; P = 0,017) e
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consumo de energia bruta (P = 0,004), de energia digestivel (P = 0,002) e de
energia metabolizavel (P = 0,001; MJ/dia) foram maiores nos tourinhos que
receberam suplemento energético comparado ao suplemento mineral.

Adicionalmente, verificou-se tendéncia (P = 0,07) de maior consumo de
MS de pasto (kg/dia) e % PC (P = 0,059) em tourinhos que consumiram
suplemento energético (Tabela 3).

A relacdo entre o teor de proteina e quantidade de matéria organica
digestivel (g PB/kg MOD) néo foi influenciada pelos suplementos fornecidos e
aditivos fitogénicos (P > 0,05).

N&o houve efeito de interacdo suplemento x blend de aditivos fitogénicos
(P > 0,05) na digestibilidade dos nutrientes. A digestibilidade da MS, MO, PB,
FDNcp e da energia foram maiores (P < 0,05) nos tourinhos que receberam
suplemento energético em relacdo aqueles que receberam apenas suplemento
mineral. A inclusdo dos aditivos fitogénicos proporcionou tendéncia de reducéo
na digestibilidade da MS (P = 0,073; sem aditivos fitogénicos: 64,8%;

com aditivos fitogénicos: 62,8%; Tabela 3).

Tabela 3. Efeitos do fornecimento de suplemento energético ou suplemento
mineral, com inclusdo ou ndo de aditivos fitogénicos no consumo
voluntério e digestibilidade de nutrientes em tourinhos em pastejo
durante o periodo das aguas

Tratamentos? P-valor

ltem? EPM3 Supl.

SESAF SECAF SMSAF SMCAF Supl. Adit. X

Adit.

Consumo (kg/dia)
MS total 11,60 10,92 8,65 9,04 0,38 0,001 0,810 0,386
MS Pasto 10,36 9,68 8,65 9,04 0,32 0,070 0,816 0,392
MS Supl. 1,24 1,23 - - 0,02 - 0,747 -
MO 10,27 9,63 7,88 8,24 0,33 0,003 0,803 0,417
PB 1,79 1,66 1,39 1,39 0,06 0,006 0,551 0,559
FDNcp 6,02 5,66 4,76 5,04 0,19 0,017 0,911 0,381
. PB/kg 2475 2495 2504 2628 13,87 0,11 0,721 0,927
Consumo (% PC)
MS Total 2,52 2,42 1,87 1,97 0,08 0,001 0,977 0,623
MS Pasto 2,25 2,15 1,87 1,97 0,07 0,059 0,983 0,474
FDNcp 1,30 1,26 1,16 1,10 0,10 0,121 0,595 0,949
MJ/dia
EB 201,5 189,0 156,4 162,3 6,35 0,004 0,761 0,411
ED 138,6 125,6 102,8 98,51 5,45 0,002 0,340 0,627

EM 117,6 107,3 85,44 79,43 8,76 0,001 0,321 0,791
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Digestibilidade (%)

DMS 67,0 65,1 62,5 60,6 0,70 0,0004 0,073 0,177
DMO 71,0 69,5 64,0 64,1 0,90 <.0001 0,555 0,364
DPB 70,0 67,3 58,9 59,7 1,31 <.0001 0,515 0,235
DFDNcp 72,5 71,9 66,2 67,2 0,91 0,0006 0,877 0,560
DE 68,5 66,3 60,0 60,6 1,02 <.0001 0,536 0,219

IMS: Matéria Seca; MS Supl.: Matéria Seca de Suplemento; MO: Matéria Orgénica; PB: Proteina
Bruta; FDNcp: Fibra Insolivel em Detergente Neutro corrigida para cinzas e proteina;
EB: Energia Bruta; ED: Energia Digestivel; EM: Energia Metabolizavel; 3Proteina bruta
ingerida/matéria organica digestivel ingerida; DMS: Digestibilidade da Matéria Seca; DMO:
Digestibilidade da Matéria Organica; DPB: Digestibilidade da Proteina Bruta; DFDNcp:
Digestibilidade da Fibra Insoltvel em Detergente Neutro corrigida para cinzas e proteina; DEB:
Digestibilidade da Energia Bruta; 2SESAF: Suplemento energético sem inclusdo de aditivos
fitogénicos; SECAF: Suplemento energético com inclusdo de aditivos fitogénicos; SMSAF:
Suplemento mineral sem inclusdo de aditivos fitogénicos; SMCAF: Suplemento mineral com
inclusao de aditivos fitogénicos; 3EPM: Erro padrdo da média.

6.2. Parametros ruminais

N&o houve interacdo suplemento x blend de aditivos sobre os parametros
ruminais (P > 0,05). O tipo de suplemento fornecido, assim como a inclusao dos
aditivos fitogénicos nao influenciaram o pH, AGCC total (mmol/L) e propor¢ao de
isobutirato (% do total) ruminal (P > 0,05) (Tabela 4).

A concentracdo de N-NHzs (P = 0,003) e propionato (% do total; P = 0,010)
foram maiores no rimen dos tourinhos que receberam suplemento energético
(Tabela 4). Ainda, houve tendéncia (P = 0,074) de maior propor¢ao de propionato
no rimen de animais suplementados com a inclusdo dos aditivos fitogénicos
(Tabela 4).

O pH ruminal apresentou efeito cubico e a concentracdo de N-NHs ruminal
efeito quadrético nas horas avaliadas ao longo do dia (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do tempo de coleta no pH (efeito cubico)
e na concentracdo de N-NH3 (efeito quadratico)
(mg/dL)
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Tabela 4. Efeitos do fornecimento de suplemento energético ou suplemento mineral, com inclusdo ou néo de aditivos fitogénicos no
pH, N-NH3 (mg/dL) e concentracdo de AGCC (mmol/L), proporcdo de acetato, propionato, butirato, isobutirato, valerato e
isovalerato (% do total), e relacdo acetato:propionato em bovinos em pastejo durante o periodo das aguas

Tratamentos? P-valor
1 3

Item SESAF  SECAF SMSAF  SMCAF EPM Supl. Adit.  Tempo ~ SuPhx  Suplx
Adit. Tempo

pH 6,25 6,14 6,35 6,34 0,02 0,115 0691  <0001C 0,679 0,726

N-NHs (mg/dL) 1756 1546 1424 14,23 0,46 0003 0228 <0001 0233 0,149

AGCC Total (mmol/L) 1170 1129 1158 1187 1,16 0723 0740 <0001 0394 0,671

AGCC (% do total)

Acetato 68,30 66,74 69,70 68,99 0,15 0,003 0335 <0001 0190  <.0001

Propionato 17,05 16,74 16,34 16,87 0,08 0,010 0074 <0001 0,235 0,106

Butirato 10,66 10,31 10,06 10,16 0,06 0198 0792 <0001 02360  0,0001

Isobutirato 0,95 0,93 0,93 1,13 0,01 0,406 0635 <0001C 0,978 0,458

Valerato 1,22 1,08 1,08 1,05 0,02 0,001 0015 <0001 0149  <.0001

Isovalerato 1,83 1,76 1,89 1,89 0,02 0,058 0672 <0001 0,749 0,008

Acetato:Propionato 4,02 3,91 4,29 4,10 0,03 0,006 0085 <0001 0,141 0,009

LAGCC: Acidos Graxos de Cadeia Curta; 2SESAF: Suplemento energético sem inclusdo de aditivos fitogénicos; SECAF: Suplemento energético com inclus&o
de aditivos fitogénicos; SMSAF: Suplemento mineral sem inclusdo de aditivos fitogénicos; SMCAF: Suplemento mineral com incluséo de aditivos fitogénicos;
SEPM: Erro padrdao da média. Efeito de Tempo: Q: Efeito quadratico; ©: Efeito cubico;

A concentracdo de AGCC total (mmol/L) e proporcao de isobutirato (% do total) apresentaram efeito cubico e a propor¢éo de

propionato (% do total) efeito quadratico nas horas avaliadas.
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Houve interacdo (P < 0,05) entre os diferentes suplementos fornecidos e
tempo de coleta na proporcdo de acetato, butirato, valerato e
isovalerato (% do total), e relacdo acetato:propionato.

A proporgéo de acetato e de butirato (% do total), dependentes de cada
suplemento fornecido e hora de coleta sdo apresentadas na Figura 2.
A proporcao de acetato e de butirato (% do total) no rimen dos tourinhos que
consumiram suplemento energético apresentaram efeito cubico e no rimen dos
tourinhos que consumiram suplemento mineral apresentaram efeito quadratico
nas horas avaliadas.

75,00 - 12,00
74,00 - 11.00
73,00 - '

_ 72,00 - 1000 =

3 S

B 71,00 1 000

& 70,00 - e

2 69,00 - 800 W

5] 5

& 68,00 1 700 ©
67,00 -

6,00
66,00 -
65,00 . . . . , 5,00

Horas ap0s a suplementagao

----- Acetato - SE — - Acetato - SM
Butirato-SE ~ eeeeecees Butirato - SM

Figura 2. Efeito da interacdo entre suplemento
fornecido e tempo de coleta na proporcéo de
acetato e butirato (Suplemento energético —
efeito cdbico; Suplemento mineral — efeito
guadratico) (% do total)

A proporcdo de valerato e de isovalerato (% do total) no rimen dos
tourinhos que receberam suplemento energético e isovalerato (% do total) no
rimen dos tourinhos que receberam suplemento mineral apresentaram efeito
cubico. A proporcdo de valerato (% do total) no rimen dos tourinhos que
consumiram suplemento mineral apresentou efeito quadratico nas horas
avaliadas ao longo do dia (Figura 3).
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Figura 3. Efeito da interacdo entre suplemento
fornecido e tempo de coleta na proporcéo
de valerato e de isovalerato (Valerato e
isovalerato (Suplemento energético) e
Isovalerato (Suplemento mineral) — efeito
cubico; Valerato (Suplemento mineral) —
efeito quadrético) (% do total)

A relacdo acetato:propionato apresentou efeito cubico no rimen dos
tourinhos que consumiram suplemento energético e efeito quadratico no rimen
dos tourinhos que consumiram suplemento mineral nas horas avaliadas
(Figura 4).
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Figura 4. Efeito da interagédo entre suplemento fornecido e
tempo de coleta na relacdo acetato:propionato
(Suplemento energético — efeito cubico;
Suplemento mineral - efeito quadratico)
(% do total)

6.3. Eficiéncia de utilizagao de nitrogénio e eficiéncia microbiana

Houve efeito de interacdo suplemento x blend de aditivos fitogénicos
(P = 0,033) somente para o N excretado na urina. Observou-se maior excrecao
de N na urina (g/dia) nos tourinhos que receberam SESAF (Figura 5), e néo
houve efeito da incluséo dos aditivos fitogénicos nos tourinhos que receberam
suplemento mineral.

O suplemento energético aumentou (P < 0,05) a concentracdo de N ureico
no soro (Tabela 5) e em relacdo ao tempo de coleta foi maior 4 h (16,43) apos a
suplementacao do que 0 h (14,11).

Os tourinhos que consumiram suplemento energético tiveram maior
ingestao de nitrogénio (P = 0,006) que os tourinhos que consumiram apenas
suplemento mineral. Adicionalmente, o N excretado nas fezes tendeu aumentar
nos animais que receberam suplemento energético (P = 0,081). O N retido
expresso tanto em g/dia (P = 0,0004) quanto % do N ingerido (P = 0,005) foi
maior em animais que consumiram suplemento energético quando comparados

ao suplemento mineral.
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N&o houve interacdo entre os suplementos fornecidos e aditivos
fitogénicos nas variaveis de eficiéncia microbiana avaliadas (P > 0,05).
A sintese de proteina microbiana ndo foi influenciada pelos suplementos
fornecidos (P = 0,848) e aditivos fitogénicos (P = 0,636). A eficiéncia microbiana,
expressa em PBmic/kg MOD e Nmic/kg MOADR (P = 0,055) apresentou
tendéncia de aumento no rimen dos tourinhos que consumiram suplemento

mineral (Tabela 5).
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Figura 5. Efeito da interacdo entre suplementos e aditivo na
excrecdo de N na urina (g/dia)
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Tabela 5. Efeitos do fornecimento de suplemento energético ou suplemento mineral, com inclusdo ou néo de aditivos fitogénicos no
nitrogénio ureico no plasma (mg/dL), balangco de nitrogénio e eficiéncia microbiana de bovinos em pastejo durante o

periodo das aguas

ltem Tratamentos! EPM?2 P-valor

SESAF  SECAF SMSAF  SMCAF Supl. Adit. Tempo Supl. x Adit.
Utilizacdo do Nitrogénio
N ureico plasma (mg/dL) 15,95 16,01 14,52 14,61 0,22 <.0001 0,786  <.0001 0,939
N ingerido (g/dia) 286,0 266,1 222,6 222,4 9,69 0,006 0,551 - 0,559
N fezes (g/dia) 89,77 91,59 79,37 84,30 2,94 0,081 0,407 - 0,906
N urina (g/dia) 116,3 96,6 89,7 96,1 3,93 0,006 0,271 - 0,033
N retido (g/dia) 94,51 99,73 54,46 45,82 7,59 0,0004 0,611 - 0,992
N retido (% ingerido) 31,10 33,99 21,97 18,96 2,04 0,050 0,987 - 0,409
Eficiéncia Microbiana (g/dia)
N microbiano 60,15 54,43 55,92 56,63 6,48 0,848 0,636 - 0,544
PB microbiana 375,95 340,18 349,51 353,95 40,47 0,848 0,636 - 0,544
Nmic/kg MOADR? 13,10 13,36 17,39 17,00 2,29 0,055 0,974 - 0,868
PBmic/kg MOD* 53,21 54,28 70,64 69,06 9,29 0,055 0,974 - 0,868

ISESAF: Suplemento energético sem inclusdo de aditivos fitogénicos; SECAF: Suplemento energético com inclusdo de aditivos fitogénicos; SMSAF:
Suplemento mineral sem inclusdo de aditivos fitogénicos; SMCAF: Suplemento mineral com inclusédo de aditivos fitogénicos; 2EPM: Erro padrdo da média;

4Nitrogénio microbiano/kg de matéria organica aparentemente degradada no rimen ingerida; >Proteina microbiana/kg matéria organica digestivel ingerida.
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6.4. Comunidade bacteriana ruminal

As 31 amostras analisadas geraram um total de 1.100.557 sequéncias
(média de 35.501).

A andlise PERMANOVA baseada nas diferencas de distancia de Bray-Curtis
revelou que as comunidades microbianas do raimen em funcé&o do tipo de suplemento
sao estatisticamente diferentes (PERMANOVA; P = 0,015; Figura 6). A inclusédo dos
aditivos fitogénicos (P = 0,301) ou sua associagdo com o0 tipo de suplemento
(P = 0,604) néo influenciaram esta medida de beta-diversidade.

Dissimilarity index (p=0.015)
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Figura 6. A analise de variancia multivariada permutacional
(PERMANOVA) baseado na dissimilaridade das
distancias de Bray-Curtis entre comunidades
microbianas do rumen de bovinos em pastejo no
periodo das aguas suplementados suplemento
energético ou suplemento mineral
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Os indices de rigueza ACE e Chaol, e os indices de diversidade Shannon,
Simpson e Fisher ndo foram influenciados pelo tipo de suplemento fornecido, inclusédo

ou néo de aditivos fitogénicos ou a associacdo entre estes fatores (Tabela 6).

Tabela 6. Mediana e rango interquartil nos indices de riqueza e diversidade, e niumero
de bactérias observadas em bovinos em pastejo no periodo das aguas,
com fornecimento de suplemento energético ou suplemento mineral, com
inclusdo ou nédo de aditivos fitogénicos

Tratamentos P-valor
Item SESAF SECAF SMSAF SMCAF  Supl. Adit. ngili.x
Chaol 191%’5;% * 12)%7,2%1 8255?; 935é?goi 0,363 0,782 0,723
Fisher 11,,:;53 + 152,;721 1%6318 * 1%? 0,236 0937 0,639
Shannon 36(,5217i 3(,5351 3(:5501 3(’)A,f264i 0,144 0,693 0,429
Simpson %’%i : %’%51 : %:%51 : %',%if 0,198 0,621 0,498

Supl. x Adit. = Efeito da associacao entre tipo de suplemento e incluséo dos aditivos fitogénicos avaliado
pelo teste de Kruskall-Wallis. Supl.= Efeito do tipo de suplemento avaliado pelo teste de Friedman. Adit.
= Efeito do uso ou néo de aditivos fitogénicos no suplemento avaliado pelo teste de Friedman.

Em meédia 12,66+2,05% das OTUs identificadas em cada amostra néo
conseguiram ser classificadas no nivel de filo. Na composicdo da comunidade
microbiana no dominio Archaea foi identificado apenas o filo Euryarchaeota
(Figura 7), o qual nao foi influenciado pelo tipo de suplemento fornecido, pelo uso de
aditivos fitogénicos, ou pela associacao entre o tipo de suplemento e o uso de aditivos
(P >0,10).

No dominio Bacteria, foram identificados 10 filos, sendo o mais abundante
Firmicutes, seguido por Bacteroidetes, representando > 76% do total da comunidade
bacteriana das amostras (Figura 7). Ja os filos menos abundantes identificados foram
Actinobacteria, Chloroflexi, Fibrobacteres, Proteobacteria, SR1 (Absconditabacteria),
Spirochaetae e Tenericutes, e ndo foram influenciados pela interacdo entre o tipo de

suplemento e o uso de aditivos (P >0,05).
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Figura 7. Abundancia relativa no nivel de filo das comunidades
microbianas do rumen de bovinos em pastejo no
periodo das aguas, com fornecimento de suplemento
energético ou suplemento mineral, sem ou com

inclusao de aditivos fitogénicos
(Aditivos Fitogénicos - AF)
*= Chloroflexi, Fibrobacteres, SR1

(Absconditabacteria).

Entretanto, independente da inclusdo ou ndo de aditivos fitogénicos, os filos
Proteobacteria (P = 0,046) e Spirochaetae (P = 0,022) foram mais abundantes no
rimen dos animais que receberam suplemento energético, e os filos Bacteroidetes
(P = 0,089) e Firmicutes (P = 0,069) apresentaram tendéncia de aumento e reducéo,
respectivamente, no rimen desses animais (Figura 7). Ja a inclusdo de aditivos
fitogénicos reduziu a abundancia relativa do filo Verrucomicrobia (P = 0,022) no rimen
dos animais, independentemente do tipo de suplemento fornecido (Figura 7).

No nivel de familia, 16 familias bacterianas foram identificadas, sendo as mais
abundantes Lachnospiraceae  (17,73%), Ruminococcaceae (14,90%) e
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Prevotellaceae (13,46%). A interacdo entre o tipo de suplemento fornecido e uso de
aditivos fitogénicos influenciou a abundancia relativa ruminal das familias
Bacteroidales BS11 gut group, Bacteroidales S24-7 group e Veillonellaceae
(Tabela 7), sendo que, a abundéancia relativa da familia Veillonellaceae foi menor no
rimen dos animais alimentados com SECAF (P = 0,007). As familias Bacteroidales
BS11 gut group (P = 0,091) e Bacteroidales S24-7 group (P = 0,084) apresentaram
tendéncia de menor abundancia no rimen dos animais que receberam SMSAF,
guando comparados aos que receberam SECAF (Tabela 7).

No nivel de género, 11 OTUs foram influenciadas pela interacdo entre o tipo de
suplemento ofertado e uso de aditivos fitogénicos (Tabela 7). Dentro das Archaeas o
género Methanosphaera spp. foi menos abundante no rimen de animais
suplementados com SMSAF (P =0,041), e a abundancia da OTU Thermoplasmatales
Incertae Sedis Uncultured Archaeon foi menor nesses animais quando comparados
aos que receberam SESAF e SECAF no nivel de género (P =0,011) e espécie género
(P =0,018).

Nas bactérias, a abundancia relativa do género Prevotellaceae UCG-003
(P =0,071) tendeu a ser menor no rimen dos animais que receberam SMCAF, quando
comparado ao SMSAF e SECAF. A OTU Bacteroidales RF16 group Uncultured
Bacterium (UCB) (P = 0,060) tendeu a ser menos abundante no raimen dos animais
que receberam SESAF, quando comparados aos que receberam SECAF e SMSAF.

O género Succinivibrionaceae UCG-002 foi menos abundante em animais
suplementados com SMSAF quando comparado a SESAF e SECAF (P =0,045). Uma
tendéncia similar foi encontrada na OTU Bacteroidales S24-7 group.UCB
(P = 0,056). Menor abundancia do género Prevotellaceae NK3B31.group (P = 0,076)
também foi observada no SMSAF quando comparados a animais suplementados com
SESAF.

O género Family Xl UCG-002 foi mais abundante (P = 0,034) no rimen dos
animais que receberam SMSAF do que naqueles que consumiram SMCAF. A
abundéancia relativa do género Moryella.spp foi maior com o fornecimento do

suplemento energético sem a inclusdo dos aditivos fitogénicos (P = 0,044).
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Maior abundancia da OTU SR1 (Absconditabacteria).Ambiguous taxa
(P = 0,017) foi observada no rimen dos animais alimentados com SMSAF e SMCAF
guando comparados ao SECAF.

A abundancia relativa da OTU classe WCHB1-41 pertencente ao filo
Verrucomicrobia foi maior no ramen dos animais que consumiram SESAF quando
comparados ao SECAF e SMCAF (P =0,041).

Seis OTUs de bactérias classificadas no nivel de espécie foram influenciadas
pela interacdo entre o tipo de suplemento e a inclusdo de aditivos fitogénicos.
Rikenellaceae.U29-B03 tendeu a ser menos abundante (P = 0,099) no rimen de
animais que receberam SMSAF. A OTU Roseburia.UCB foi maior (P = 0,033) no
rimen de animais que consumiram suplemento SESAF, quando comparado com
animais que foram alimentados com SMCAF.

O fornecimento de SMSAF proporcionou maior abundancia relativa (P = 0,028)
da OTU Ruminiclostridium 6.UCB, quando comparado a SECAF e SMCAF.

A OTU Ruminococcaceae UCG-002.UCB tendeu a ser mais abundante
(P = 0,071) no rumen de animais alimentados com SECAF e SMSAF quando
comparados ao SESAF.

A OTU Treponema 2.UCB apresentou tendéncia a ser mais abundante
(P = 0,058) no rimen de animais que receberam SESAF quando comparado ao
SMSAF, e a OTU Lachnospiraceae ND3007 group.UCB foi maior (P = 0,011) no
rimen dos animais que consumiram SECAF, quando comparado a SMSAF e SMCAF.
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Tabela 7. Mediana e rango interquartil da abundancia de unidades taxonémicas
operacionais (OTU’s) de bactérias e Archaeas metanogénicas,
classificadas em nivel de familias, géneros e espécies no raimen de bovinos
em pastejo no periodo das aguas, influenciadas pelo fornecimento de
suplemento energético ou suplemento mineral, sem ou com inclusédo de
aditivos fitogénicos

ltem Tratamentos P-valor
SESAF SECAF SMSAF SMCAF
Familias
. 4,402 + 5,443+ 3,97+ 5,1020 +
Bacteroidales BS11 gut group 0,62 1,31 065 271 0,091
. 1,342 + 1,852+ 1,01°+ 1,123+
Bacteroidales S24-7 group 0.56 0.32 093 132 0,084
. 1,412+ 0,930+ 1,352+ 1,662+
Veillonellaceae 0.36 0.19 067 0.29 0,007
Géneros
0,402+ 0,392+ 0,23b+ 0,382+
AR 1 ’ [} y
Methanosphaera.spp 0.17 012 017 0.16 0,041
Thermoplasmatales Incertae 0,412+ 0,373 + 0,24b¢ + 0,12¢+ 0011
Sedis.UCAAR 0,19 0,17 0,15 0,25 '
0,842 + 0,972+ 0,972+ 0,57°+
Prevotellaceae UCG-003 0,23 047 0.40 0.41 0,071
. 0,000 + 0,322+ 0,192+ 0,002 +
Bacteroidales RF16 group.UCB 0,00 041 035 0,09 0,060
. 0,132+ 0,052+ 0,00b + 0,002 +
Bacteroidales S24-7 group.UCB 0.22 0.22 0.00 0,01 0,056
0,452+ 0,362 £ 0,18+ 0,272 +
Prevotellaceae NK3B31.group 0.30 023 0.19 0.25 0,076
. 0,082 + 0,112+ 0,152+ 0,00° +
Family XIll UCG-002 0.04 0.09 011 0.06 0,034
0,322+ 0,18 + 0,20b + 0,25b +
Moryella.spp 0.06 028 021 0.28 0,044
L 0,142+ 0,042+ 0,000 + 0,002 +
Succinivibrionaceae UCG-002 028 0,07 0,02 0,04 0,045
SR1 (Absconditabacteria). 0,00bc + 0,00¢+ 0,132+ 0,102 + 0017
Ambiguous taxa 0,04 0,00 0,09 0,18 '
. . 0,392+ 0,15Pc+ 0,392 + 0,03¢+
_ C 1 ) ) 1
Verrucomicrobia. WCHB1-41 0.07 018 0.17 0.34 0,041
Espécies
Thermoplasmatales Incertae 0,042+ 0,112+ 0,03bc + 0,00¢+ 0018
Sedis.UCAAR 0,23 0,20 0,06 0,00 '
: 0,152+ 0,073+ 0,01c+ 0,122 +
Rikenellaceae.U29-B03 0,07 016 0,07 0,12 0,099
. 0,242+ 0,142 + 0,0420 + 0,00b +
Roseburia.UCB 0.60 0.22 028 0.04 0,033
L . 0,143 + 0,04b + 0,212+ 0,000 +
Ruminiclostridium 6.UCB 0.28 017 017 0.06 0,028
Ruminococcaceae UCG- 0,00°+ 0,332+ 0,322+ 0,000 + 0071
002.UCB 0,04 0,39 0,59 0,11 '
0,162+ 0,012+ 0,000 + 0,022 +
Treponema 2.UCB 0.23 0,03 0.00 0.14 0,058
Lachnospiraceae ND3007 0,032 + 0,132+ 0,00¢bc + 0,00¢+ 0011

group.UCB 0,12 0,08 0,04 0,00
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UCB - Uncultured Bacterium; UCA — Uncultured Archaeon; C — Classe; AR — Archaeas; Letras
sobrescritas diferentes na mesma linha indicam tendéncia
(P > 0,05 < 0,10) ou significancia (P < 0,05) pelo teste de Kruskall-Wallis e pds-teste de Dunns.

Adicionalmente, independente da inclusdo ou nao de aditivos fitogénicos o tipo
de suplemento influenciou a abundéancia relativa de 25 OTUs bacterianas (Figura 8).
As familias Spirochaetaceae (P = 0,022) e Ruminococcaceae (P = 0,020), e os
géneros Papillibacter spp. (P = 0,031), Erysipelotrichaceae.UCG-004 (P = 0,047),
Treponema.2 (P = 0,036) e Phocaeicola spp. (P = 0,030) foram mais abundantes no
rimen dos animais com o fornecimento do suplemento energético. Em contraste, 0s
géneros Butyrivibrio.2 (P = 0,033) e Ruminococcaceae.UCG-014 (P = 0,040)
apresentaram menor abundancia relativa no rdamen desses animais quando
comparados aos tourinhos que receberam suplemento mineral.

Observou-se ainda tendéncia de aumento da abundancia da familia
Erysipelotrichaceae (P =0,075), e dos géneros Bacteroidales.S24-7 group (P = 0,056),
Mogibacterium spp. (P = 0,063), Defluviitaleaceae.UCG-011 (P = 0,056), Eubacterium
nodatum group (P = 0,082), Coprococcus.l (P = 0,056), Ruminococcus gauvreauii
group (P = 0,090), Desulfovibrio spp. (P = 0,097), Lachnospiraceae.NK3A20 group
(Ambiguous taxa; P = 0,092) e Prevotella 1 (uncultured rumen bacterium; P = 0,097),
e tendéncia (P < 0,10) de reducédo dos géneros Pseudobutyrivibrio spp. (P = 0,063) e
Prevotella 1 (Ambiguous taxa; P = 0,069), no raimen de animais suplementados com
suplemento energético quando comparados aos suplementados com suplemento

mineral.
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SE Effect
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Figura 8. Mudancas na abundancia relativa (Fold-Change)
ruminal em funcdo da inclusdo do suplemento
energético em bovinos em pastejo no periodo das
aguas

A inclusdo dos aditivos fitogénicos, independente do suplemento utilizado,
proporcionou maior abundancia relativa do género Bacteroidales BS11 gut group
(P = 0,0240), e reducdo na abundancia relativa do género Ruminiclostridium 6
(P =0,011) (Figura 9).

Adicionalmente, a inclusao dos aditivos fitogénicos proporcionou tendéncia em
reduzir a abundancia dos géneros Roseburia spp. (P = 0,081),
Ruminococcaceae.UCG-010 (P = 0,089), Saccharofermentans spp. (P = 0,054) e
Lachnospiraceae NK3A20 group (P = 0,089), da OTU nao cultivada da familia
Marinilabiaceae (P = 0,075) e de uma OTU nao cultivavel da familia Lachnospiraceae
(P =0,056).
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Additive Effect
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Figura 9. Mudancas na abundancia relativa
(Fold-Change) ruminal em funcéo da
inclusdo de aditivos fitogénicos na
dieta de bovinos em pastejo no
periodo das aguas

A analise de componentes principais revelou uma separacdo entre as
distancias euclidianas de SECAF e SMSAF, com uma porcentagem de variacao
cumulativa de 70,1% (Figura 10). Animais suplementados com SECAF estiveram
distribuidos principalmente no lado positivo da Dim 1 e Dim 2, sendo associados
positivamente a 17 variaveis: vias funcionais KEGG preditas do metabolismo de
energia (r =0,88), de nitrogénio (r =0,59), de ciano aminoacidos (r=0,84), de alanina,
aspartato e glutamato (r=0,78), de glicina, serina e treonina (r=0,89), peptidases
(r=0,72), biossintese de lipopolissacarideos (r=0,84), de vitamina B5 e CoA (r=0,75),
de &cido fdlico (r=0,87), de fenilalanina, tirosina e triptofano (r=0,67), degradacéo de
glicosaminoglicano (r=0,77) e outros glicanos (r=0,65), replicacdo de DNA (r=0,64),
concentracdo ruminal de acido butirico (r=0,64) e abundancia ruminal do filo
Bacteroidetes (r=0,82), da familia Prevotellaceae (r=0,66), e metabolismo de purinas
(r=0,92).
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No quadrante oposto, o SMSAF apresentou associacdo positiva com o
metabolismo do piruvato (r=071), do propionato (r=0,78), do butirato (r=0,86), de
glicerofosfolipideos (r=0,74), concentracdo ruminal de acido acético (r=0,61),
transportadores (r=0,98), e membros do filo Firmicutes (r=0,87) e familia
Christensenellaceae (r=0,68).

Ja animais suplementados com SESAF foram associados positivamente as
vias funcionais KEGG preditas do metabolismo de pirimidinas (r=0,93), de vitamina B2
(r=0,85), do CH4 (r=0,66), de cofatores e vitaminas (r=0,75), de D-glutamina e
D-glutamato (r=0,63), de cisteina e metionina (r=0,70), da degradacéo (r=0,60) e
biossinteses de valina, leucina e isoleucina (r=0,56), vias de fixacdo de carbono em
procariontes (r=0,94), enzimas relacionadas a aminoacidos (r=0,95), Ciclo do &cido
tricarboxilico (r=0,93) e a abundancia ruminal de Archaeas do filo Euryarchaeota
(r=0,71) e do género Methanobreibacter.spp (r=0,66).

Ainda, foi verificada associacdo negativa as vias KEGG preditas do
metabolismo de amino acucares e nucleotideos (r=0,83), de galactose (r=0,75), de
sacarose de amido (r=0,79), de frutose e manose (r=0,60), de glicerolipideos (r=0,90),
biossintese de acidos graxos (r=0,70), vias de pentose fosfato (r=0,86), membros da
familia Lachnospiraceae (r=0,65), e dos géneros Lachnospiraceae.10 (r=0,73) e
Butyrivibrio.2 (r=0,60).
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Figura 10. Analise de componentes principais (PCA) das variaveis mensuradas
em bovinos em pastejo no periodo das aguas suplementados com
suplemento energético sem inclusdo de aditivos fitogénicos
(SESAF), suplemento energético com inclusdo de aditivos
fitogénicos (SECAF), suplemento mineral sem inclusdo de aditivos
fitogénicos (SMSAF) ou suplemento mineral com inclusao de

aditivos fitogénicos (SMCAF). Contrib = contribuicdes das variaveis.
CFP = Vias de fixacdo de carbono em procariontes, M = metabolismo, DEG =
degradacédo, BIO = biossinteses, AC = acido, AA = aminoé&cidos, TCA = &cido
tricarboxilico, PPP = Via da pentose fosfato

7. DISCUSSAO

Os aditivos fitogénicos como o0s Oleos essenciais e taninos hidrolisaveis,
incluidos no suplemento energético e no suplemento mineral apresentam potencial
para manipular a fermentacdo ruminal, e consequentemente, as comunidades
microbianas (Patra et al., 2011). Além disso, a composi¢cdo da forragem e dos

nutrientes consumidos podem alterar a fermentagao ruminal.
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Os filos mais abundantes no ambiente ruminal em bovinos Nelore
(Granja-Salcedo et al., 2017) sdo Firmicutes e Bacteriodetes e a associacao positiva
obtida na andlise de componentes principais do suplemento mineral com a
concentragdo ruminal de &cido acético em nosso estudo esta relacionada a maior
proporcao de acetato verificada no rimen desses animais e associado, ainda, aos
membros do filo Firmicutes. Dentre os diversos fatores que podem influenciar a
producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) estdo as espécies microbianas
presentes no rumen (Jami et al., 2014).

A influéncia dos filos Firmicutes (F) e Bacteroidetes (B) foi observada por
Min et al. (2019) na producdo dos AGCC’s, e que constataram que a reducdo da
relacdo A:P, decorrente do aumento de propionato e reducdo de acetato, estava
associada com a reducao da relagéo F:B, ocasionada por aumento de Bacteroidetes
e reducdo de Firmicutes. Dessa forma, os dados encontrados em nosso estudo
corroboram com esses resultados, visto a associagdo no aumento de acetato e
incremento de Firmicutes no rimen dos animais que consumiram suplemento mineral.
Adicionalmente, a inclusdo do suplemento energético proporcionou tendéncia em
reduzir a populacédo microbiana do filo Firmicutes.

Animais que receberam suplemento energético apresentaram maior proporcao
de propionato no ramen, e menor relacdo acetato:propionato 3h apos a
suplementacao. Dentre os ingredientes do suplemento energético, o farelo de gluten
de milho tem valor energético equivalente a 92-95% do milho (Firkins et al., 1985), o
qual é utilizado como substrato para a producéo de propionato. A melhor fermentacéo
ruminal  proporcionada refletiu em maior desempenho dos animais
(Teobaldo et al., 2021; dados n&o publicados), possivelmente devido ao seu
importante papel como substrato glicogénico hepatico (Reynolds, 2003).

Com menor proporcdo ruminal gue o propionato, o valerato também é um AGV
glicogénico (Bergman, 1990) e a maior concentracdo de valerato (1,40%) e isovalerato
(2,14%) 3h apos a suplementacdo no rumen dos animais que receberam suplemento
energético pode ser justificada pela utilizacdo do farelo de glaten de milho na
composicdo do suplemento energético. O farelo de gluten de milho € um ingrediente
com altos teores de isoleucina (0,73%), leucina (2,15%) e valina (1,19%)
(Rodrigues et al., 2001).
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A desaminacdo desses aminoacidos é substrato para a formacéo dos acidos
graxos volateis de cadeia ramificada isobutirico, valerato e isovalerato
(McDonald et al., 2011). A andlise de componentes principais corrobora com esses
resultados, pois identificou associacdo positiva do suplemento energético com a
biossintese de valina, leucina e isoleucina.

Contrariamente ao presente estudo, o fornecimento de &cido tanico nas doses
6,5, 13,0 e 26,0 g/kg MS resultou em aumento na proporcao de propionato e reducao
na proporgao de valerato, e os resultados foram acompanhados, ainda, por redugao
da emissdo de CHa4na fermentacao ruminal (Yang et al., 2017), visto que 0Ss processos
de formacdo de CHa4 e de propionato no rimen requerem Hz, dessa forma podem ser
consideradas vias competitivas para formacao (Moss et al., 2000).

Alteragdes no pH ruminal ndo foram observadas entre as dietas, e os valores
avaliados sé@o considerados condizentes em bovinos com dieta exclusivamente a
pasto, de 6,0 a 7,2 (Kiro, 2017), podendo haver variacdo em relacdo a inclusdo do
suplemento energético. Além disso, a proporc¢éo de forragem:concentrado foi préxima
a 85:15, ndo sendo suficiente para reduzir o pH ruminal porque a quantidade de FDN
da forragem induz a ruminacéo e salivacdo, e consequentemente, o tamponamento
ruminal, semelhante ao verificado por Teobaldo et al. (2020) com tourinhos recriados
em forragem tropical e suplemento proteico energético.

Ainda no metabolismo ruminal, além das alteracdes na producao de AGCC'’s,
as diferentes dietas fornecidas proporcionaram potencial para modificar a
concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal, visto que os taninos tém habilidade em
formar complexos com as proteinas, diminuindo a degradacéao de proteina soltivel no
rumen, potencialmente melhorando o uso do nitrogénio (Patra e Saxena, 2011).

Os aditivos fitogénicos ndo alteraram a concentracdo ruminal de N-NHs, e
verificou-se aumento com o fornecimento de suplemento energético em comparacao
ao fornecimento de suplemento mineral. A maior concentracdo de N-NHs no rimen
dos animais que consumiram suplemento energético esta associada a composicao do
suplemento, com ingredientes como o farelo de gluten de milho, e caracteristicas da
forragem.

A relacdo entre o teor de proteina bruta da dieta e a quantidade de matéria

organica digestivel (MOD) interferird na eficiencia de transferéncia da proteina
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ingerida para o intestino. A transferéncia com maior eficiéncia ocorre quando esses
valores sao inferiores a 160 g de PB/kg MOD, e ocorrem perdas e/ou transferéncia
incompleta, quando excedem 210 g de PB/kg MOD (Poppi e McLennan, 1995). Pastos
tropicais adubados e manejados intensivamente, com valores de proteina bruta
superiores a 14% apresentam valores maiores que 210 g de PB/kg MOD
(Santos et al., 2005), como visto em nosso estudo em torno de 254,8 g PB/kg MOD.

A concentragdo de N-NHs proxima a 15 mg/dL é compativel com o valor
preconizado como necessario para a maximizacdo na producdo de compostos
nitrogenados microbianos no riumen (Detmann et al., 2010). Niveis de 8 mg/dL séo
suficientes para o fornecimento de compostos nitrogenados aos microrganismos
fibroliticos, no entanto, ndo s&o suficientes para o0 animal hospedeiro
(Detmann et al., 2009).

Na tentativa de atender as exigéncias de proteina metabolizavel em situacéo
de deficiéncia ou para adequacdo metabdlica da relacdo proteina
metabolizavel/energia metabolizavel, mesmo que tenha maxima extracdo de energia
a partir da fibra, o animal ainda apresenta estimulos no que se refere ao consumo
voluntario (Detmann et al., 2010). Esse fato pode ser apoiado pela tendéncia de
aumento no CMS de pasto nos animais que consumiram suplemento energético.

Considerando, ainda, a eficiéncia microbiana na utilizacdo dos compostos
nitrogenados, os niveis de N-ureico no soro podem ser indicativos do status de
proteina do animal e de maxima eficiéncia microbiana quando estdo entre
15 e 19 mg/dL e considerados niveis limites para que ndo ocorra perda de proteina
(Vendramini et al., 2015). Dessa forma, a maior concentracdo ruminal de aménia
corrobora com a premissa de maior concentracdo de N-ureico no soro (Kennedy e
Milligan, 1980), entretanto, os niveis foram préximos mesmo nos animais que
receberam suplemento energético, em torno de 15,98 mg/dL.

Em virtude do maior aporte de nitrogénio advindo do suplemento energético e
a tendéncia de maior CMS de pasto por esses animais, houve também maior excrecéo
de N urinario e tendéncia de maior excrecao de N nas fezes. Entretanto, esses animais
apresentaram, também, maior proporcdo de N retido/N ingerido. A eficiéncia de
utilizag&@o de nitrogénio entre experimentos apresenta variacdo alta, podendo alterar

de 15% a 40% (Calsamiglia et al., 2010). Hoffmann et al. (2021) verificaram eficiéncia
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de utilizacdo de nitrogénio em pastos tropicais intensivamente manejados e com
suplementacao 0,3% PC em torno de 42,94%, possivelmente devido a maior sincronia
entre a degradacao de carboidratos e compostos nitrogenados no ramen.

A capacidade de formacdo dos complexos com proteinas, que poderiam
acarretar em menor concentracdo de amonia ruminal e maior fluxo de proteina néo
degradada no rumen para o intestino delgado € geralmente maior para animais
suplementados com taninos hidrolishveis com maior peso molecular
(Kawamoto et al., 1995) e n&o foi observado efeito em nosso estudo. Ressalta-se
ainda que a melhoria no desempenho animal pode ser observada em casos de maior
aporte de proteina metabolizavel para o intestino delgado e maior absorcdo de
aminoacidos para o sangue (Aboagye et al., 2018). Caso o fluxo de PNDR para o
intestino delgado seja aumentado, e a sintese de proteina microbiana prejudicada,
havera também, menor aporte de proteina metabolizavel (MacAdam e Villalba, 2015).

A sintese de proteina microbiana e a eficiéncia microbiana nao foram
influenciadas pelos tratamentos fornecidos, no entanto, o valor médio da eficiéncia
microbiana (15,21 g Nmic/kg MOADR) foi abaixo do recomendado pelo ARC (1984)
de 30 g Nmic/kg MOADR.

Contudo, a modificacdo no metabolismo ruminal propostos pelas dietas
fornecidas podem interferir, ainda, na composicdo da comunidade bacteriana ruminal.
Visto isso, os filos Firmicutes e Bacteroidetes sé&o os principais filos bacterianos
encontrados no rimen de animais consumindo dietas de forragem, podendo variar de
45% a 48% e 34% a 38%, respectivamente (Myer et al., 2015; Nardi et al., 2016;
Min et al., 2019). Com isso, as familias mais abundantes encontradas no rimen dos
animais no presente estudo foram Lachnospiraceae e Ruminococcaceae,
pertencentes ao filo Firmicutes, e Prevotellaceae, pertencente ao filo Bacteroidetes, e
estdo relacionadas a degradacéo de fibra (Butyrivibrio, Lachnospiracea incertae sedis
e Ruminococcus) e na degradacdao de amido (Pseudobutyrivibrio e Roseburia)
(Granja-Salcedo et al., 2017).

Os aditivos fitogénicos néo tiveram influéncia sobre a abundancia desses filos,
contrariamente a reducdo observada com os extratos de castanha e quebracho

fornecidos a cabras em pastejo, que reduziram a abundancia do filo Firmicutes em
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23% e aumentaram as populacbes microbianas do filo Bacteroidetes
(geralmente Gram-negativas) em 31% (Min et al., 2014).

A menor abundancia de Archaeas do género Methanosphaera nos animais
suplementados com suplemento mineral pode estar associado ao fato da
Methanosphaera spp. utilizar grupos metil derivados de substitutos metoxil de material
vegetal como principal substrato, assim, a producdo de CHa derivado do grupo metil
é limitada pela disponibilidade dos doadores de metil, e a abundancia relativa de
Methanosphaera spp. foi negativamente relacionada com a produgdo de CHa4 em
ovinos (Kittelmann et al., 2014).

Animais suplementados com suplemento energético tiveram associados
positivamente com a abundéancia ruminal de Archaeas do filo Euryarchaeota e do
género Methanobrevibacter.spp. O filo Euryarchaeota estd associado em ambiente
anaerobico do solo com participacao além da oxidacdo do metano, com a degradacéo
da matéria organica, fixacdo de nitrogénio e reducéo do nitrato (Zhang et al., 2019).
Esse efeito na degradacdo da matéria organica contribui para a justificativa na maior
abundancia desse filo de Archaeas em animais que receberam suplemento
energeético.

Além disso, a associagao positiva do suplemento energético com as Archaeas
metanogénicas pode ser justificada pelo teor de enxofre do farelo de gluten de milho,
em torno de 0,23% (Santos et al., 2004), devido ao processo industrial de obtencéo
do FGM que utiliza &gua sulfitada em uma de suas etapas (Kent, 1983).
Muitas Archaeas utilizam compostos de enxofre como doadores ou aceptores de
elétrons para a producao de energia (Kletzin, 2007).

A ordem Methanobacteriales é a mais representativa no rimen, responsavel
por mais de 73% do total de metanogénicos (Saminathan et al., 2016) e
Methanobrevibacter foi predominante dos produtores de CHa4 no rimen de bovinos e
ovelhas (Whitford et al.,, 2001; Wright et al., 2008; Saminathan et al.,, 2016).
Ademais, Methanobrevibacter foi reduzida com o aumento do peso molecular das
fracOes de taninos condensados (Saminathan et al., 2016), associado a reducéo na
producdo de CH4 (Saminathan et al., 2015).

Ainda, em contraste ao nosso estudo, a inclusdo de 1,5 g de taninos

hidrolisaveis, provenientes de extratos de castanha in vitro, reduziu as proporc¢des de
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Methanobrevibacter sp., M. ruminantium e M. stadtmanae em mais de 70%
(Witzig et al., 2018).

A inclusdo dos aditivos fitogénicos reduziu a abundéancia relativa do filo
Verrucomicrobia, que sao mais abundantes em dietas de forragem
(Auffret et al., 2017), possivelmente, devido a complexa estrutura celular dessas
bactérias, com uma fragil membrana intracitoplasmatica (Hedlund, 2010).

A interag&o entre o tipo de suplemento e a inclusao dos aditivos fitogénicos em
nosso estudo proporcionou tendéncia de maior abundéancia de bactérias da familia
Bacteroidales_ BS11 gut_group, as quais utilizam Hz (Gast et al., 2009), no rimen dos
animais suplementados com SECAF em comparacdo aos animais suplementados
com suplemento mineral. Entretanto, a tendéncia de maior abundancia desses
microrganismos néo foi suficiente para reduzir a produ¢cédo de metano entérico.

Animais suplementados com SECAF tiveram associados positivamente na
analise de componentes principais com a variavel de abundéancia ruminal do filo
Bacteroidetes. Os 6leos essenciais de forma geral ttm maiores efeitos em bactérias
Gram-positivas (Helander et al., 1998), no entanto, alguns compostos especificos,
como o carvacrol pode provocar a perda de conteudo celular e lise das células de
bactérias Gram-negativas (Cobellis et al.,, 2016), atribuido a presenca do grupo
carbonila, que inativa enzimas na membrana da célula bacteriana
(Benchaar e Greathead, 2011).

Bactérias do filo Bacteroidetes sao geralmente Gram-negativas, dessa forma,
isolando o efeito do 6leo essencial carvacrol presente no aditivo fitogénico, poderia
ser verificado efeito contrario ao encontrado. No entanto, a concentracdo do carvacrol
pode nao ser suficiente para causar esse efeito de forma isolada, visto que os taninos
e outros Oleos essenciais tem efeito principalmente nas bactérias Gram-positivas
principalmente. De acordo com Calsamiglia et al. (2007), compostos como timol e
carvacrol ndo inibem seletivamente bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas.

Independente do suplemento fornecido, os aditivos fitogénicos proporcionaram
tendéncia em reduzir um género de bactérias da familia Ruminococcaceae
(Ruminococcaceae.UCG-010) e Roseburia spp. Juntamente com Fibrobacter

succinogenes, Ruminococcus flavefaciens e Ruminococcus albus sédo as bactérias
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fibroliticas mais predominantes no rimen, e possuem maior habilidade em degradar
celulose do que outras espécies celuloliticas (Hobson et al., 1997).

A tendéncia de reducdo na abundéancia das bactérias Ruminococcaceae.UCG-
010, Lachnospiraceae NK3A20 group e a OTU ndo cultivhvel da familia
Lachnospiraceae, possivelmente explicaria a reducéo verificada na digestibilidade da
FDNcp no rimen dos animais do estudo de desempenho que consumiram os aditivos
fitogénicos (Teobaldo et al., 2021; dados nédo publicados), pois ha a necessidade de
varias enzimas hidroliticas para quebrar a fibra composta por residuos de glicose com
ligacdo B-1,4 para celulose, e xilose com ligagdo [(-1,4 para hemicelulose,
(Koike et al., 2009). Semelhante a esses resultados encontrados, Witzig et al. (2018)
observaram reducao na abundancia relativa de Ruminococcus albus, mas sem efeito
em Fibrobacter succinogenes. No entanto, esses resultados ndo foram encontrados
no presente estudo.

Bactérias da familia Ruminococcaceae e Lachnospiraceae pertencem a ordem
Eubacteriales do filo Firmicutes e sdo Gram-positivas, enquanto F. succinogenes
pertence ao grupo das Gram-negativas. Dessa forma, sugere-se que o acido tanico
(taninos hidrolisaveis) penetra a parede das células Gram-positivas em quantidades
suficientes para reagir com 0s componentes estruturais e inibir a sintese celular, pois
Ruminococcaceae sdo mais sensiveis ao acido tanico do que F. succinogenes devido
as Gram-negativas possuirem a membrana externa, além da membrana constituida
por peptideosglicanos (Ozkose et al., 2011).

Apesar disso, a inclusdo de taninos hidrolisaveis (extratos de taninos de
castanha) quando adicionado 78,9 g/kg MS em incubacédo de feno e concentrado
reduziu a proporcéo de F. succinogenes e de R. flavefaciens (Jayanegara et al., 2015).
Algumas espécies microbianas no riumen sdo capazes de degradar os taninos
hidrolisaveis (McSweeney et al., 2001), alterando o acido tanico em niveis de pH mais
elevados, e ndo séo hidrolisados apenas no abomaso em condi¢des necessarias para
a hidrélise acida (Nelson et al., 1995). Os microrganismos fibroliticos parecem ser
mais sensiveis a esses produtos gerados. Os produtos resultantes da degradacao dos
taninos hidrolisaveis acarretam em maior carga de fendis na corrente sanguinea, a

niveis maiores do que o figado pode desintoxicar (Makkar et al., 2007).
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A suplementacdo com acido tanico nas doses de 13,0 e 26,0 g/kg de MS
reduziu a abundancia relativa de metanogénicos e Ruminococcus albus. Entretanto,
mesmo a maior dose ndo afetou a abundéncia relativa de F. succinogenes e
Butyrivibrio fibrisolvens e a digestibilidade da fibra ndo foi afetada (Yang et al., 2017).
Assim, a fonte de tanino utilizado, a composicao da dieta e o nivel de suplementacéo
dos extratos de taninos podem ser responsaveis pela discrepancia e interferir nos

resultados obtidos com os taninos hidrolisaveis.

8. CONCLUSAO

A inclusdo de um blend de aditivos fitogénicos, 6leos essenciais
(cinamaldeido e carvacrol) e taninos hidrolisaveis, na dose 1,5 g/kg MS consumida,
em suplemento energético ou suplemento mineral fornecidos a tourinhos Nelore em
pastejo em Urochloa brizantha cv. Marandu durante o periodo das aguas, tem
tendéncia de reduzir bactérias fibroliticas, e ndo apresenta potencial para melhorar a
utilizacao de nutrientes e eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio.

O fornecimento de suplemento energético durante a estacdo chuvosa em
pastos tropicais melhora a utilizacdo dos nutrientes e a eficiéncia de utilizacao de

nitrogénio.
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Tabela Suplementar

Tabela 1. Mediana e rango interquartil das vias funcionais KEGG preditas no nivel 3
da comunidade microbiana ruminal de bovinos em pastejo no periodo das
aguas, com fornecimento de suplemento energético ou suplemento
mineral, com inclusdo ou n&do de aditivos fitogénicos

Tratamentos
Suplemento . P-valor
Lo Suplemento mineral
. . energeético
Funcionalidade Suol
Sem Com Sem Com Supl Adit Xp-
aditivo aditivo aditivo aditivo Pl O Ad
Metabolismo de 0,21 + 0,22 + 0,21 + 0,21 +
aminoécidos 0,01 0,01 0,01 002 0042 0238 0140
Metabolismo de energia 0693; 160§3i 0(’)93; 069(5)31i 0,077 0,142 0,152
Metabolismo do fosfato 0,08 + 0,08 + 0,08 + 0,08 +
de inositol 0,00 0,00 0,01 0,005 0045 0725 0,164
Metabolismo do acido 0,02 + 0,03 £ 0,02 £ 0,02 £
lipéico 0,003 0,003 0,00 0,005 0032 0017 0016
Metabolismo de 0,48 + 0,47 + 0,46 + 0,47 +
nicotinato e nicotinamida 0,01 0,01 0,01 0,005 0064 0422 0249
Metabolismo do 0,50 + 0,50 + 0,51 + 0,50 +
propanoato 0,01 0,00 0,01 0,02 0983 0074 0,345
Metabolismo de purina 26234i 2(’)23; 2(’)2;; zézgli 0,052 0,703 0,267
Metabolismo 0,19 + 0,20 £ 0,19 + 0,20 £
esfingolipidico 0,01 0,02 0,00 001 9447 0019 0,107
Metabolismo de amidoe 0,99 + 0,98 + 1,00 + 1,00 +
sacarose 0,03 0,02 0,04 0,04 0094 0858 0409
Metabolismo da taurina 0,11 + 0,11 + 0,11 + 0,11 +
e hipotaurina 0,00 0,01 0,00 0,00 0,049 0042 0,032
Metabolismo do 0,14 + 0,14 + 0,13 + 0,13 +
triptofano 0,01 0,003 0,01 0,01 0054 0,793 0,186
Biossintese de
0,06 * 0,07 + 0,06 + 0,07 £
antibiéticos do grupo ' ! ! ' 0,600 0,052 0,249
vancomicina 0,003 0,01 0,01 0,005
Biossintese de folato 063321 0(’)48; 06308; 0630Sli 0,067 0,207 0,187
Biossintese de
glicosfingolipideos - %,%&(3)31 Oéog; %’%%g 060(;311 0,290 0,029 0,109
série ganglio ' ' ' '
Biossintese de
glicosfingolipideos - 061511 0615,11 061511 %’ %)%g 0,041 0,041 0,040
globo series ' ' ' '
Proteinas de biossintese 0,32 + 0,34 + 0,31+ 0,32 +
de lipopolissacarideos 0,03 0,03 0,02 0,02 0123 0057 0121
Biossintese de 0,34 + 0,34 + 0,34 + 0,34 +
estreptomicina 0,005 0,01 0,01 0,01 0678 0049 0,230
Biossintese de
terpendides da coluna 066§1i 0(’)63'1i %%%; Oé6goi 0,065 0,981 0,233
vertebral ’ ’ ’ ’
Degradacéo de geraniol 0608111 %%f'); %%%; O(’)Ogoi 0,006 0,736 0,050
Degradacéo de 0,06 + 0,07 + 0,06 + 0,06 +

glicosaminoglicanos 0,003 0,02 0,005 0,01 0245 0,045 0,146
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uesemnsioss  0: om  6m: O g ome ou
Degradacao de RNA %:‘é%; O(,)?(())li Oéf‘gli Oéf‘gli 0012 0372 0,071
ommeswedo OBl 0% 9B: 9% oo o o
Pemmame O W SO o ome o
Sistema de

(r;t)rg?rsemisséo de %’,%?(’);5 Oé?gli 06?8111 Oé?g’li 0,369 0,038 0,167
Vias de fixacdo de

carbono em G905 008 60s  0pp 0086 0246 0198
Ciclo citrato %’7%525 Oéégsi 06%41 Oéég’zi 0,048 0472 0,226
Fosforilacdo oxidativa 1(%321 1(’)?63; 1(’)?8; 1(’)?8; 0,098 0,175 0,213
Peptidases 16?511' 16?35 %)"%%g 16?3; 0,061 0,117 0,110
Fatores de tradugéo 06%; 06(’3311 Oéégzi Oéégoi 0,077 0607 0,322
Antigenos celulares Oé?gli Oé?gli %’,%f)é %"%‘ég 0,014 0,497 0,081
Reparo de 0,88 + 0,89 0,89 + 0,89 +

incompatibilidade 0,01 0,00 0,01 000 516 0063 0,183




