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OLEO FUNCIONAL NA DIETA DE VACAS LEITEIRAS

RESUMO - O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da inclusdo de
oleo funcional composto de acido anacardico, cardol e cardanol (6leo da castanha de
caju) e acido ricinoleico (6leo de mamona) na dieta de vacas em lactacdo sobre
consumo, digestibilidade aparente total da matéria seca e nutrientes, fermentacéo
ruminal, producdo e composicdo do leite, sintese de proteina microbiana, perfil
metabdlico, balanco de nitrogénio e energia. Foram utilizadas vinte e quatro vacas
pluriparas da raca Holandés, das quais seis apresentavam canula ruminal, com peso
corporal médio de 618 + 76 kg, 150,24 + 91,43 dias em lactacéo e 29,1 + 4,01 kg/dia
de producéo de leite no inicio do experimento. As vacas foram alocadas em oito
Quadrados Latinos 3 x 3, balanceados e contemporaneos, alimentadas com os
seguintes tratamentos: 1) controle (CON), composto por dieta basal sem inclusao de
aditivos; 2) 6leo funcional (OF), com adicdo de 500 mg/kg da MS (Essential® Oligo
Basics) e 3) monensina sédica (MON) com adicdo de 22 mg/kg da MS. Nao houve
efeito (P>0,05) dos tratamentos sobre o consumo de matéria seca e nutrientes
(kg/dia), coeficientes de digestibilidade e consumo em porcentagem do peso corporal.
A inclusédo de 6leo funcional ou monensina sédica na dieta ndo alterou (P>0,05) o pH,
as concentracdes de amonia, acetato e butirato, e a relacdo acetato: propionato no
rumen. No entanto, as inclusdes de 0Oleo funcional ou monensina sédica aumentaram
(P<0,05) a concentracdo de propionato ruminal e o tratamento 6leo funcional
aumentou (P<0,05) a concentracdo total de acidos graxos de cadeia ramificada. As
vacas alimentadas com 6leo funcional ou monensina sédica apresentaram aumento
(P<0,05) da producéo de leite, mas a inclusdo de monensina sédica reduziu (P<0,05)
o teor de gordura do leite. A inclusdo de 6leo funcional reduziu (P<0,05) a
concentracéo de ureia no sangue. A sintese de proteina microbiana e os balancos de
energia e nitrogénio ndo foram influenciados pelos tratamentos (P>0,05). A incluséo
de oleo funcional ou monensina sddica nas dietas aumentaram a producao de leite e
a concentracao de propionato ruminal, sem alterar o consumo e a digestibilidade da

matéria seca e nutrientes.

Palavras-chave: antimicrobiano, dempenho produtivo, monensina, 6leo funcional
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FUNCTIONAL OIL IN DAIRY COWS DIET

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the effects of the inclusion of functional oil
composed of anacardic acid, cardol and cardanol (cashew nut shell liquid and castor
oil) and ricinoleic acid (castor oil) in diets of dairy cows on intake, total apparent
digestibility of dry matter and nutrients, rumen fermentation, milk yield and
composition, microbial protein synthesis, metabolic profile, and nitrogen and energy
balance. Twenty-four multiparous Holstein cows (six cannulated in the rumen), with an
average body weight of 618 + 76 kg, 150.24 + 91.43 days in lactation and milk yield of
29.1 + 4.01 kg/day in the beginning of the study were evaluated. Cows were allocated
into eight 3 x 3 Latin squares, balanced and contemporary, and fed with the following
treatments: 1) control (CON), composed of basal diet without inclusion of additives; 2)
Functional oil (FO) with addition of 500 mg/kg DM (Essential® Oligo Basics) and 3)
monensin (MON) with addition of 18 mg/kg DM. There was no effect (P>0.05) of
treatments on dry matter and nutrients intake (kg/day), digestibility and intake as
percentage of body weight. The inclusion of functional oil or monensin in the diet did
not affect (P>0.05) pH, ammonia, acetate and butyrate concentrations and acetate:
propionate ratio in the rumen. However, the inclusions of functional oil or monensin
increased (P<0.05) the concentration of ruminal propionate. In addition, functional olil
treatment increased (P<0.05) total concentration of branched chain fatty acids. The
cows fed diets with oil or functional monensin increased (P<0.05) the milk yield of dairy
cows, but cows fed diets with monensin had lower (P<0.05) milk fat content. The
addition of functional oil in the diet also reduced (P<0.05) the concentration of blood
urea. The microbial protein synthesis, and energy and nitrogen balances were not
affected by treatments (P>0.05). Inclusion of functional oil or monensin in the diets
increased milk yield and concentration of ruminal propionate without changing intake
and digestibility of dry matter and nutrients.

Key Words: antimicrobial, productive performance, monensin, functional oil
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1. INTRODUCAO

Com o aumento da populacdo mundial e do consumo alimentar médio em
decorréncia do desenvolvimento econdmico de paises em desenvolvimento, tem se
observado uma crescente demanda por alimentos. O leite, como alimento basico para
alimentacdo humana e matéria-prima para producédo de uma grande variedade de
produtos, ndo foge a esta regra. Em 2015, a producdo mundial de leite chegou a 805
milhdes de toneladas (FAO, 2015).

O fornecimento de alimentos concentrados aumenta a quantidade de
carboidratos ndo estruturais e, consequentemente, o teor energético da dieta, tal
alternativa é utilizada para maximizar o desempenho produtivo dos ruminantes. No
entanto, dietas ricas em concentrado podem alterar a fermentag&o ruminal e reduzir o
pH do rumen, situacdo que pode comprometer a digestibilidade da fibra e aumentar
0s riscos de transtornos metabdlicos (VASCONCELOS et al., 2008).

Aditivos tém sido avaliados com o intuito de modular a fermentagédo ruminal e
assim melhorar o desempenho do animal. Na década de 70, a Food and Drug
Administration (FDA) aprovou o uso de antimicrobianos ionéforos nos Estados Unidos.
Da mesma forma, paises como Brasil, Australia, Nova Zelandia e Canada liberaram o
uso destes produtos na alimentacdo de bovinos (NRC, 2001). Dentre os
antimicrobianos, o ion6foro monensina soédica, desenvolvido inicialmente para ser
usado como anticoccidiostatico na alimentacdo de frangos (RICHARDSON et al.,
1976), demonstrou maior potencial para ser utilizado na alimentacdo de ruminantes,
com capacidade de alterar a fermentacdo ruminal destes animais (RUSSELL,;
STROBEL 1989). Segundo Thornton e Owens (1981), a monensina sédica aumenta
a propor¢do molar de propionato ruminal. Além disso, h& reducdo da degradacao da
proteina em amonia (DINIUS et al., 1976) e elevacédo do potencial de hidrogénio (pH)
ruminal.

A Unido Europeia com base no principio da precausao proibiu o uso de
antibidticos promotores de crescimento na dieta de ruminantes. Diante disso, a busca
por produtos naturais como alternativas aos antimicrobianos foi intensificada e
atualmente o interesse no uso de compostos “naturais”, como os 6leos funcionais tém

aumentado na nutricdo animal, especialmente na nutricAo de ruminantes, tem



aumentado. A énfase maior tem sido dada na modificagéo do padrao de fermentacéo
ruminal e do metabolismo a fim de melhorar o desempenho animal e reduzir o impacto
no meio ambiente. A complexidade estrutural e diversidade de plantas, entretanto, &
um fator limitante no progresso de pesquisa nesta area do conhecimento (TEDESCHI
et al., 2011).

A maioria dos dados disponiveis na literatura sobre 6leos funcionais para
ruminantes advém de estudos in vitro (MCINTOSH et al., 2003; NEWBOLD et al.,
2004; CASTILLEJOS et al., 2005). No entanto, alguns estudos in vivo ja foram
realizados para avaliar a eficacia de 6leos funcionais em manipular fermentacéo
ruminal e melhorar a utilizacdo de nutrientes e o desempenho de vacas leiteiras
(BENCHAAR et al., 2006; BENCHAAR et al., 2008a; BENCHAAR; CHOUINARD,
2009).

Como resultado, de modo geral, tais estudos apontaram que 6leos funcionais
apresentam potencial para serem utilizados como aditivos alimentares modulares da
fermentacdo ruminal e substitutos dos ionéforos nas dietas de vacas leiteiras, sem

comprometer o desempenho animal.

2. HIPOTESE e OBJETIVOS

A hipétese cientifica deste trabalho € que a utilizacdo do 6leo funcional
(Essential® Oligo Basics), em dietas de vacas leiteiras melhora o padrdo de
fermentacao ruminal e aumenta a producéo de leite sem alteragcdes no consumo e na
digestibilidade dos nutrientes.

O presente estudo foi conduzido com objetivo de avaliar a inclusdo do 6leo
funcional na dieta de vacas em lactacdo sobre o consumo e digestibilidade aparente
total da matéria seca e nutrientes, fermentacdo ruminal, producdo e composi¢éo do

leite, sintese de proteina microbiana, balanc¢o de nitrogénio e de energia.

3. REVISAO DE LITERATURA

Ha muitos anos é conhecida a capacidade de ruminantes de converter material

fibroso de plantas em alimentos nobres, como leite e carne. Durante muito tempo



vacas leiteiras obtinham grande parte dos nutrientes somente pelo consumo de
forragem, deste modo, a producdo por vaca era baixa e, consequentemente, a
producdo de leite era pouco explorada. No entanto, o cenario atual da selecdo
genética, manejo e nutricdo tém elevado consideravelmente o desempenho animal
(VANDEHAAR; ST-PIERRE, 2006). Neste sentido, o conhecimento de estratégias
nutricionais para atender as exigéncias de vacas cada vez mais produtivas, de forma
sustentavel e econdmica € um dos principais desafios dos profissionais envolvidos
nesta cadeia produtiva.

Aplicar estratégias nutricionais na alimentagdo de ruminantes normalmente
envolve o uso de tecnologias que permitam modular a fermentacédo ruminal, j& que
este € o principal local de digestdo de nutrientes. Das altas exigéncias em energia e
proteinas de vacas leiteiras, mais da metade sdo atendidas pela atividade dos
microorganismos ruminais com a producdo de acidos graxos de cadeia curta e pelo
fluxo de proteina microbiana para o duodeno.

Neste sentido, o processo de fermentacdo ruminal desempenha um papel
importante na nutricdo de ruminantes, pela relacdo simbidtica entre animal e
microrganismos do rimen, os quais fornecem aos ruminantes diversas vantagens nos
processos digestivos e metabdlicos (KOZLOSKI, 2011). O grau de complexidade das
interacdes entre os diversos grupos de microrganismos que habitam o rGmen é tal
que, ainda hoje, sdo desconhecidas algumas vias e a atua¢do dos microrganismos
envolvidos. Apesar dos resultados de décadas de pesquisas sobre o metabolismo e a
microbiologia do rimen, ambos ainda sdo extensivamente estudados (KOZLOSKI,
2011; KAMRA, 2005). A possibilidade de entender e controlar alguns dos processos
metabdlicos do rimen com o objetivo de atingir maior eficiéncia de utilizacdo dos
nutrientes € um conceito de grande relevancia para nutricionistas e microbiologistas
do rimen.

Com base nessa possibilidade de modular a fermentacéo ruminal, o emprego
de determinadas substancias aditivas nas dietas, com destaque para os antibioticos
ionoforos, € uma pratica convencional na alimentagédo de ruminantes, cujo mecanismo
de acdo e os beneficios da sua utilizacdo foram extensivamente estudados e
elucidados. Porém, quando se trata da utilizacdo de aditivos alternativos nas dietas,

como os Oleos essenciais, falta informagfes de pesquisas.



3.1. Oleo Funcional

Cresce a importancia da seguranca alimentar como atributo decisivo no
momento da compra, com aumento da demanda por produtos sem o uso de
antibiéticos no sistema de producdo animal e produzidos sob preceitos ambientais.
Diante destas questdes econémicas e de saude publica, existe um crescente interesse
cientifico por alternativas aos ionoforos antimicrobianos, e dentre as diversas opc¢oes,
0os compostos de plantas como os 0Oleos essenciais tém grande potencial a ser
explorado, visto sua reconhecida atividade antimicrobiana.

Os Oleos essenciais sdo classificados como metabdlitos secundarios de
plantas, responsaveis pelo odor e cor caracteristico das mesmas. Podem ser
extraidos de diversas partes, como raizes, colmos, casca, folhas, flores, sementes
(KOHLERT et al., 2005). S&o caracterizados quimicamente como misturas complexas
de compostos de baixo peso molecular, os quais podem gerar sabores e/ou aromas.
N&o se misturam a agua e podem ser extraidos de diferentes modos, como destilacdo
a vapor, COz supercritico ou com utilizacdo de solventes organicos (CALSAMIGLIA et
al., 2007).

Oleos essenciais contém dois grandes grupos quimicos, terpendides e
fenilpropandides, que apresentam mecanismos de agdo antimicrobiana diferentes,
dependendo da interacdo com a membrana celular (DAVIDSON; NAIDU, 2000;
DORMAN; DEANS, 2000; BENCHAAR et al., 2008b).

Vérios Oleos essenciais com diferentes principios ativos ja possuem sua
funcionalidade conhecida e os métodos para extracdo destes Oleos sdo de facil
execucao, tais como timol (extraido do tomilho — Thymus vulgaris), carvacrol (extraido
do orégano — Origanum sativum), alina e alicina (extraido do alho — Allium sativum),
citrol e citronolol (extraido de diversas plantas citricas), mentol (extraido da menta —
Mentha piperita), cinamaldeido (extraido da canela — Cinnamomum zeylanicum), o
(limoneno extraido da polpa citrica) e o guaicol (extraido da resina do guéiaco ou 6leo
de cravo-da-india) (VELLUTI et al., 2003; CASTILLEJOS et al., 2005). Outros plantas,
como a canela, o alecrim, gengibre, coentro, eucalipto e pimenta e seus respectivos
compostos possuem potencial para serem utilizados como moduladores da
fermentacao ruminal (BENCHAAR et al., 2008b).



Na planta estes metabdlitos excercem atividade de protecdo ao ataque dos
fungos, bactérias e insetos. Esses mesmos 6leos essenciais de plantas podem ser
utilizados como aditivos alimentares, sendo definidos como Oleos funcionais, cujos
compostos podem ser incluidos diretamente na dieta de ruminantes ou pelos extratos
retirados industrialmente (MORAIS et al., 2011). Esta classe de aditivo normalmente
exercem um efeito antimicrobiano que pode alterar o crescimento e o0 metabolismo de
diversas bactérias, incluindo bactérias presentes no rimen. Como consequéncia,
estes aditivos podem alterar a fermentacéo ruminal (VELLUTI et al., 2003; WALLACE,
2004).

3.2. Composicao do 6leo funcional

Conforme apresentado anteriormente, exitem diversos 6leos essenciais que
apresentam potencial atividade sobre os microrganismos do rimen. Langhout (2000)
relata que os melhores resultados sédo obtidos quando 6leos essenciais sdo utilizados
em combinacao de diferentes compostos de plantas. Dentre estas, pode se destacar
a combinacao dos compostos 4cido anacardico, cardol e cardanol (6leo da casca da
castanha de caju) e &cido ricinoleico (6leo de mamona), os quais séo utilizados de
forma conjunta como o6leo funcional (Essential® Oligo Basics) na nutricdo de
ruminantes.

O 6leo da casca da castanha de caju (Anacardium occidentale L.) é obtido de
uma arvore nativa do Brasil que pode ser encontrada em quase todo territério nacional,
sendo o nordeste a regido com maior area cultivada, com a maior produgéo nacional.
Esta planta é também cultivada no leste da Africa e india, maior produtor mundial de
castanha de caju e responsavel por 50% das exportacbes mundiais do produto
(PUREVJAYV, 2011).

Existem duas formas de extracdo do 6leo presente na casca da castanha de
caju: a frio ou a quente. Extracdo a frio pode ser realizada pelo método de prensagem,
com solventes ou extracao supercritica com didxido de carbono (CO2) € um solvente
para extracdo comumente usado, pois reune condi¢des ideais de solvente, o qual é

inerte, atoxico, de baixo custo e de facil separagao do produto extraido. A extracéo a



quente é o processo térmico mecanico em que a castanha de caju sofre ropimento da
casca com liberacéo de alquifendis presentes no mesocarpo (MARSIGLIO, 2012).

O dleo da casca da castanha de caju é considerado uma fonte natural de
lipideos fendlicos, composto por 65% de acido anacardico e o restante se divide em,
cardanol, cardol, e as estruturas fendis (HAMAD; MUBOFU, 2015).

O oleo de mamona (Ricinus communis L.), é extraido de uma planta que
pertence a familia Euphorbiaceae, que engloba um grande namero de plantas nativas
de regibes tropicais. De origem africana, a mamona foi introduzida no Brasil pelos
portugueses durante a colonizagéo. E uma planta de habito arbustivo, com diversas
coloracdes de caule, folhas e racemos (cachos), podendo ou ndo possuir cera no
caule e peciolo. A mamona apresenta entre 39,6-59,5% de Oleo na semente
(MACHADO et al., 2006).

O cultivo da mamona tem grande importancia econdmica e social
principalmente para os estados do Nordeste, pela capacidade de produzir em
condicbes de baixa precipitacdo pluviométrica e tem bom mercado consumidor
(BELTRAO et al., 2003). Segundo Severino et al. (2006), o Nordeste é responsavel
por mais de 90% da producdo nascional. Seu 6leo, é obtido por prensagem das
sementes, contém cerca de 90% de &cido ricinoleico, o que confere ao 6leo
caracteristicas Unicas e permite uma ampla utilizagdo na industria (FERREIRA et al.,
2002).

Ha relatos sobre a presenca de principios toxicos e alergénicos presentes na
planta como um todo da mamona. Tokarnia et al. (1975) relatam com base na
sintomatologia observada nos bovinos em experimento com folhas da mamona, que
o principio téxico é diferente da ricina (responsavel pela toxidade das sementes) que
causa um quadro de distUrbio gastrointestinal.

A ricina é uma potente toxalbumina, qguimicamente uma proteina que ocorre no
endosperma da semente da mamona, a qual € totalmente ausente em outras partes
da planta mamoneira (FREIRE, 2001). Esta toxina € insolivel em 6leo, com seu
principal mecanismo de acdo no organismo de aglutinar células vermelhas, seguida
por hemolise intensa. Os animais domeésticos apresentam diferentes graus de
sensibilidade a ricina. Em geral a dose letal para mamiferos € de 150 a 200 mg/kg de

peso corporal. Um aspecto interessante da ricina é sua capacidade de induzir



imunidade quando administrada repetidas vezes em doses reduzidas com intervalo
de tempo (AFONSO; POTT, 2001).

Oleos funcionais tém sido estudados, entretanto ha poucos trabalhos com acido
ricinoleico (6leo de mamona) e acido anacardico, cardol e cardanol (6leo da casca da
castanha de caju), mas recentes estudos tem sido realizados com a associagéo destes
compostos como produto comercial 6leo funcional (Essential® Oligo Basics).

3.3. Estudos de fermentacdo ruminal in vitro com Oleos essenciais

Pioneiros no estudo dos efeitos dos 6leos essenciais in vitro sobre fermentacao
ruminal, Crane et al. (1957) relataram que limoneno e pineno foram eficazes em inibir
a producado de metano.

Devido a presenca de lipidios fendlicos com atividade antimicrobiana na
composicdo do 6leo da casca da castanha de caju, o 4cido anacardico, cardanol e o
cardol, os mesmos podem causar mudancas no ecossistema ruminal, caracteristica
gue o torna um eficiente modificador da fermentacao ruminal (CORREIA et al., 2006;
WATANABE et al., 2010). Apds avaliarem a atividade antibacteriana do 6leo da casca
da castanha de caju in vitro, os pesquisadores relatam que as bactérias gram positivas
(Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus e Propionibacterium acnes) sao
sensiveis aos componentes deste 6leo essencial, enquanto que as gram negativas
sao resistentes (HIMEJIMA; KUBO 1991; PARASA et al., 2011). Da mesma maneira,
Kubo et al. (1993) e Watanabe et al. (2010) observaram que o 6leo da casca da
castanha de caju atua principalmente contra bactérias gram positivas presentes no
rimen como Streptococcus bovis, Eubacterium ruminantium, Lactobacillus ruminis.

A reducdo do numero de bactérias gram positivas induzidas pelo 6leo da casca
da castanha de caju, pode indiretamente promover o crescimento de bactérias gram
negativas (resistentes a este 6leo funcional), tais como Succinivibrio dextrinosolvens,
Selenomonas ruminantium e Megasphaera elsdenii, envolvidas na producéo de
propionato (WATANABE et al., 2010). Portanto, o 6leo da casca da castanha de caju
ao induzir mudangas nas espécies bacterianas do ramen melhora a eficiéncia da
fermentacao ruminal, o que significa na pratica, aumentar a producéo de propionato e
reduzir a metanogénese (WATANABE et al., 2010).



Himejima e Kubo (1991) isolaram 16 compostos fendlicos a partir do 6leo da
casca da castanha de caju e observaram extensa atividade antimicrobiana sobre
microrganismos. Entre esses compostos fendlicos o acido anacardio apresentou a
maior atividade inibitéria de bactérias gram positivas. Por outro lado o cardanol possui
atividade tanto anti-inflamatéria como antioxidante.

Marino et al. (2013) verificaram que a adicdo de 120 mg/L da mistura de
extratos de casca de castanha de caju e 6leo de mamona aumentou linearmente
acetato, propionato e acidos graxos volateis totais sem qualquer efeito na
digestibilidade in vitro ou producédo de metano.

Por outro lado, em pesquisa in vitro com outro 6leo essencial, o eugenol,
Castillejos et al. (2005) observaram aumento da concentracédo total de acidos graxos
de cadeia curta (AGCC), mas nao obtiveram mudanca na propor¢do molar individual
de AGCC, quando adicionaram dose de 1,5 mg/L de liquido ruminal em fermentadores
de cultura continua. Com a mesma técnica de fermentador de cultura continua,
Castillejos et al. (2006) relataram que 500 mg/L de timol reduziu a concentracao de
AGCC e a proporcdo molar de acetato:propionato, que néo foi afetada nas
concentragdes de 5 e 50 mg/L.

Mclintosh et al. (2003) observaram em estudo in vitro maior reducdo da taxa de
producdo de NHs quando a monensina sodica foi adicionada no liquido ruminal
incubado, mas relataram que uso de 6leo essencial também reduz a producao de NHs
pela inibicdo da atividade do mesmo grupo de bactérias que sdo sensiveis a
monensina sodica. Este grupo de bactérias, conhecidas como “hyper-ammonia-
producing”, é caracterizado por apresentar alta atividade deaminativa e por ser
responsavel pela significativa proporcédo de amdnia produzida no ramen (RUSSELL et
al., 1988). Em trabalho com uso da técnica de isolamento, foram identificadas duas
bactérias, Streptococcus spp. e Clostridum spp., que produziam de 18 a 39 vezes mais
amoOnia do que outras espécies ruminais conhecidas (RUSSELL et al., 1988). Ambas
sdo gram positivas e requerem aminoacidos como fonte de crescimento (MCGUFFEY
et al., 2001).

Resultados de pesquisas mostram que os efeitos dos 0leos essenciais sobre a
fermentacao ruminal podem desaparecer ao longo do tempo (CARDOZO et al., 2004).

Em sistema in vitro de fluxo continuo, os 6leos de canela, alho e anis (7,5 mg/kg MS



ou 0,22 mg/L) foram capazes de alterar o perfil de AGCC durante os seis primeiros
dias de incubacdo, porém nao foi observado este efeito apds esse periodo
(CARDOZO et al., 2004). Da mesma forma, o Oleo de alho (300 mg/L) alterou a
fermentacdo ruminal in vitro em incubacgdes de 24 horas (BUSQUET et al., 2005b),
mas doses de 6leo de alho semelhantes a anterior (312 mg/L) ndo apresentaram efeito
em experimento de maior duracdo em sistema in vitro de fluxo continuo (BUSQUET
et al., 2005a).

A inibicdo da fermentacdo ruminal do ponto de vista nutricional € indesejavel.
Contudo, o desafio esta justamente em encontrar doses capazes de manipular
positivamente a fermentacdo ruminal com pouco ou nenhum efeito inibitério sobre
esta. E importante enfatizar que, mesmo para a monensina sodica, € comum observar
reducdes na degradacgéo e da concentracao total de AGCC in vitro em funcao da dose
utilizada (VAN NEVEL; DEMEYER, 1977; RUSSEL; STROBEL, 1989).

De maneira geral, 6leos essenciais ndo alteram o pH ruminal (NEWBOLD et
al., 2004; CASTILLEJOS et al., 2007). No entanto, em experimento in vitro, a inibicéo
da fermentacdo ruminal por altas doses e a consequente reducdo na concentracao
total de AGCC causou aumento do pH (CASTILLEJOS et al., 2006).

Varios estudos verificaram auséncia da influéncia dos éleos essenciais sobre o
metabolismo protéico ruminal, seja em sistema in vitro de fluxo continuo
(CASTILLEJOS et al., 2005, 2007) ou in vivo com vacas no terco inicial e médio de
lactacdo (BENCHAAR et al., 2006, 2007).

Pesquisas in vitro apresentam limita¢des, pois muitos dos resultados obtidos in
vitro ndo se repetiram quando conduzidos estudos in vivo. Este fato pode ser atribuido
principalmente a dificuldade de conseguir in vivo as doses efetivas determinadas in
vitro, outra questdo esta relacionado a adaptacdo microbiana ao longo do tempo
(CALSAMIGLIA et al., 2007; BENCHAAR et al., 2008a).

Desse modo, uma das limitacbes dos 0Oleos essenciais € a viabilidade pratica
em fornecer aos animais as doses determinadas in vitro. Oleos essenciais podem
apresentar cheiro e gosto acentuados, o que pode dificultar a aceitacédo pelo animal,
e as doses necessarias in vivo podem causar efeito indesejaveis sobre o consumo
animal, ou até mesmo ser impraticaveis (VILLALBA; PROVENZA, 2010).



10

Apesar disso, é provavel que as doses determinadas in vitro sdo superiores as
necessarias in vivo, pois a concentracao de bactérias € muito menor in vitro do que
em condi¢cBes naturais. A acdo de um composto € funcdo de sua capacidade de
interagir com as bactérias. Por isso, quanto menor a populacdo de microrganismos,
maior a dose necesséria para observar efeito (CALSAMIGLIA et al., 2007).

E evidente que a degradacdo dos compostos no rimen, a adaptacio
microbiana, a taxa de passagem, a volatilizacdo e absorcao pela parede ruminal sdo
responsaveis por parte importante das diferencas entre ensaios in vitro e in vivo
(VILLALBA; PROVENZA, 2010). Desta forma, para conseguir efeitos fisiologicos
almejados, estes fatores salientam a necessidade de doses mais elevadas.

Os oOleos essenciais sdo substancias de dificil padronizacéo, pois variam a
concentracdo de varios compostos ativos. Desta forma, é esperado que estudos com
ruminantes apresentem resultados inconsistentes ou contraditérios, independente dos

resultados positivos observados in vitro.

3.4. Estudo in vivo com 6leos essenciais na nutricdo de ruminantes

Coutinho et al. (2014) realizaram estudo com doses de 120; 240 e 360 mg/kg
da MS do 6leo da castanha de caju em vacas leiteiras, e ndo observaram efeito sobre
consumo e digestibilidade de nutrientes, bem como na producdo e composicédo do
leite das vacas suplementadas em relacao as que receberam a dieta controle. Ainda,
a utilizacdo deste aditivo resultou em mudanca no perfi de acidos graxos do leite, o
qual apresentou efeito linear descrescente para o acido caproico (C6:0), linear
crescente para o acido palmitoleico (C16:1n-7) e quadratico para o acido tridecanoico
(C13:1n-5).

Estudo com vacas secas alimentadas com a inclusdo de 6leo da castanha de
caju na dieta, os autores ndo observaram efeito sobre a digestibilidade e consumo de
nutrientes (SHINKAI et al., 2012). Quanto aos efeitos sobre a fermentacdo ruminal,
estes autores verificaram reducdo na producdo de metano e menor concentragcéo
molar de acetato, aumento na concentracdo e molar de propionato, assim como o
verificado por Van Nevel et al. (1971) e Watanabe et al. (2010) em estudo in vitro.

Ainda o uso deste aditivo n&o influenciou o pH ruminal e nem nas concentracdes de
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nitrogénio amoniacal e lactato e, houve aumento das bactérias produtoras de
propionato, principalmente as Prevotella ruminucula (SHINKAI et al. 2012).

Benchaar et al. (2006) realizaram um estudo com a adicdo de 6leo essencial
mistura composta de éleo de timol, limoneno, e guaiacol (Crina® Ruminants; 0 vs 2
g/d) e de monensina sodica (0 vs 350 mg/dia) na dieta de vacas no terco médio de
lactacdo encontraram aumento do pH ruminal para as vacas que receberam 0leos
essenciais (6,50 vs 6,39) e menor concentracdo de N-NHs no ramen de vacas
suplementadas com monensina sodica (12,7 vs 14,3 mg/100mL). Os autores nao
observaram efeito das dietas sobre concentracdo de AGCC total e proporcéo destes
individualmente, sobre produgcéo e composicao do leite, digestibilidade aparente da
MS, MO e FDN. Por outro lado, os autores relatam que vacas alimentadas com
monensina sodica tiveram maior digestibilidade aparente total da proteina bruta (PB;
65,0 vs 63,6%) quando comparadas as nao suplementados.

Em outro estudo com Crina® Ruminants, Benchaar et al. (2007) utilizaram
doses de 0 e 750 mg/kg de Crina® Ruminants na dieta de vacas no inicio da lactagdo
alimentadas com silagem de milho e alfafa. Os autores ndo observaram efeito do 6leo
essencial sobre a producéo de leite (28,85 e 27,95 para Oleo essencial e controle,
respectivamente) o CMS, a concentragéo ruminal de nitrogénio amoniacal (N-NH3s), e
consideraram tendéncia de aumento do pH ruminal (6,40) para as vacas que
receberam 6leo essencial em relacdo as vacas da dieta controle (6,30). No mesmo
estudo, relataram reducédo da propor¢cdo molar de acetato e aumento de propionato
quando a dieta a base de silagem de milho foi substituida por silagem de alfafa com
reducdo da concentracdo de AGCC.

Vendramini (2015) conduziu um estudo com vacas no ter¢co médio de lactacéo,
alimentadas com silagem de milho e suplementadas com diferentes aditivos
(monensina sédica na dose de 24 mg/kg da MS, Crina® Ruminants na dose de 1,2
g/animal/dia e quitosana na dose de 150 mg/kg do peso vivo). As vacas submetidas
aos diferentes tratamentos n&o apresentaram efeito sobre a producéo (31,26 kg/dia)
e composicédo do leite e CMS. As vacas do tratamento Crina® Ruminants reduziram a
excrecao de N fecal (g/dia) em relacdo aos demais aditivos; a inclusédo de monensina

sbdica e quitosana reduziram a concentracao de acetato ruminal (mmol/L) comparado
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a dieta controle; e o tratamento com monensia sddica aumentou o propionato ruminal
comparado a dieta 6leo essecial (30,67 vs 26,25 mmol/L, respectivamente).

Gandra et al. (2012) avaliaram doses crescentes de acido ricinoleico (6leo de
mamona) em novilhos (0, 1, 2 e 4 g/animal/dia) e observaram que acido ricinoleico
nao alterou o CMS. Afirmaram também que o acido ricinoleico tem um futuro promissor
na nutricdo de ruminantes como potencial modulador da fermentagao ruminal e com
possivel aumento da performance produtiva de ruminantes. Gandra et al. (2014)
conduziram um estudo com vacas no ter¢co meédio da lactacdo e adicionaram 0 e 2
g/animal/dia de acido ricinoleico em dieta a base de silagem de milho e observaram
aumento da producao e do teor de gordura do leite, mesmo com reducéo do CMS.

Coneglian (2009) avaliou a suplementacdo em novilhos com 1, 2, 4 e 8 g/dia
de 6leo funcional (Essential® Oligo Basics) ou 2 g/dia de monensina sédica na dieta
com silagem de milho e relagéo volumoso concentrado 20:80. Nao houve efeito das
dietas avaliadas sobre o CMS, concentragédo de N-NHs ruminal, propionato, butirato e
AGCC totais.

Jedlicka et al. (2009) avaliaram novilhos confinados suplementados com
diferentes aditivos monensina sdédica (223 mg/dia) e 6leo funcional (Essential® Oligo
Basics) em duas doses (250 e 500 mg/dia), além da associacdo destes dois aditivos
e da dieta controle sem aditivo, nao foi observado efeito das dietas sobre o0 CMS dos
novilhos.

Devant et al. (2012) estudaram a utilizacdo de 0,5 g do 6leo funcional
(Essential® Oligo Basics) por kg de concentrado para novilhos e observaram que
animais suplementados com aditivos apresentaram aumento no consumo e ganho de
peso. O aditivo ainda tendeu a melhorar a integridade da parede do rimen e diminuir
a prevaléncia de abcessos hepéticos. Purevjav et al. (2013) em estudos com novilhos
Angus confinados alimentados com diferentes doses 250 mg/kg da MS e 500 mg/kg
da MS de 6leo funcional (Essential® Oligo Basics) e 223 mg/animal/dia de monensina
sbdica, ndo observaram diferenca na prevaléncia de abscessos hepaticos dos
novilhos que receberam a inclusédo do 6leo funcional em relagéo a dieta controle, mas
os novilhos que tiveram a adicdo de monensina sodica na dieta apresentaram menor

indice de abscessos hepaticos. Estes autores relataram também que a inclusao de
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6leo funcional ou monensina sédica na dietas de novilhos confinados ndo alterou o
consumo de matéria seca (CMS).

Valero et al. (2014) compararam o efeito do propolis e o 6leo funcional
(Essential® Oligo Basics) com novilhos mesticos Abeerdean Angus x Nelore e nédo
observaram diferenga sobre o CMS. Resultados diferentes foram obtidos por Silva
(2014) ao comparar a inclusdo de monensina sodica nas doses 30 e 40 mg/kg da MS
e virginiamicina 25 mg/kg da MS mais monensina sodica 30 mg/kg da MS e 6leo
funcional Essential® Oligo Basics na dose de 400 mg/kg da MS, em bovinos da raca
Nelore castrados em confinamento e com mudanca abrupta da dieta, observou maior
consumo nos novilhos que receberam o 6leo funcional. Zawadzki (2013) encontrou
maior consumo em bovinos confinados que tiveram inclusdo de 6leo funcional
Essential® na dieta em relacdo aos novilhos da dieta controle, mas o consumo néo
diferiu em relac@o aos novilhos que tiveram parte do milho substituido por glicerina ou
pela associacdo de glicerina e o 6leo funcional Essential®.

Estudo conduzido com vacas no terco meédio de lactacdo, alimentadas com
58% de silagem de milho e 42% de concentrado e com as seguintes dietas: controle
sem aditivos; suplementada com 30 mg/kg da MS de monensina sddica; 0,5 g/kg da
MS de 6leo funcional (Essential® Oligo Basics) e uma mistura destes tratamentos. Os
autores observaram que as vacas alimentadas com Oleo funcional apresentaram
aumento do CMS (15,3 vs 16,67 kg/dia) e as vacas que receberam o tratamento
monensina reduziram o consumo (16,89 vs 15,57 kg/dia) quando comparados a dieta
controle sem aditivo. Os autores relataram também que as vacas alimentadas com
6leo funcional apresentaram aumento da producédo de leite, proteina e gordura em
kg/dia em relacao as demais dietas. Ja as vacas do tratamento monensina sédica ndo
apresentaram efeito sobre a producéao de leite, mas apresentaram reducéo da gordura
em porcentagem e kg/dia, em relacdo as demais dietas (MARTINS et al., 2015).

Diante do exposto, vale ressaltar que o éleo funcional (Essential® Oligo Basics)
€ um aditivo com grande potencial para uso na dieta de ruminantes como modulador
da fermentacdo ruminal, porém ainda existem poucos estudos na literatura para
afirmar de maneira conclusiva seus efeitos. Segundo Benchaar et al. (2007), algumas
guestdes precisam ser avaliadas, como por exemplo a interacdo do 6leo essencial

com o tipo de alimento, dose a ser incluida na dieta e 0 seu mecanismo de acao.
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3.5. Mecanismo de agdo proposto para 6leos essenciais

Estudos indicam que os 6leos essenciais possuem agao contra varios tipos de
microrganismos, dentre eles bactérias, fungos e protozoarios (BURT, 2004). A
atividade antimicrobiana é atribuida a um numero de terpenoides e compostos
fendlicos (CHAO; YOUNG, 2000).

As acles estdo em sua maioria associadas a membrana celular, como o
transporte de elétrons e gradiente de ions, translocacdo de proteinas, fosforilacéo e
reacoes dependente de enzimas (ULTEE et al., 1999; DORMAN; DEANS, 2000).
Porém o exato mecanismos que proporciona aos 0leos essenciais suas propriedades
antimicrobianas ndo sao bem compreendidos (LAMBERT et al., 2001).

A presenca do grupo hidroxila nos compostos fendlicos é fundamental para a
existéncia da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (ULTEE et al., 2002). Por
isso, a estrutura quimica é a responsavel pelo modo de acdo e atividade
antimicrobiana de cada 6leo essencial (DORMAN; DEANS, 2000). Todavia, a posi¢ao
da hidroxila no anel fendlico parece ser menos importante, ja que o timol e o carvacrol
apresentaram atividades semelhantes frente a variadas bactérias (ULTEE et al.,
2002). Contudo, ja foram constatadas diferencas na acao do timol e carvacrol contra
espécies gram-positivas e gram-negativas (DORMAN; DEANS, 2000).

Em geral, os compostos fendlicos interagem com as proteinas por meio de
pontes de hidrogénio e interacdes ibnicas ou hidrofébicas (PRESCOTT et al., 2004).
Outro mecanismo existente € a reducdo da concentracdo interna de ATP sem
aumento proporcional na concentracao externa, o que transparece a ideia de menor
sintese ou maior hidrélise do mesmo (ULTEE et al., 2002).

As ATPases sao enzimas conhecidas por se localizarem na membrana
citoplasmatica, constituida por moléculas de lipidios. Os possiveis mecanismos de
acao sugeridos podem ser divididos: 1) hidrocarbonetos lipofilicos podem se acumular
na dupla camada de lipidios da membrana celular, o que pode alterar as interagdes
entre proteinas e lipidios; 2) € possivel que 6leos essenciais possam interagir
diretamente com os sitios hidrofobicos das proteinas da membrana (JUVEN et al.,
1994).
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Acredita-se que 6leos essenciais tem sua atuacdo em enzimas envolvidas nos
processos de regulacdo de energia e de sintese de componentes estruturais. Como
exemplo, o 6leo de canela (cinamaldeido ou 3-fenil-2-propenal) e seus componentes
foram eficientes em inibir a enzima aminoécido-descarboxilase de Enterobacter
aerogenes (WENDAKOON; SAKAGUCHI, 1995). Diante disso, substancias fendlicas
como o cinamaldeido ndo sédo capazes de desintegrar a membrana externa ou causar
deplecdo de ATP. Acredita-se que o grupo funcional carbonil (R1-CO-R2) possa ser 0
responsavel por se ligar as proteinas, inibindo a acdo da aminoacido-descarboxilase
(WENDAKOON; SAKAGUCHI, 1995).

Ao levar em consideracdo a grande quantidade de substancias quimicas
presentes nos Oleos essenciais, € esperado que a atividade antimicrobiana nédo seja
mediada por apenas um Unico mecanismo especifico, pode haver sinergia entre 0s
mecanismos de acao encontrados nos diversos metabdlitos (CARSON et al., 2002;
BAKKALI et al., 2008). A exemplo disso, a atividade antimicrobiana ruminal exercida
pelo 6leo de alho é mais potente do que a atividade de seus componentes isolados
(BUSQUET et al., 2005a). Neste sentido, os efeitos aditivos ou antagénicos também
séo possiveis de ocorrer (BURT, 2004).

Oleos essenciais s&o substancias hidrofobicas, com capacidade de interagir
com lipidios da membrana celular e das mitocondrias das bactérias. Isto ocorre
guando o oleo essencial esta na forma indissociada (mais hidrofébica), o que em
condicBes ruminais é favorecido pelo baixo pH (CALSAMIGLIA et al.,, 2007). A
hidrofobicidade esta diretamente relacionada a ac¢édo antimicrobiana (CALSAMIGLIA
et al., 2007).

A membrana celular quando interage com 6leo essencial ocorre uma alteragao
da sua estrutura, tornando-as mais fluidas e permeaveis (SIKKEMA et al., 1995), como
consequéncia ha o extravasamento de ions e conteudos citoplasméticos (LAMBERT
et al., 2001; CARSON et al., 2002). O carvacrol, um dos terpenos mais estudados no
ambiente ruminal, é capaz de dissolver a dupla camada fosfolipidica da membrana
celular. Tais mudangas promovem a formacao de canais na membrana, pois os 6leos
essenciais sao capaze de separar 0s acidos graxos uns dos outros. Estas distor¢des
na estrutura fisica da membrana causam expanséo e instabilidade, aumenta a fluidez

e a permeabilidade passiva (ULTEE et al., 2002).
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Segundo Burt (2004) compostos que contém grupo hidroxila interagem com as
proteinas da membrana celular da bactéria, o que leva a ruptura e morte desta. Ainda,
as caracteristicas dos acidos graxos, como numero de carbonos, comprimento da
cadeia e tipos de ligacdo estdo envolvidos com a atividade antimicrobiana e
antifngica. Novak et al. (1961) verificaram que o &cido ricinoleico inibiu o crescimento
da bactéria gram positiva Micrococcus pyogenes e fungos Alternaria sp., Penicillium
sp. e Aspergillus sp.

Os Oleos essenciais sdo mais efetivos contra bactérias gram positivas, na qual
a membana celular interage diretamente com componentes hidrofébicos do 6leo
essencial (SMITH-PALMER et al., 1998; CHAO; YOUNG, 2000; CIMANGA et al.,
2002; BURT, 2004), embora em menor expressao seus efeitos sobre as gram
negativas também séo relatados (GRIFFIN et al., 1999).

A camada externa das gram negativas é rica em lipopolissacarideos, o que
promove protecao extra contra varias substancias (RUSSELL, 2002), incluindo 6leos
essenciais e ionéforos. Naik et al. (2010) demonstraram que bactérias gram positivas
foram mais sensiveis ao 6leo essencial de capim cidreira do que as gram negativas.

A membrana externa das bactérias gram negativas confere apenas protecao
parcial, pois ndo é totalmente impermeavel a compostos hidrofébicas. Substancias
como o carvacrol e timol tem baixo peso molecular e podem interagir com a agua via
pontes de hidrogénio e por difusdo, essas substancias passam pela parede externa
através dos lipopolissacarideos ou proteinas da membrana, chegando a dupla
camada fosfolipidica da parede celular interna da bactéria gram negativa (GRIFFIN et
al., 1999). Este € um dos principais fatores que conferem ao carvacrol uma potente
atividade antimicrobiana. Ao observar os efeitos de alguns 6leos essenciais sobre
bactérias gram negativas representa uma limitacdo, pois esta caracteristica reduz a
seletividade e aumenta a dificuldade de manipulacdo da fermentagdo ruminal
(CALSAMIGLIA et al., 2007).

O acido anacéardico, cardanol, cardol sdo os principais compostos do 6leo da
casca da castanha do caju, sdo alquil fendis poli-insaturados, sendo os grandes
responsaveis pela acado antimicrobiana, com mecanismo de acdo semelhante aos
ionoforos (NAGABHUSHANA et al., 1995) e antimicrobiana (HEMSHEKHAR et al.,

2011). Esta atividade antimicrobiana ocorre principalmente sobre bactérias gram
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positivas Streptococcus mutans e Staphylococcus aureous (LIMA et al., 2000; KUBO
et al., 2003; MUROI et al., 2004). O composto em maior quantidade no 6leo da casca
da castanha de caju é o cardanol, que tem atividades anti-inflamatoéria e antioxidade
(AMORATTI et al., 2001; TREVISAN et al., 2006).

3.6. lonéforo monensina sédica na alimentacdo de bovinos

Apoés a Segunda Guerra Mundial, antibioticos produzidos para fins militares
foram testados como aditivos na alimentacéo de aves e levaram a um aumento no
desempenho produtivo (STOKSTAD; JUKES, 1950). Destes, destacaram-se 0s
iondforos, que sao produtos da fermentacdo de actinomicetos, produzidos
principalmente pelas bactérias do grupo Streptomyces sp, em especial pelo
Streptomyces cinnamonensis (RICHARDSON et al.,, 1976). Atualmente existem
diversos tipos de ionoforos, como monensina sddica, salinomicina, narasina,
tetronasina, lisocelina, lasalocida, dianemicim, laidlomicina, nigercim e gramicidim.
Entretanto, monensina sédica, lasalocida, narasina e salinomicina, tém sido os mais
utilizados na producdo animal e nas pesquisas, demostrando beneficios como o
controle da acidose ruminal clinica e subclinica (MCGUFFEY et al., 2001; TEDESCHI
et al., 2011).

Na década de 1970 foi aprovado o uso do antibiético ionéforo como aditivo
alimentar para ruminantes. Apesar da monensina sodica ser inicialmente desenvolvida
como anticoccidiostatico na producao de aves (RUSSELL; STROBEL, 1989), estudos
demostraram que quando utilizada na alimentagdo de ruminantes, pode melhorar a
eficiéncia alimentar pela alteracdo dos parametros de fermentacdo ruminal
(RICHARDSON et al., 1976).

Em relacdo ao metabolismo de N, vacas que recebem ionéforos na dieta podem
apresentar melhor desempenho produtivo, pois ocorre uma reducédo da degradacao
de proteina devido a selecéo das bactérias fermentadoras de aminoacidos no rimen
(RUSSELL, 1988). Outros autores sugerem gue a monensina sédica apresenta maior
efeito sobre deaminacéo do que na protedlise da proteina ruminal (CHEN; RUSSELL,
1989; CHEN; RUSSELL, 1991).
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Gandra et al. (2012) conduziu um estudo com vacas no terco meédio da
lactacédo, alimentadas com silagem de milho e doses crescentes de monensina sodica
nas dietas (0, 24 e 48 mg/kg da MS) e observaram reducéo linear do CMS e resposta
guadratica sobre producédo de leite, e observaram uma maior eficiéncia produtiva
quando a dose utilizada foi de 24 mg/kg de matéria seca da dieta.

A dose de monensina sodica para vacas leiteiras nas diferentes fases da
lactacdo e alimentadas com diferentes tipos de volumosos pode variar em até 48
mg/kg da MS (GALLARDO et al., 2005; OELKER et al., 2009; GRAINGER et al., 2010;
GANDRA, et al., 2012). Doses superiores a estas ndo sao recomendadas, pois podem
causar reducao no desempenho produtivo (PLAIZIER et al., 2000).

Duffield et al. (2008b), em estudo metanalitico, observaram que o uso de
monensina sodica em vacas leiteiras reduz em 0,3 kg/dia 0 CMS e em 0,13% o teor
de gordura no leite. Porém, observaram também aumento de 0,7 kg/dia na producao
de leite e 2,5% de melhora na eficiéncia alimentar. De acordo com estes autores, 0s
estudos apresentavam significativa heterogeneidade para estas respostas.
Ipharraguerre e Clark (2003) revisaram 14 experimentos com dose igual ou menor que
350 mg/animal/dia ionéforos e também observaram reducéo de 0,3 kg/dia no CMS,
que representa 1,5% a menos do CMS comparado as vacas da dieta controle e
aumento na producao de leite de 0,7 e 1,5 kg de leite/dia para dietas de baixa e alta
forragem, respectivamente.

Phipps et al. (2000) conduziram um experimento com vacas leiteiras no terco
médio de lactacdo, alimentadas com silagem de capim e com inclusdo de monensina
sédica nas doses 0; 150; 300; e 450 mg/animal/dia. Ndo observaram efeito das vacas
gue receberam as diferentes dietas sobre a producéo de leite (25,0; 27,8; 27,5 e 26,5
kg/dia, respectivamente), porém relataram que houve reducdo do contetdo de
gordura de 3,90; 3,58; 3,44 e 3,44% respectivamente.

Ghorbani et al. (2011) avaliaram a utilizagdo de monensina sodica (0 e 350
mg/animal/dia) na dieta, contendo diferentes teores de PB (19,5; 21,4 e 23,4% da MS)
para vacas no inicio de lactacdo e ndo observaram efeito sobre o CMS. As vacas
apresentaram aumento da digestibilidade da FDN, FDA e PB com o aumentou da

inclusdo de PB na dieta.
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Acredita-se que a melhora da digestibilidade da proteina bruta com a utilizacao
de ion6foros esteja relacionada com sua menor taxa de deaminagdo (RUSSELL;
STROBEL, 1988). Dessa forma, peptideos e aminoacidos podem ser convertidos em
proteina microbiana por cepas bacterianas resistentes aos ionéforos (YANG,;
RUSSELL, 1993) e com melhor aproveitamento da proteina (RODRIGUES et al.,
2001). Schelling (1984) relatou que o fato de haver maiores quantidades de proteina

metabolizavel pode maximizar a utilizacdo de nitrogénio pelas bactérias.

3.7. Mecanismo de agcédo dos antibiéticos ionoforos

Os in6foros séo acidos organicos com pKa que varia de 6,4 a 6,6, pouco
sollveis em solucdo aquosa, cujo exterior da molécula é hidrofobica, porém, séo
sollveis em solventes organicos e sao altamente lipofilicos, também apresentam
toxicidade as bactérias, protozoarios e fungos e, geralmente, apresentam peso
molecular de 500 a 2000 Daltons (CORAH, 1991). Os ionoforos apresentam grande
efetividade contra bactérias gram positivas, no entanto, tém pouca acao sobre
bactérias gram negativas, que possuem uma membrana externa com porinas (canais
de proteina) de tamanho limite cerca de 600 daltons. (NAGARAJA et al., 1997). De
acordo com Russell e Wallace (1997), bactérias gram positivas ndo apresentam esta
membrana externa.

O modo de acao dos ionéforos resulta na diminuicdo das bactérias ruminais
gram positivas, com diversos impactos sobre o metabolismo dos ruminantes, incluindo
a melhora do metabolismo energético e proteico. O aumento da participacdo de
bactérias gram negativas no rimen altera os produtos finais da fermentacédo de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) pelo aumento da producéo do propionato e reducao
da proporcédo molar de acetato. O propionato pode ser utilizado para gliconeogénese
no figado ou ser diretamente oxidado no ciclo de Krebes (DUFFIELD et al., 2008a).

As bactérias gram positivas sado mais sensiveis aos ionoforos, porque estes sdo
lipofilicos e alteram atividade de membrana. A camada de peptideoglicano que reveste
bactérias gram positivas € porosa e permite que pequenas moléculas como ionoforos
cheguem até membrana do citoplasma, onde é rapidamente dissolvido. Por outro lado,

bactérias gram negativas apresentam na sua membrana externa uma camada de
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lipopolissacarideo que confere resisténcia as gram negativas, sendo assim menos
afetadas pelos ionoforos (CALLAWAY et al., 2003).

A movimentacdo através das membranas biologicas € alterada, pois a
monensina soédica, soluvel em lipideos, desloca os ions carregados por facilitar o
movimento dos mesmos através da membrana, formada por uma dupla camada de
lipideos (MCGUFFEY et al., 2001). Os mesmos autores citam que o cétion sodio (Na*)
estd em maior concentragcdo no meio extracelular (aproximadamente quatro a cinco
vezes em relacdo ao potassio (K*), por outro lado, Russell e Strobel (1989) relatam
que no meio intracelular o K* é o cétion predominante.

Além da alta afinidade de Na* pela monensina sddica, esta podera translocar
K* e ions de hidrogénio (H*). Portanto, quando a monensina sodica se liga a
membrana celular, a primeira reacao que pode ocorrer € o movimento de K* para fora
e de Na* para dentro da célula pela diferenca no gradiente de concentracdo. Apos
isso, pode ocorre a segunda reacao na qual a monensina sddica transloca Na* para
dentro e H* para fora da célula (RUSSELL, 1987; NEWBOLD et al., 2013).

Normalmente a primeira rea¢cdo ocorre em maior taxa em relacdo a segunda,
pois para que ocorra a segunda reacdo € necessario que alguma molécula de
monensina sodica se dissocie da célula. Deste modo, h4 o acimulo de H* dentro da
célula que causa reducao do pH intracelular. Consequentemente, a célula exporta H*
para fora e Na* para dentro da célula. Para manter o pH interno adequado, as
bactérias do rimen exportam H* acumulado dentro da célula através das bombas de
sédio potassio ATPase e/ou préton ATPase, com gasto de energia neste processo
(BAGG, 1997).

3.8. Fermentacgao ruminal

A fermentagdo dos ruminantes ocorre pela acdo de bactérias presente no
rimen, as quais convertem os componentes dietéticos a acidos graxos de cadeia
curta, proteina microbiana, vitaminas, metano e dioxido de carbono, amoénia, nitrato,
etc (OWENS; GOETSCH, 1993).

A fermentacdo ruminal realizada pelos ruminantes lhes confere grande
vantagem no aproveitamento de material fiboroso em funcdo da capacidade da

microbiota ruminal de digerir componentes fibrosos, configurando-se como um dos
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principais exemplos da natureza com tal capacidade. No entanto, a fermentagéo
ruminal pode ser energeticamente ineficiente, pois parte consideravel da dieta é
convertida em metano e calor, ndo sendo utilizados pelo animal (CALLAWAY et al.,
2003).

Para reduzir perdas no processo de fermentacao ruminal e consequentemente
melhorar o desempenho produtivo de ruminantes, é necessario atentar para as
interacbes que existem entre o animal e o processo digestivo, com objetivo de
maximizar a utilizacdo dos nutrientes e consequentemente minimizarem custos
produtivos.

Na nutricdo de ruminantes, os carboidratos da dieta sédo fermentados pelos
microrganismos do rumen a AGCC e biomassa microbiana, que fornecem a maior
parte da energia e proteina necessarias pelo animal (OWENS,1988; STEWART,;
BRYANT, 1988). A producgéo da proteina microbina é realizada pelos microrganismos
presente no ramen a partir das fontes de energia fermentavel dos alimentos
(aminoacidos, peptidios ou amoénia) degradados no rimen (VAN SOEST, 1994).
Quando a disponibilidade de carboidratos é limitada, a fermentacdo da proteina
dietética pode produzir um excesso de amonia que excede a capacidade de utilizacdo
dos microrganismos do rimen e esta é excretada na forma de ureia principalmente
pela via urinaria (CHALUPA, 1976).

Thornton e Owens (1981), afirmaram que a monensina sédica reduz a relacao
entre as concentracfes de acetato e propionato (C2:C3) com aumento da propor¢ao
molar de propionato, reducdo da propor¢cdo molar de acetato e da producdo de
metano, além de reduzir a degradacdo ruminal da proteina (DINIUS et al., 1976;
RUSSELL; STROBEL, 1989; MARTIN et al., 2009). Vacas submetidas a acidose
ruminal e tratadas com ionéforos mantiveram pH ruminal mais elevado e reduzida
concentracdo de lactato quando comparadas as vacas que nao recebem tal
antimicrobiano (NAGARAJA et al., 1985).

Ao levar em consideracdo que a monensina sédica atua na selecdo das
bactérias gram negativas (RUSSELL; WALLACE, 1997), a producdo de AGCC é
modificada. As concentracdes de AGCC sao alteradas, de modo que ha reducédo da
proporcao molar de acetato (MCGUFFEY et al., 2001), com consequente reducao das
producbes de gas carbbnico e metano (RUSSELL; STROBEL, 1989), e aumento da
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proporcao molar de propionato (NAGARAJA et al., 1981; BRODERICK, 2004; EIFERT
et al., 2005; BENCHAAR et al., 2006; GEHMAN et al., 2008; OELKER et al., 2009;
GANDRA et al., 2012; APPUHAMY et al., 2013).

Em um experimento realizado com adicdo de monensina sodica na dose 24
mg/kg da MS para vacas no terco médio de lactacdo e alimentadas com silagem de
milho na proporgdo volumoso:concentrado de 35:65, os autores observaram que
houve reducdo de 19% da relacdo acetato:propionato e da producdo de metano
(SAUER et al., 1998).

Broderick (2004) avaliou vacas na fase inicial da lactacdo com producéo de 35
kg de leite/dia, alimentadas com silagem de alfafa em diferentes dietas: controle sem
aditivo e adicdo de 10 mg/kg da MS de monensina. Foi relatado que a monensina
sbdica nao influénciou o CMS das vacas, mas observou que vacas alimentadas com
monensina soédica tiveram aumento de 2,5 mg/dL na glicemia e de 10% na
concentracdo molar de propionato, no entanto, relatou que adicdo de monensina
sédica na dieta reduziu a producao de gordura do leite (3,15 vs 2,86%), que teve efeito
direto na reducao da producéao de leite corrigida para 3,5% de gordura.

Em uma metanalise com 16 estudos publicados na literatura de bovinos de
corte alimentados com adi¢cdo do ion6foro monensina sodica, os autores relatam que
em varios estudos analisados, apresentaram aumento consistente da proporgdo molar
de propionato com uso de monensina sédica, além da reducéo da proporcdo molar de
butirato e acetato (ELLIS et al., 2012). Observaram também que o efeito da monensina
sobre a producdo de metano é dose dependente e que estes resultados foram
confirmados em reviséo de literatura (BEAUCHEMIN et al., 2008).

Com o aumento do propionato ruminal pode haver maior disponibilidade de
glicose para vacas em lactacdo com possivel aumento da producéo de leite, pois a
glicose € um metabdlito limitante para producédo de lactose (HAYES et al., 1996).

Ipharraguerre e Clark (2003) observaram que dos 13 trabalhos compilados,
apenas quatro resultaram em aumento significativo na concentracdo da glicose
plasmatica, além disso, o aumento da disponibilidade deste metabdlito foi pequena
(5,9%). Com o aumento do propionato ruminal pode haver maior disponibilidade de
glicose para vacas em lactacdo com possivel aumento da producéo de leite, pois a

glicose € um metabdlito limitante para producgéo de lactose (HAYES et al., 1996).
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O suprimento de glicose para glandula mamaria é o principal determinante da
producdo de leite. Portanto, grandes quantidades de glicose sdo necessérias para
atender o requerimento da glandula mamaria para sintese de lactose, proteina e
gordura do leite (REYNOLDS et al., 1994). Em um experimento realizado com vacas
no terco médio de lactacdo alimentadas com silagem de milho na propor¢do 60% e
40% de concentrado, e apresentaram consumo de 15,6 kg/dia de MS e producgao de
32 kg de leite/dia. Os autores estimaram que o requerimento de glicose para glandula
mamaria € de 2,3 kg/dia, e assumiram que 70% da glicose removida € usada na
sintese de lactose do leite (REYNOLDS et al., 1988).

Em um estudo metanalitico os autores avaliaram os efeitos metabdlicos da
monensina sodica e observaram que este ionéforo aumenta a glicemia em 3% e a
concentracao sérica de ureia em 6%, sem influenciar as concentracdes de colesterol,
insulina, calcio no sangue e de ureia no leite (DUFFIELD et al., 2008a).

O uso de ionéforos é muito bem sucedido sobre a manipulagéo da fermentacdo
ruminal e contribui para o melhor desempenho do animal. A monensina sodica, por
exemplo, é utilizada comercialmente na producao de ruminantes ha muitas décadas.
Com possiveis melhoras da eficiéncia alimentar, na reducéo da producédo de metano
e minimiza os riscos de ocorréncia de distarbios metabolicos (RUSSELL; STROBEL,
1989). No entanto, os ion6foros séo classificados como antimicrobianos, o que faz seu

uso ser cada vez mais questionado pelos consumidores.

4. MATERIAL e METODOS

4.1. Local, instalacdes dos animais

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Laboratério de Pesquisa em
Bovinos de Leite (LPBL) do Departamento de Nutricdo e Producdo Animal (VNP) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Séao Paulo (FMVZ-
USP), em Pirassununga - SP. O experimento a campo foi realizado no periodo de 07
de abril a 09 de junho de 2015.

Foram utilizadas 24 vacas da ra¢a Holandés, pluriparas, com peso corporal de
618 + 76 kg, 150,24 + 91,43 dias em lactacdo e 29,1 + 4,01 kg/dia de leite no inicio do
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experimento e alojadas em estabulo tipo free-stall, com ventilacdo forcada, baias
individuais de 17,5 m? de area e cama de areia.

Dessas 24, seis apresentavam canulas ruminais para avaliacdo da fermentacao
ruminal, as quais foram previamente preparadas cirurgicamente de acordo com 0s
"Principios Eticos da Experimentacdo Animal" recomendados pela Comisséo de Etica
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.

4.2. Delineamento, dietas experimentais e analise de alimentos

As vacas foram distribuidos em oito Quadrados Latinos 3 x 3, contemporaneos
e balanceados. As variaveis utilizadas como critério para a selecdo das vacas e
alocacado aos quadrados foram: presenca de canula ruminal, producédo de leite, dias
em lactacdo (DEL), peso corporal e escore de condi¢céo corporal (ECC) ao inicio do
experimento.

Foi formulada uma dieta basal para atender as exigéncias nutricionais de uma
vaca em lactagdo com aproximadamente 600 kg de peso corporal, conforme
recomendacdes do NRC (2001). Foi formulada uma dieta basal, as demais diferem
apenas quanto a inclusao dos aditivos 1) Controle (CON), dieta basal sem incluséo de
aditivos; 2) Inclusdo de 500 mg/kg da MS do 6leo funcional (OF) composto pelo acido
anacardico, cardol e cardanol (Oleo da casca da castanha de caju) e &cido ricinoleico
(6leo de mamona) (Essential® Oligo Basics Agroindustrial Ltda Brasil, Cascavel — PR);
3) Inclusdo de 22 mg/kg da MS de monensina sédica (MON; Rumensin® Elanco Salide
Animal, Sdo Paulo — SP). Os respectivos tratamentos e agua foram fornecidos a
vontade durante todo periodo experimental. Os volumosos utilizados foram a silagem
de milho (36,77%) e o pré secado de azevém (11,23%), totalizando 48% da matéria
seca da dieta. O pré-secado de azevém foi picado antes do fornecimento para as
vacas. Aproximadamente 180 kg de pré-secado foi picado, por 30 minutos, em um
misturador total horizontal HSMT™ (DeLaval, Mogi Mirim, Brasil), acoplado a um trator
MF4275 (Massey Ferguson, Séo Paulo, Brasil), acelerado a 1800 rota¢des por minuto.

No periodo matinal, enquanto as vacas eram ordenhadas (06:00 e as 16:00), as
sobras foram retiradas e pesadas; volumosos e concentrado foram fornecidos duas

vezes ao dia (08:00 e as 13:30), permitindo-se sobras entre 5 e 10% do fornecido.
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Cada periodo teve duracdo de 21 dias, no qual os 14 primeiros foram utilizados para
adaptacao as dietas e os demais para coleta de dados.

Amostras dos ingredientes do concentrato foram coletadas somente uma vez.
Em todos os periodos foram coletadas amostras de fezes, sobras, silagem de milho e
pré-secado de azevém congeladas a -20°C e depois de cada periodo foram
parcialmente secas em estufa com ventilacdo forcada (60°C/72h) e moidas em
moinho de facas tipo Willey (Marconi® - MOD - 0,48) com o uso de peneira com crivos
de 1 mm para posteriores analises. Composicdo bromatolégica de ingredientes e

percentual da dieta basal e do concentrado Tabelas 1 e 2 respectivamente.

Tabela 1 — Composi¢do bromatoldgica de ingredientes

Composicéo Smt PS? MM3 FGM* FT° FS6 CS’
MS8 33,03 49,14 87,48 89,82 89,39 89,96 90,51
MO (%MS)° 95,49 89,28 98,51 95,10 92,94 92,49 90,23
PB (%MS)*° 7,67 13,29 7,74 23,59 19,35 47,36 14,68
PIDN (%MS)*! 1,33 3,33 0,81 0,79 0,80 1,31 0,33
PIDA (%MS)?*? 1,20 2,15 0,35 0,29 0,13 0,83 0,86
EE (%MS)!3 2,31 2,52 3,79 3,53 2,57 3,74 2,13
CNF (%MS)4 33,92 23,07 74,83 18,46 22,31 28,71 11,48
FDN (%MS)*® 52,92 53,73 12,97 50,31 49,51 13,97 62,28
FDA (%MS)*® 35,05 39,01 6,53 14,45 14,04 10,33 50,33
FDNi (%MS)*’ 18,52 7,59 1,45 2,44 9,20 3,85 3,30
LIG (%MS)*8 4,55 3,24 2,44 1,56 4,23 2,48 8,51
MM (%MS)19 4,51 10,72 1,49 4,90 7,06 7,51 9,77
NDT1x%° 65,51 61,18 86,70 73,54 65,77 79,95 51,31

ELLsx (Mcallkg)® 1,49 1,38 2,00 1,68 1,49 184 1,14

1Silagem de milho; 2Pré-secado; Milho moido; *Farelo de gliten de milho; 5Farelo de trigo; ®Farelo de
soja; “Casca de soja. 8MS (matéria seca); MO (matéria organica); °PB (proteina bruta); *PIDN
(proteina insoltvel em detergente neutro; 2PIDA (proteina insoltvel em detergente acido; 13EE (extrato
etéreo); CNF (carboidrato nao fibroso); 1°FDN (fibra em detergente neutro); 6FDA (fibra em
detergente acido); ’FDNi (fiora em detergente neutro indigestivel); BLIG (lignina); **MM (matéria
mineral); 22NDTx (nutrientes digestiveis totais calculados); 2'ELLzx (energia liquida).

Do 15° ao 21° dia de cada periodo, amostras das sobras de cada vaca foram
coletadas, perfazendo uma amostra composta, que foram armazenadas a -20 °C até
as andlises. Todas as amostras descritas anteriormente foram analisadas quanto aos
teores de matéria seca (MS; método 930.15; AOAC, 2000), matéria mineral (MM
método 942.05; AOAC, 2000), extrato etéreo (EE; método 920.39; AOAC, 2000),
proteina bruta (PB; N x 6,25; método 984.13; AOAC, 2000),
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Ingredientes (%MS) Dieta Concentrado
Silagem de milho 36,77 -
Pré secado de azevém 11,23 -
Milho moido 21,91 42,13
Farelo de gluten de milho 3,19 6,13
Farelo de trigo 4,00 7,69
Farelo de soja 48% 13,52 26,00
Casca de soja 4,98 9,58
Ureia 0,31 0,60
Sulfato de amoénia 0,09 0,17
Calcéreo 1,21 2,33
Bicarbonato de sédio 0,81 1,56
Cloreto de sédio 0,18 0,35
Mistura mineral vitaminica® 1,80 3,46
Composicéo bromatoldgica

Matéria seca (%) 64,14 89,37
Matéria organica (%MS) 90,88 87,97
Proteina bruta (%MS) 15,67 21,83
Proteina insolivel em detergente neutro (%MS) 1,29 0,48
Proteina insoltvel em detergente &cido (%MS) 0,93 0,82
Extrato etéreo (%0MS) 2,79 3,19
Carboidratos néo fibrosos (%MS) 35,51 42,94
Fibra em detergente neutro (%MS) 36,91 21,96
Fibra em detergente acido (%MS) 23,62 12,22
Fibra em detergente neutro indigestivel (%MS) 9,11 2,79
Lignina (%MS) 3,55 2,91
Matéria mineral (%MS) 9,12 12,03
Nutrientes digestiveis totais?1x 68,30 72,18
Energia liquida (Mcal/kg)3sx 1,56 1,66

1Contém por kg de mistura mineral: 88,0 g de Ca; 42,0 g de P; 18,0 g de S; 45,0 g de Mg; 123,0 g de
Na; 0,22 mg de Co; 22,0 mg de Cu; 20,0 mg de Cr; 35,0 mg de Fe; 1,20 mg de I; 28,0 mg de Mn; 0,70
mg de Se; 90,0 mg de Zn; 80,0 mg de Biotina; 7000 Ul Vit A; 2000 Ul Vit D; 50 Ul Vit E. 2Nutrientes
digestiveis totais ao nivel de mantenca, calculado de acordo com equagGes do NRC, 2001. 3Energia
liquida (Mcal/kg) trés vezes a mantenca para vacas com producdo em torno de 30 kg de leite/dia.

proteina bruta no residuo de fibra em detergente neutro (PIDN), proteina bruta no
residuo da fibra em detergente acido (PIDA), lignina (método 973.18; AOAC, 2000) e

fibra em detergente neutro e acido (FDN e FDA) determinados de acordo com Van
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Soest (1991), com o uso de a-amilase e sem adicdo de sulfito de sodio ao detergente
em sistema Tecnal® (Piracicaba, SP, Brasil).

Os teores de carboidratos nao-fibrosos (CNF) foram estimados segundo HALL,
2000), sendo: CNF = 100 — [(%PB + %EE + %MM + %FDN].

Os nutrientes digestiveis totais foram calculados conforme equacdes de Weiss
et al. (1992), descritas no NRC (2001), em que: NDTix= CNFd + PBd + (EEd * 2,25) +
FDNd - 7, onde PBd, CNFd, FDNd e AGd representam o total destes nutrientes

digestiveis para vacas em mantenca.

4.3. Digestibilidade aparente total

Para estimativa da digestibilidade aparente total da matéria seca e dos
nutrientes, amostras de fezes foram coletadas, a cada nove horas durante 3 dias
consecutivos, 0 que equivale a uma amostragem representativa de 24 horas, com
intervalo de coletas de 3 horas, compreendendo assim a variacao diaria da excrecao.
Foram homogeneizadas em amostras compostas de cada animal em cada periodo e
submetidas as andlises descrita anteriomente.

A excrecgao total de fezes e a digestibilidade da MS e dos nutrientes de cada
animal foi estimada a partir da concentracao do indicador interno fibra em detergente
neutro indigestivel (FDNi). Para obtencédo do teor de FDNi nas amostras, utilizaram-
se 4 repeticbes de cada amostra pré-seca, de alimentos, sobras e fezes, as quais
foram acondicionadas em sacos de tecido ndo-tecido (TNT 100g/m?), com dimensdes
de 5 x5 cm, segundo a relacédo de até 20 mg de matéria seca por centimetro quadrado
de superficie (NOCEK, 1988).

As amostras foram incubadas por 264 horas no rimen de duas vacas da raca
Holandés, previamente adaptadas com concentrado a base de farelo de soja e milho
moido e volumoso a base de silagem de milho e pré-secado de azevém, de acordo
com a metodologia adaptada por Casali et al. (2008).

Apoés a retirada do ramen, os saquinhos foram lavados com agua corrente.
Posteriormente, os saquinhos foram submetidos a lavagem em solugéo detergente
neutro por uma hora (VAN SOEST, 1991), em equipamento analisador de fibra da

Tecnal® (Piracicaba, SP, Brasil). Apds este periodo foram lavados com agua quente
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e posteriormente com acetona e secos em estufa ndo ventilada (105°C por 4 horas),
colocados em dessecador (20 sacos/dessecador), e pesados obtendo-se a
concentracdo de FDNi. Nao foi feito qualquer ensaio para estimar a taxa de

recuperacédo do indicador e esta foi considerada como sendo de 100%.

4.4. Fermentacgao ruminal

As amostras de liquido ruminal foram coletadas no 16° dia de cada periodo
experimental, em cinco pontos do ramen (cranial, caudal, ventral, lateral direito e
esquerdo) nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 horas apds a alimentacdo matinal e a
ltima coleta 24 horas depois, o pH ruminal foi determinado imediatamente apés a
coleta, com utilizacdo de potencibmetro (MB-10, Marte Cientifica, Santa Rita do
Sapucai, Brasil). As amostras de liquido ruminal foram acondicionadas em caixa
térmica e encaminhadas ao laboratorio.

As quais foram centrifugadas a 3.000 x g por 15 minutos e posteriormente, 1,6
mL do sobrenadante foi pipetado em tubo do tipo eppendorf (Axygen® Brand Products,
Nova York, EUA), contendo 0,4 mL de acido formico P.A.; sendo arrolhados e
congelados até a avaliagdo da concentracdo de &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC), no Laboratério de Fermentabilidade Ruminal da Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos FZEA/USP.

As concentracbes de AGCC no fluido ruminal foram mensuradas por
cromatografia gasosa (GC-2014, Shimadzu, Tokyo, Jap&o) equipado com coluna
capilar (Stabiliwax; Restek, Bellefonte, EUA) de acordo com método descrito por Erwin
etal. (1961) e adaptado por Getachew et al. (2002). As amostras foram descongeladas
a temperatura ambiente e centrifugadas a 14500 x g a 4°C por 10 min, e 0
sobrenadante (1 mL) foi transferido para um frasco seco e limpo contendo 100 uL do
padrao interno (acido 2-etil-butirico 100 mM, Chemservice, USA). O Hélio foi utilizado
como gas de arraste (vazéo 8,01 mL/min), o ar sintético como comburente (vazao 40
kPa) e o hidrogénio como combustivel (vazdo 60 kPa). A temperatura de operagao
utilizadas do injetor split/splitless e do detector de ionizacédo de chamas foi de 250°C,
da coluna de 145°C. O padréo externo foi preparado com acidos acético, propionico,
isobutirico, butirico, isovalérico e valérico (Chemservice, USA). O software GC

Solution (Shimadzu, Japao) foi utilizado para célculo das concentragdes de AGCC.
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O nitrogénio amoniacal (N-NHz3) foi determinado pelo método fenol-hipoclorito
(BRODERICK; KANG, 1980). Foram adicionados a tubos do tipo eppendorf (Axygen®
Brand Products, Nova York, USA) contendo 0,8 mL de amostras de liquido ruminal e
acido sulfurico a 0,5 mol/L, 0,4 mL de tungstato de sédio a 10%, e posteriormente as

amostras foram centrifugadas a 1200 x g durante 15 minutos.

4.5. Sintese de proteina microbiana

As andlises para estimativa da sintese de proteina microbiana foram realizadas
no Laboratério de Bioquimica e Fisiologia Animal da FMVZ/USP. As amostras
utilizadas para andlise de alantoina no leite foram coletadas no 17° dia de cada
periodo experimental. Uma aliquota de 10 mL de leite foi diluida com 5 mL de acido
tricloroacético a 25%, filtrada em papel-filtro de 50 um para desproteinizacao e
posterior avaliacdo das concentracdes de ureia e alantoina. Aliquotas de 50 mL de
urina spot foram obtidas de todas as vacas no 17° dia do periodo experimental,
aproximadamente 4 horas apos a alimentacdo, durante micgcdo estimulada por
massagem na vulva. A urina foi filtrada e aliquotas de 10 mL foram imediatamente
diluidas em 40 mL de &cido sulfurico a 0,018 mol/L para evitar destruicdo bacteriana
dos derivados de purinas e precipitacao do acido urico. Uma amostra de urina pura foi
armazenada para determinacdo dos compostos nitrogenados totais e de creatinina.

O volume urinério total diario foi estimado dividindo-se o valor médio de
excrecdo urinaria diaria de creatinina (24,05 mg/kg de PV de Chizzotti et al., 2008)
pela concentracdo de creatinina nas amostras spot, de acordo com Oliveira et al.
(2001). As concentragdes de creatinina na urina foram determinadas por meio de kits
comerciais (Creatinina cinética: cat.no. K-067; Bioclin®, CELM® Sdo Caetano do Sul,
Brasil), utilizando reacdo enzimatica colorimétrica em analizador semi-automatico
SBA-200 (CELM® Séo Caetano do Sul, Brasil). As excrecdes urinarias de alantoina,
acido urico (Acido urico liquido estavel: cat. no. k-052) e alantoina do leite foram
determinados por kits comerciais.

A excrecao total de derivados de purinas (DP) foi calculada pela soma da
excrecdo molar de acido Urico excretado na urina, alantoina excretada na urina e no
leite. Foram estimadas as purinas absorvidas, considerando-se a excre¢cdo endégena

de 0,512*mmol/PV°75, a recuperacdo urinaria de 0,70 encontradas por Gonzalez-
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Ronquillo et al. (2003). A sintese ruminal de compostos nitrogenados (Nmic, gN/dia)
foi calculada com base nas purinas absorvidas (Pabs, mmol/dia), utilizando-se a
equacao (CHEN; GOMES, 1992): Nmic = (70*Pabs)/(0,83*0,116*1.000), em que 70 é
o conteudo de N nas purinas (mgN/moL); 0,116 é a relacdo N purina: N total nas

bactérias e 0,83, a digestibilidade intestinal das purinas microbianas.

4.6. Producao e composicao do leite

As vacas foram ordenhadas duas vezes ao dia, as 06:00 e as 16:00 e producao
de leite foi registrada eletronicamente (Alpro®, DelLaval, Tumba, Suécia). Do 16° ao
18° dia de cada periodo, amostras proporcionais das duas ordenhas diarias foram
coletadas e analisadas imediatamente para proteina, gordura e lactose
(LACTOSCAN®; Milkotronic®, Bulgaria). A producéo de leite foi corrigida para 3,5% de
gordura segundo a férmula (SKLAN et al., 1992):

PLC = (0,432 + 0,1625 * teor de gordura do leite) * PL
Em que: PLC: producao de leite corrigida; PL: producéo de leite.

Para determinacéo da ureia e nitrogénio ureico no leite, as amostras de leite
foram desproteinizadas da mesma forma que as amostras utilizadas na anélise da
alantoina. As analises da concentracdo de ureia no leite desproteinizado foram
realizadas no Laboratério de Bioquimica e Fisiologia Animal do Departamento de
Nutricdo e Producéo Animal da FMVZ-USP, por meio de kits comerciais (Bioclin®, cat.
n°. K-056) em equipamento SBA-200, da CELM® S&o Caetano do Sul, Brasil).

4.7. Parametros sanguineos

As coletas de sangue foram realizadas no 15° dia de cada periodo por puncéo
da veia e/ou artéria coccigea, as 06:00 da manha. As amostras de sangue foram
coletadas em tubos com vacuo de 10 mL, sem conservantes, para avaliacdo das
concentracdes séricas de glicose, ureia, e das enzimas aspartato aminotransferase
(AST) e gama glutamil transferase (GGT). As amostras de sangue foram centrifugadas
a 2000 x g durante 15 minutos, para a separacao do soro. O soro centrifugado obtido
foi transferido para cubetas de plasticos identificadas e armazenados a -20°C, até o

procedimento das analises laboratoriais. As analises foram realizadas utilizando kits
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comerciais (Glicose: cat. no. K-082; Ureia: cat. n°. K-056; AST: cat. n° K-048; GGT:
cat. n°. K-080; Bioclin®, Belo Horizonte, Brasil), e as leituras realizadas em analisador
automatico (SBA 200, CELM®, Sdo Caetano do Sul, Brasil), no Laboratério de
Bioquimica e Fisiologia Animal do Departamento de Nutricdo e Producdo Animal da
FMVZ-USP.

4.8. Balanco de energia

Para obtencdo do consumo de energia bruta e avaliagdo da eficiéncia do uso
de energia consumida, amostras de silagem e alimentos foram analisadas quanto ao
teor de energia bruta em bomba calorimétrica, de acordo com Harvatine e Allen
(2006). O consumo de energia digestivel (CED) foi obtido por meio do produto dos
coeficientes de digestibilidade da matéria seca observados e dos consumos de
energia bruta, de acordo com os valores de energia obtidos para os ingredientes da
dieta (HARVATINE; ALLEN, 2006).

O consumo de energia liquida (CELIsx) foi calculado a partir dos teores de
energia liquida nos alimentos, obtidos a partir da equacdo do NRC (2001),
apresentada na secado consumo de matéria seca e nutrientes. A energia liquida de
lactacéo foi estimada a partir da seguinte equacdo do NRC (2001):

ELI (Mcal/dia) = PL (kg/dia) x (0,0929 x G% + 0,0547 x P% + 0,0395 x L%),

Onde: G% é teor de gordura no leite; P% é o teor de proteina do leite e L% € o
teor de lactose. A energia liquida de mantenca foi estimada, de acordo com o NRC
(2001), como ELm= 0,08 *PV%7"® e o balanco de energia (BE) obtido pela diferenca
entre o CELI e ELI+ELm. A eficiéncia de utilizacdo de energia foi calculada pela

relacdo da ELI e o CEd e através da razao entre a soma da ELI e ELm e o CEd.

4.9. Balango de nitrogénio

No 17° de dia de cada periodo, 50 mL de amostras de urina spot foram
coletadas de cada animal 4h apds alimentacdo matinal e subamostras de 10 mL foram
diluidas em 40 mL de acido sulfurico e congeladas para analises de acido urico,

alantoina, creatinina e para determinacéo de N total.
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As concentragfes de acido arico e creatinina foram determinadas com uso de
kits comerciais (Acido drico liquido estavel: cat. no. k-052; Creatinina cinética: cat.no.
K-067; Bioclin®), em aparelho SBA-200 CELM® Sao Caetano do Sul, Brasil. Para a
realizacdo dessa analise, 100 puL de urina foram diluidos em 4900 uL de agua
deionizada.

O volume urinario total diério, de forma similar ao obtido para a sintese de
proteina microbiana, foi estimado dividindo-se o valor médio de excrecdo diaria de
creatinina, como 24,05 mg/kg de peso corporal (CHIZZOTTI et al., 2008) pelos valores
observados de concentragao de creatinina nas amostras spot (OLIVEIRA et al., 2001).

O consumo de nitrogénio foi estimado por meio do consumo de proteina bruta
dividindo-se pelo fator de conversao de nitrogénio 6,25, obtendo-se a quantidade em
gramas de nitrogénio consumido. O mesmo calculo foi realizado com os valores de
proteina bruta das fezes obtendo-se a excrec¢éo total de nitrogénio em g/kg MS.

A concentragao de nitrogénio nas amostras de urina foi determinada de acordo
com método (984.13; AOAC, 2000). Para as amostras de leite, o teor de nitrogénio foi
obtido através do teor de proteina bruta da amostra com aplicacao do fator 6,38 (NRC,
2001). O balango de nitrogénio foi obtido subtraindo do total de nitrogénio consumido
as excrecgoes de nitrogénio na urina, fezes e leite, obtendo-se os valores de nitrogénio

retido em gramas e em relagéo ao nitrogénio consumido.

4.10. Avaliacdo do escore de condicdo corporal e peso corporal

O escore de condicdo corporal (ECC) foi avaliado no sétimo dia de adaptacao e
no final de cada periodo e para mensuracdo da variacdo do peso corporal foram
realizadas 5 pesagens por periodo, sempre apos a ordenha e antes da alimentacao
matinal. O ECC foi realizada por 1 técnico treinado com uso do sistema 1 a 5 unidades,
escore 1 para vacas muito magras e 5 vacas muito gordas, conforme metodologia

proposta por Wildman et al. (1982) e desenvolvida por Edmonson et al., (1989).
4.11. Anélises estatisticas

Os dados foram analisados usando o procedimento PROC MIXED (Verséo 9.2,
SAS Institute, Cary, NC 2010) de acordo com o modelo estatistico:
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Yik = 1+ Ti + Pj + Qk + Ai(Qx) + eijwi

Em que: Yjx = valor observado no animal I, pertencente ao quadrado k, no j-
ésimo periodo, no qual recebeu o tratamento i; u = média geral; Ti = efeito fixo de
tratamento i; P; = efeito fixo de periodo; Qx = efeito fixo do quadrado; A(Qx) = efeito
aleatorio de animal dentro do quadrado e ejx = erro experimental.

Quando significativos, os efeitos de tratamentos foram analisados pelo teste de
diferenca minima significativa (PDIFF). As médias apresentadas foram ajustadas pela
funcdo LSMEANS e o método de Kenward e Rogers (1997) foi utilizado para a
correcao dos graus de liberdade.

As variaveis de fermentacéo ruminal (pH e concentracdes de N-NHsz e AGCC's)
foram analisadas como medidas repetidas no tempo, pelo PROC MIXED do SAS 9.2.
Foram considerados no modelo estatistico os efeitos de tratamento, periodo,
quadrado, animal dentro de quadrado, além da interacdo entre tempo e tratamento. A
metodologia de Akaike foi utilizada para determinar a matriz de covariancia a ser
utilizada. Estruturas de covariancia testadas foram CS, CSH, UN, UN(1), AR (1), ARH
(1), HF, TOEP, TOEPH e VC. Foi considerado o nivel de significancia de 0,05 em
todas as andlises realizadas. Fermentacéo ruminal (pH, N-NHs, e AGCC).

Yikm = M+ Ti + Pj + Qk + Ai(Qk) + Wi+ TPmM + TPM*Ti + €jjxim

Medidas repetidas no tempo, onde:

Yikm € 0 valor observado no m-ésimo tempo do animal |, pertecente ao
quadrado k, no periodo j, no qual recebeu o tratamento i; u: média geral; T; : efeito fixo
do tratamento i (i=1"a 3); P; : efeito fixo do periodo j (j=1 a 3); Q«: efeito fixo do k-ésimo
quadrado (k=1 a 2); Ai(Qx): efeito aleatério do animal |, pertencente ao quadrado k (I=1
a 6); wiik: erro experimental da parcela; TPm: efeito fixo do tempo de avaliagdo (m=1 a
10); TPm*Ti: efeito fixo da interacdo entre o tratamento i € 0 tempo M € €jkm: erro
experimental da subparcela. As estruturas de covariancia testadas foram as mesmas

descritas anteriomente.
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5. RESULTADOS

5.1. Consumo e digestibilidade da matéria seca e nutrientes

A inclusdo de oleo funcional ou monensina sddica na dieta ndo afetou o
consumo de matéria seca, matéria organica, extrato etéreo, proteina bruta, fibra em
detergente neutro, carboidratos néo fibrosos e nutrientes digestiveis totais (P>0,05;
Tabela 3). Os consumos de FDN e MS em relacdo ao peso vivo também nao foram

influenciados pelos tratamentos (P>0,05).

Tabela 3 — Efeito do 6leo funcional sobre consumo e digestibilidade da matéria seca
e dos nutrientes de vacas leiteiras.

Variaveis CON Tratamglr:nosl ON Média EPM? P-valor
Consumo (kg/dia)
Matéria seca 24,58 25,05 24,71 24,81 0,443 0,455
Matéria organica 22,46 22,88 22,57 22,66 0,406 0,470
Proteina bruta 3,93 4,02 3,96 3,97 0,071 0,395
Extrato etéreo 0,70 0,72 0,71 0,71 0,013 0,144
FDN3 8,40 8,65 8,52 8,52 0,161 0,271
CNF* 9,56 9,82 9,76 9,71 0,175 0,257
NDT 1 16,80 17,13 16,89 16,96 0,300 0,447
Coeficiente de digestibilidade (g/kg)
Matéria seca 0,675 0,670 0,674 0,673 0,006 0,746
Matéria organica 0,705 0,692 0,700 0,697 0,006 0,292
Proteina bruta 0,698 0,692 0,710 0,700 0,006 0,142
Extrato etéreo 0,849 0,841 0,833 0,841 0,005 0,441
FDN?® 0,632 0,616 0,618 0,622 0,006 0,299
Consumo (%PV)
Matéria seca 3,89 3,97 3,90 3,93 0,066 0,302
FDN?® 1,33 1,37 1,34 1,35 0,023 0,235

Tratamentos: CON: controle; OF: dleo funcional; MON: monensina.?EPM: Erro padréo da média; 3FDN:
fibra em detergente neutro; “CNF: carboidratos néo fibrosos; SNDTix: nutrientes digestiveis totais.
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5.2. Fermentacao ruminal

As vacas alimentadas com 6leo funcional ou monensina sédica apresentaram
pH e concentragdo de N-NHs3 ruminal similares as vacas nédo suplementadas (Tabela
4; Figuras 1, 2).

Tabela 4 — Efeito do 6leo funcional sobre a fermentacdo ruminal de vacas leiteiras.

R 1 o P-valor
Parametros CONTratagEntos MON  Media BPME o Tempo Int trarT
pH 6,31 6,25 6,30 6,29 0,026 0,115 <0,001 0,943
mg/dL
N-NH38 20,78 22,46 21,92 21,72 0,604 0,522 <0,001 0,740
AGCC (mmol/100mmol)
Acético 61,0/ 60,71 61,12 61,02 0,170 0,970 <0,001 0,978
Propidnico  19,86° 21,022 20,73 20,54 0,193 0,006 <0,001 0,999
Butirico 13,77 13,27 13,42 1350 0,100 0,525 0,014 0,956
Valérico 1,47 1,50 1,46 1,48 0,017 0,397 <0,001 0,960
AGCRT* 3,52 3,68 3,31 3,50 0,052 0,277 0,024 0,778
AGCC (mmol/L)
Acético 84,19 83,39 79,04 8235 0,931 0,366 <0,001 0,283
Propibnico  27,28° 29,542 27,43 28,15 0,566 0,037 <0,001 0,919
Butirico 19,22 17,99 17,42 18,24 0,238 0,203 <0,001 0,235
Valérico 2,05 2,09 1,93 2,02 0,041 0,319 <0,001 0,810

AGCRT# 4,902 5,032 4.27° 4,73 0,095 0,004 <0,001 0,460
AGCCT® 137,77 138,22 130,09 135,551 1,728 0,419 <0,001 0,335
C2:C36 3,08 2,82 2,88 3,01 0,035 0,849 <0,001 0,969

ITratamentos: CON: controle; OF: 6leo funcional; MON: monensina. 2EPM: erro padrdo da média. 3N-
NHsnitrogénio amoniacal; “AGCRT: acidos graxos de cadeia ramificada total; SAGCCT: acidos graxos
de cadeia curta total; ®C2:C3: relagcédo acetato:propionato. Médias na mesma linha sobrepostas com
letras semelhantes ndo diferem entre si pelo teste de diferenca minima significativa de Fisher a 5% de
probabilidade.

A incluséo de 6leo funcional ou monensina sodica na dieta aumentou (P<0,05)
a propor¢ao de propionato ruminal (20,87 mmol/100mmol) em relacdo as vacas que
receberam o tratamento controle (19,86 mmol/100mmol). Vacas alimentadas com 6leo

funcional apresentaram maior (P>0,05) concentracédo total de propionato ruminal
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(29,54 mmol/L) em relacdo as que receberam os demais tratamentos (27,35 mmol/L;
Figura 4). A inclusdo de monensina sodica na dieta reduziu em 12,8 e 14,9% a
concentracdo molar de AGCRT (4,27 mmol/L), em relacdo as vacas do tratamento
controle (4,9 mmol/L) e com inclusdo de oOleo funcional (5,03 mmol/L),
respectivamente (Figura 6). Nao houve efeito (P<0,05) dos tratamentos sobre a
relacédo acetato:propionato (C2:C3; Tabela 4).

6.8 7 Tratamento= 0,115
6,6 - Tempo=<0,001
Int. trat*tempo= 0,942
© 6.4 A
£
6.2
5 6
S o
5,8 A
A
5,6 T T ? T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 24

Tempo (horas)
Controle (—); 6leo funcional (= =) e monensina sédica (... ); horarios de alimentacgéo (1).

Figura 1 — Efeito do 6leo funcional sobre o pH ruminal de vacas leiteiras, em
diferentes tempos apds fornecimento da alimentacédo matinal.

Tratamento= 0,522
Tempo=<0,001
Int. trat*tempo= 0,739

N-NH3

2 4 6 8 10 12 14 16 24
Tempo (horas)

Controle (—); 6leo funcional (= =) e monensina sédica (... ); horarios de alimentacgéo (1).

Figura 2 — Efeito do dleo funcional sobre concentracdo de N-NHs ruminal de vacas
leiteiras, em diferentes tempos apos fornecimento da alimentacdo matinal.
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Tratamento= 0,366
100 - Tempo= <0,00_1
Int. trat*tempo= 0,282

Acetato mmol/L

60 T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 24
Tempo (horas)

Controle (—); 6leo funcional (= =) e monensina sédica (.- ); horérios de alimentacéo (7).

Figura 3 — Efeito do 6leo funcional sobre concentragdo ruminal de acetato mmol/L de
vacas leiteiras, em diferentes tempos apds fornecimento da alimentacdo matinal.

40 - Tratamento= 0,037
Tempo=<0,001
36 P Int. trat*tempo= 0,919

Propionato mmol/L

0 2 4 6 8 10 12 14 16 24
Tempo (horas)

Controle (—); 6leo funcional (= =) e monensina sodica (- ); horérios de alimentacao (7).

Figura 4 — Efeito do 6leo funcional sobre concentracao ruminal de propionato mmol/L
de vacas leiteiras, em diferentes tempos apods fornecimento da alimentacdo matinal.
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Figura 5 — Efeito do 6leo funcional sobre concentracdo ruminal de butirato mmol/L de

vacas leiteiras, em diferentes tempos apos fornecimento da alimentacdo matinal.
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N&o houve efeito (P>0,05) de 6leo funcional ou monensina sédica sobre a

excrecdo total de urina (L/dia), nitrogénio e proteina bruta microbiana e a eficiéncia de

sintese de proteina microbiana em relacéo as vacas sem aditivos na dieta (Tabela 5).

Tabela 5 — Efeito do 6leo funcional sobre a sintese de proteina microbiana de vacas

leiteiras
. Tratamentos? L )
Parametros CON OF VON Média EPM P-valor
(L/dia)
ETU3 20,27 20,60 19,92 20,23 0,718 0,870
Mmol/L
Acido drico 2,78 2,89 3,16 20,23 0,718 0,411
Alantoina urina 16,84 18,86 18,83 18,18 0,935 0,510
Alantoina leite 0,22 0,24 0,22 0,23 0,018 0,749
Mmol/dia
Acido drico 51,67 56,48 57,82 55,30 2,760 0,612
Alantoina urina 339,99 366,46 379,19 361,88 21,872 0,639
Alantoina leite 6,21 6,62 6,05 6,29 0,512 0,826
Purinas totais 402,59 429,56 447,62 426,59 22,447 0,602
Purinas abs* 482,69 521,69 546,33 516,91 32,054 0,608
Porcentagem dos derivados purina
Alantoina 85,85 84,98 84,35 85,04 0,959 0,633
g/dia
N microbiano 350,9 379,3 397,2 375,8 23,30 0,608
mol/mol
Al/Cre® 2,57 2,75 2,80 2,71 0,165 0,739
Al+AcU/Cre® 2,99 3,17 3,27 3,14 0,173 0,719
Eficiéncia
(gPB/kgNDT)’ 132,78 140,36 152,72 141,95 8,978 0,492
(gPB/kgMODR)® 230,11 234,74 248,76 237,66 14,521 0,783
(gPB/McalEM)® 42,46 45,42 49,86 45,91 2,797 0,387

ITratamentos: CON: controle; OF: 6leo funcional; MON: monensina.2EPM: erro padréo da média; *ETU:
excrecdo total de urina;*Purinas abs: purinas absorvidas; 5Al/Cre: relacdo molar entre alontoina e
6Al+AcU/Cre: relagdo molar entre a soma de alontoina e &cido urico e a
concentracdo de creatinina na urina. ‘Gramas de proteina bruta microbiana por kg de nutrientes
digestiveis totais. 8Gramas de proteina bruta microbiana por kg matéria organica degradavel no rimen.
°Gramas de proteina bruta microbiana por Mcal de energia metabolizavel.

creatinina na urina;



40

5.4. Parametros sanguineos

A inclusdo de oleo funcional ou monensina sodica nao alterou (P>0,05) a
concentracdo sanguinea de glicose, AST e GGT em relagdo as vacas que nao
receberam aditivos na dieta (Tabela 6). As vacas alimentadas com o6leo funcional
tiveram reducdo (P<0,05) da concentracdo de ureia sanguinea (34,21 mg/dL) em
relacdo as vacas do tratamento controle (37,33 mg/dL) e com inclusdo de monensina

sddica (39,24 mg/dL), que n&o diferiram entre si.

Tabela 6 — Efeito do 6leo funcional sobre parametros sanguineos de vacas leiteiras
Parametros Tratamentos?

Média EPM? P-valor

CON OF MON
mg/dL
Glicose 43,23 43,85 44,55 43,876 1,092 0,830
Ureia 37,332 34,21° 39,242 37,100 0,902 <0,001
U/L
AST? 66,92 70,80 68,58 68,764 1,167 0,173
GGT# 29,10 29,51 30,62 28,357 2,417 0,417

ITratamentos: CON: controle; OF: 6leo funcional; MON: monensina.?EPM: erro padrao da média. 3AST:
Aspartato aminotransferase; *‘GGT: Gama glutamil transferase. Médias na mesma linha sobrepostas
com letras semelhantes ndo diferem entre si pelo teste de diferenca minima significativa de Fisher a
5% de probabilidade.

5.5. Producao e composicao do leite

Vacas alimentadas com o6leo funcional ou monensina sddica apresentaram
maior (P<0,05) producéo de leite, proteina e lactose (kg/dia) em comparac¢ao as vacas
do tratamento controle (Tabela 7). A producéo de leite corrigida para 3,5% de gordura
e secrecao diaria de gordura (kg/dia) ndo foram influenciados pelos tratamentos
(P>0,05). De forma semelhante, ndo houve efeito dos tratamentos sobre eficiéncia de
producao de leite (kg de leite/kg do CMS) e concentracao de nitrogénio ureico do leite.
Porém, vacas alimentadas com monensina sodica tiveram reducdo (P<0,05) da
porcetagem de gordura do leite em comparagao ao tratamento controle e reducao da

porcentagem de lactose comparado ao tratamento 6leo funcional.
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Tabela 7 — Efeito do 6leo funcional sobre producdo e composicao do leite de vacas
leiteiras

Parametros Tratamentos! Média EPM2  P-valor
CON OF MON
kg/dia
Producéo de leite 25,92 27,132 27,1728 26,69 0,659 <0,001
PLC 3,5% 26,54 27,39 27,03 26,99 0,683 0,188
Gordura 0,942 0,966 0,939 0,949 0,027 0,400
Proteina 0,780P 0,8082  0,8132 0,800 0,020 0,006
Lactose 1,170P 1,2212 1,2222 1,204 0,030 0,003
Eficiéncia3 1,07 1,08 1,10 1,08 0,020 0,296
Porcentagem
Gordura 3,662 3,602 3,46° 3,57 0,067 0,025
Proteina 3,01 3,01 3,00 3,00 0,013 0,475
Lactose 4,513b 4,522 4,48 1,22 0,033 0,046
mg/dL
NUL* 8,12 8,25 8,46 8,29 0,168 0,545

ITratamentos: CON: controle; OF: 6leo funcional; MON: monensina.?EPM: erro padrdo da média.
Eficiéncia (kg de leite/kg do CMS). “NUL.: nitrogénio ureico do leite. Médias na mesma linha sobrepostas
com letras semelhantes néo diferem entre si pelo teste de diferenga minima significativa de Fisher a
5% de probabilidade.

5.6. Balanco de nitrogénio e energia

O consumo de nitrogénio total, excre¢cdes de nitrogénio na urina e fezes e o
balanco de N néo diferiram (P>0,05) entre os tratamentos (Tabela 8). Entretanto, os
tratamentos Oleo funcional ou monensina sédica tiveram maior (P<0,05) secrecdo de
nitrogénio no leite (g/dia). Os tratamentos ndo influenciaram as variaveis relacionadas

ao balanco de energia (P>0,05; Tabela 9).
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Tabela 8 — Efeito do 6leo funcional sobre o balanco de nitrogénio de vacas leiteiras
Tratamentos?

Parametros Média EPM2  P-valor
CON OF MON

Consumo (g/dia)

Nitrogénio total 628,8 642,8 633,0 635,51 11,302 0,391
Excrecao (Nitrogénio g/dia)
Urinario 263,9 287,1 286,3 279,09 12,146 0,575
Fecal 190,2 186,3 180,8 185,05 4,820 0,476
Leite 122,28 126,74 127,54 125,48 3,123 0,006
Balanco (g/dia)
Nitrogénio 36,55 40,68 38,40 32,20 13,690 0,762
Excrecao (% Nitrogénio total consumido)
Urinario 42,52 44,16 46,45 44,38 1,819 0,627
Fecal 30,73 29,52 28,75 29,66 0,664 0,221
Leite 19,72 19,78 20,19 19,90 0,371 0,418

Balanco (% Nitrogénio total consumido)
Nitrogénio 5,60 6,54 2,27 4,80 2,103 0,642

ITratamentos: CON: controle; OF: 6leo funcional; MON: monensina.?EPM: erro padrdao da média.
Médias na mesma linha sobrepostas com letras semelhantes n&o diferem entre si pelo teste de
diferenca minima significativa de Fisher a 5% de probabilidade.

Tabela 9 — Efeito do 6leo funcional sobre o balanco de energia de vacas leiteiras

Tratamentos? )
Parametr Mé EPM2  P-valor
arametros CON OF MON édia

Consumo (Mcal/dia)

Energia Bruta 96,03 96,51 94,82 96,12 1,660 0,383
Energia Digestivel 64,50 63,96 61,69 63,38 1,234 0,154
Energia Metabolizavel 52,89 52,44 50,59 51,97 1,012 0,154
Energia Liquida 34,46 34,57 33,97 34,43 0,590 0,352
Energia liquida (Mcal/dia)
Balanco 6,09 5,92 5,67 5,90 0,432 0,767
Lactacao 17,92 18,15 17,77 17,95 0,457 0,412
Mantenca 10,15 10,19 10,16 10,17 0,106 0,350
Mcal/Mcal
ELL/CED?3 0,28 0,28 0,29 0,28 0,006 0,596

Tratamentos: CON: controle; OF: 6leo funcional; MON: monensina.?EPM: erro padrao da média.
SExigéncia de energia liquida de lactagdo pelo consumo de energia digestivel (CED).
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6. DISCUSSAO

6.1. Consumo e digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes

Duffield et al. (2008b) em estudo metanalitico avaliaram os efeitos da utilizacao
de monensina sodica sobre CMS em vacas leiteiras e relataram reducdo do consumo
de matéria seca. No entanto, no presente estudo as vacas que foram alimentadas com
oleo funcional ou monensina soédica apresentaram CMS similar as vacas que
receberam o tratamento sem aditivo e ndo houve redugéo do consumo dos nutrientes
avaliados. Ipharraguerre e Clark (2003) compilaram estudos com vacas em lactacdo
e observaram que em 14 estudos, 0s quais avaliaram a inclusdo de ionéforos em
doses iguais ou inferiores a 350 mg/dia/animal, houve reducdo média de 0,3 kg/dia no
CMS, o que representa 1,5% do consumo médio observado.

Os aditivos moduladores da fermentacao ruminal podem atuar na reducao do
CMS, principalmente por aumentar a concentracdo de propionato ruminal (ALLEN,
2000). De acordo com este autor, os AGCC produzidos durante 0 processo
fermentativo podem reduzir o consumo por aumentar a osmolaridade do
ruminoreticulo e pelos efeitos pos absortivos, especialmente do propionato, os quais
nao estdo completamente elucidados. Neste estudo, as vacas alimentadas com 6leo
funcional ou monensina sodica apresentaram maior concentracdo de propionato no
rimen (P<0,05; Tabela 4). De acordo com Allen (2014), o efeito metabdlico do
aumento de propionato foi observado em vacas leiteiras devido a oxidac@o hepatica
de propionato no figado, o que pode reduzir o CMS, porém no presente estudo o
aumento do propionato ruminal (P<0,05; Tabela 4) ndo foi suficiente para inibir o
consumo. Ainda, como houve aumento (P<0,05) da producéo de leite (Tabela 7) que
provavelmente ocorreu em resposta ao aumento de propionato no rimen e como a
concentracéo total de AGCC néo foi influenciada pelos tratamentos avaliados,
presume-se que a osmolaridade ruminal ndo foi afetada.

O propionato contribui com 32 a 73% da gliconeogénese hepatica, o qual é o
principal precursor de glicose para o ruminante (SEAL; REYNOLDS, 1993). A
concentracdo de propiontato no rimen esta associada com os produtos finais do
metabolismo de carboidratos e o balanco de energia em ruminantes (ELLIS et al.,

2012). De acordo com Hayes et al. (1996), a utilizacdo da monensina sodica na dieta
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pode aumentar o propionato ruminal com possivel aumento da gliconeogénese
hepatica, o que pode resultar em maior disponibilidade de glicose para o metabolismo
animal.

No presente estudo, a glicemia das vacas nao foi influenciada pela incluséo da
monensina sddica ou Oleo funcional na dieta (P>0,05; Tabela 6). O aumento do fluxo
glicémico sem alteracdo da concentracdo de glicose plasmatica pode ser explicado
pelo estimulo da liberacdo de insulina, o que pode resultar em menor concentracao
de glicose plasmatica, com alteracdo da particdo da glicose, priorizando orgdos com
alta exigéncia, como a glandula maméria e o utero (ARIELI et al.,, 2001).
Consequentemente, tem-se um aumento da captacdo de glicose pela glandula
mamaria com aumento da producéao de leite (P<0,05; Tabela 7).

Tedeschi et al. (2003) relataram que a variabilidade do efeito da inclusdo de
monensina sédica sobre o consumo pode ser atribuida as diferencas na fase de
lactacdo e que a reducao no CMS é uma consequéncia do atendimento das exigéncias
energéticas das vacas. Quando as vacas se encontram em balanco energético
positivo (vacas de baixa producéo ou no terco final de lactacdo) a inclusédo de aditivos
na dieta pode aumentar a disponibilidade de energia por unidade de alimento
consumido, o que pode reduzir o consumo. Apesar das vacas do presente estudo
estarem no ter¢co médio de lactacdo a inclusdo de monensina sédica ou 6leo funcional
na dieta ndo influenciou o consumo.

Eifert et al. (2005) estudaram o uso de monensina sédica (16 mg/kg da MS) na
dieta de vacas no inicio da lactacao, com producdo média de 25 kg/dia e alimentadas
com silagem de milho e ndo observaram diferenca do CMS entre as vacas da dieta
controle (17,3 kg/dia) e o tratamento com monensina sédica (17,8 kg/dia). Estes
autores ndo observaram efeito da inclusdo de monensina sodia na dieta sobre a
producao do leite das vacas, provavelmente devido a dose utilizada e fase da lactacéo,
ja que as vacas apresentaram menor consumo do que no presente estudo (24,81
kg/dia). De forma semelhante, em estudo realizado com vacas no terco médio de
lactacdo, ao avaliar a adicdo de monensina sodica ou lasalocida (24 mg/kg de MS),
Martineau et al. (2007) ndo observaram efeito dos aditivos sobre o CMS (23,5 kg/dia),

fermentacao ruminal e producgéo de leite (36,6 kg/dia).
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Akins et al. (2014) avaliaram a inclusdo de monensina sédica (18 mg/kg) na
dieta de vacas no terco médio de lactacdo contendo diferentes concentracfes de
amido e observaram aumento na producéo de leite (41,1 vs 42,3 kg/dia), sem alterar
0 consumo (26,9 kg/dia). As vacas do presente estudo tiveram inclusdo de monensina
sddica e fase de lactacdo semelhantes, e, da mesma forma, ndo houve efeito dos
tratamentos sobre o consumo (24,12 kg/dia da CMS).

Em um recente estudo conduzido para avaliar a adicdo de monensina sodica
(30 mg/kg de MS) e 6leo funcional (0,5 g/kg de MS de Essential®) na dieta de vacas
no terco médio de lactacao e alimentadas com silagem de milho, observou-se que o
oleo funcional aumentou o CMS (15,3 vs 16,67 kg/dia) enquanto que a monensina
reduziu o CMS (16,89 vs 15,57 kg/dia), quando comparados as dietas sem aditivo
(MARTINS et al., 2015). O resultado de CMS do presente estudo é superior (24,12
kg/dia) devido principalmente a diferenca de peso corporal médio (511 kg) e producéo
de leite (24,12 kg/dia) dos animais utilizados por Martins et al. (2015) e ndo houve
diferenca entre os tratamentos

De acordo com Mertens (1994), o CMS e a producéao de leite sdo maximizados
quando a ingestdo de FDN é igual ou superior a 1,2 + 0,1% do peso vivo para vacas
no terco médio e final de lactacdo. Dietas excessivamente fibrosas limitam o consumo
pelo enchimento ruminal mantendo o consumo de FDN (ALLEN, 2000). No presente
estudo, o consumo de FDN das vacas nao foi influenciado pelos tratamentos, os quais
sao ligeiramente superiores (1,37% do PV) aos valores preconizados por este autor.
Este elevado consumo de FDN pode estar relacionado com a melhor digestibilidade
da fibra dos alimentos volumosos utilizados, pois o pré-secado de azevém e a
casquinha de soja sao alimentos ricos em fibra, com baixo teores de lignina (Tabela
2).

Existem varios fatores que podem influenciar a digestibilidade aparente total
dos nutrientes e o consumo em ruminantes alimentados com monensina sodica e/ou
6leo funcional, que ainda ndo foram totalmente elucidados. E sempre importante
considerar a fase da lactagédo, o volumoso, a producao de leite e a dose utilizada
nestes estudos. No presente estudo ndo houve efeito dos aditivos sobre os
coeficientes de digestibilidade da MS, MO, PB, EE e FDN (P>0,05; Tabela 3). De

forma semelhante, Benchaar et al. (2006) estudaram a adi¢céo de 6leo essencial (Crina
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Ruminants®; 2 g/dia) e/ou monensina sédica (350 mg/dia) na dieta de vacas no terco
médio de lactagdo e ndo observaram efeito dos aditivos sobre a digestibilidade da MS,
MO e FDN. De acordo com Plaizier et al. (2000), a monensina sodica aumenta a
digestibilidade aparente da FDN e FDA em vacas alimentadas com alta forragem, o
gue néo ocorre em vacas alimentadas com dietas contendo alto teor de concentrado.
Estes autores associaram o aumento da digestibilidade da FDN ao aumento do pH
ruminal promovido pela adicdo de monensina. No presente estudo, foi utilizado 52%
de concentrado na dieta e ndo foram observadas diferencas no pH ruminal com a
utilizacao dos aditivos (P>0,05; Tabela 4, Figura 1).

Segundo Plaizier et al (2000), a adicdo de monensina reduz a degradacao
ruminal de proteinas da dieta e a concentracdo de amo6nia. De modo semelhante,
Calsamiglia et al. (2007) descreveram que 0s Oleos essenciais tém atividade
antimicrobiana e que a monensina sédica tem capacidade de reduzir a deaminacéo e
metanogénese. Com isso, ha aumento do fluxo de proteinas para o intestino que
podem ser digeridas e absorvidas, resultando em aumento da digestibilidade aparente
total. Entretanto, no presente estudo nao foi observado tal efeito. Gehman et al. (2008)
e Oelker et al. (2009) também n&o observaram efeito (P>0,05) do uso da monensina
sédica nas doses 20 e 16 mg/kg da MS em vacas no terco médio da lactacéo,
alimentadas com silagem de milho como volumoso sobre a digestibilidade aparente

total da MS e dos nutrientes.

6.2. Fermentacgao ruminal

O pH ruminal médio encontrado neste estudo pode ser considerado dentro da
variacdo de 6,2 e 7,1, recomendada por Orskov (1988) para manter a motilidade
ruminal e digestado da fibra, uma vez que em pH abaixo de 6,2 ocorreu inibicdo do
crescimento das bactérias fibroliticas. No presente estudo, a inclusdo de Oleo
funcional ou monensina sédica na dieta ndo alterou o pH ruminal e consequentemente
a digestibilidade da FDN né&o foi influenciada (Tabela 3). Hoover (1986) verificou em
estudo in vitro que pH ruminal menor que 6,0 também pode reduzir a sintese de

proteina microbiana (Tabela 5).
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A manutencdo do pH ruminal estd diretamente relacionada a capacidade de
producdo de agentes tamponantes e a remocdo dos AGCCs do ambiente ruminal
(VAN SOEST, 1982). O menor pH ruminal (5,90; Figura 1), independentemente da
incluséo de dleo funcional ou monensina sodica na dieta, foi observado 12 horas apés
a alimentacdo, o que sugere que 0s mecanismos fisiolégicos de regulacdo do pH nao
foram influenciados pelos tratamentos avaliados.

Apesar do lactato ruminal ndo ter sido mensurado no presente estudo, houve
uma estabilidade do pH ruminal, independente da inclusdo dos aditivos nas dietas,
uma vez que o teor de FDN utilizado na dieta basal (36,91%; Tabela 1) pode ter sido
suficiente para manuteng&o da motilidade ruminal e ruminacéo das vacas (MERTENS,
2001).

Martineau et al. (2007) realizaram estudo com vacas leiteiras alimentadas com
silagem de milho e inclusdo de 24 mg/kg da MS de monensina sédica, com producao
de leite média de 36,6 kg/dia, e ndo obervaram diferencas entre os tratamentos sobre
as variaveis de fermentacéo ruminal, com pH ruminal médio de 6,16 e concentracéo
de N-NHs de 17,7 mg/dL. Este resultados séo inferiores aos valores observados neste
estudo com pH médio de 6,29 e N-NH3 de 21,72 mg/dL.

Benchaar et al. (2006) realizaram uma pesquisa com adi¢ao de 6leo essencial
(Crina® Ruminants; 0 vs 2g/d) e de monensina sédica (0 vs 350 mg/dia) na dieta de
vacas no terco médio de lactacdo e relataram aumento do pH ruminal para as vacas
gue receberam 0leos essenciais (6,50) comparado a dieta sem 6leo essencial (6,39)
e menor concentragdo de N-NHs no rimen de vacas que tiveram inclusdo de
monensina sodica na dieta (12,7 mg/100 mL), em relacdo a dieta sem aditivo (14
mg/100 mL). No presente estudo as vacas alimentadas com Oleo funcional ou
monensina sodica apresentaram pH e concentracao de N-NHs no rimen similares aos
das vacas do tratamento controle.

A concentracdo de amodnia no rumen € importante para sintese de proteina
microbiana (NAGARAJA et al., 1997). Satter e Roffler (1979) relatam que a
concentracdo minima de N-NHs deve ser 5 mg de NHs/dL no liquido ruminal para ndo
haver limitacdo da sintese microbiana, enquanto que para 0 maxima sintese
microbiana s&@o necessarias concentracdes de 23 mg de N-NHs/dL (MEHREZ;
ORSKOV, 1978). A concentragdo média de 21,72 mg/dL de N-NHs no liquido ruminal



48

das vacas do presente estudo estdo proximos ao valor estabelecido para méaximo
crescimento microbiano.

De acordo com Van Soest (1994), a monensina € eficiente em reduzir a
degradabilidade ruminal da proteina, especialmente em dietas com alto teor de
concentrado, com alta degradabilidade ruminal. No presente estudo, a concentracao
ruminal de NHs ndo foi influenciada pela inclusdo de 6leo funcional ou monensina
sbédica a dieta. No entanto, a concentracdo ruminal de acidos graxos de cadeia
ramificada foi reduzida com a inclusdo de monensina sodica, 0 que ndo ocorreu com
a utilizacéo do 6leo funcional (Tabela 4 e Figura 6). Mesmo com a reduc¢éo do total de
AGCRs, os quais sao um indicativo do processo de sintese de proteina microbiana no
rimen, a mesma nao foi influenciada pelo tratamento monensina (Tabela 5).

Calsamiglia et al. (2007) observaram que a utilizacdo de Crina® Ruminants
causa reducao da concentracdo de acidos graxos de cadeia ramificada e amdnia, o
que segundo estes autores sugere uma reducado da deaminacédo no rimen. Os acidos
graxos de cadeia ramificada originam-se da degradacao ruminal da proteina dietética
ou da reciclagem da proteina microbiana pela descarboxilacdo oxidativa de
aminoécidos de cadeia ramificada (valina, leucina e isoleucina) (TEDESCHI et al.,
2000). No presente estudo, a provavel reducdo da degradacdo da proteina no rimen
no tratamento com monensina, pode ser indicada pela reducdo (P<0,05) da
concentracdo ruminal AGCR total (mmol/L; Tabela 4). Com a reducdo da
degradabilidade ruminal e desaminacéo proteica da dieta com inclusédo de monensina,
h& aumento da contribuicdo da proteina dietética na proteina microbiana. Segundo
Verbic, (2002), como o perfil da proteina microbiana é melhor que o perfil da proteina
nao degradavel no raimen (PNDR) da dieta, neste caso pode ocorrer aumento da
transaminacdao, resultando em aumento da concentracdo sérica de ureia (Tabela 6).

O provavel aumento da degradabilidade da proteina dietética das vacas
alimentadas com Oleo funcional em relagcdo as vacas que receberam monensina
sbédica parece nao ter comprometido o suprimento de proteina metabolizavel, ao
considerar que a secrecdo de proteina no leite destas vacas, ndo diferiram entre si,
mas foi superior a secrec¢ao das vacas que receberam o tratamento controle (Tabela
7).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4093378/#b23-ajas-26-4-523-10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4093378/#b23-ajas-26-4-523-10
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As vacas alimentadas com a monensina sodica na dieta ndo tiveram alteracao
da concentracdo molar de propionato (P>0,05), no entanto, houve aumento da
propor¢cao molar do mesmo, sem diferir do 6leo funcional (P>0,05; Tabela 4). A dieta
com 6leo funcional aumentou a concentracdo molar de propionato em relacdo os
demais tratamentos e a proporgéo molar em relagcéo ao tratamento controle (P<0,05).
Vérios estudos relatam aumento da concentragdo do propionato ruminal em vacas
leiteiras alimentadas com dietas contendo monensina sédica (NAGARAJA et al., 1981,
BRODERICK, 2004; EIFERT et al., 2005; BENCHAAR et al., 2006; GEHMAN et al.,
2008; OELKER et al., 2009; GANDRA et al.,, 2012; APPUHAMY et al.,, 2013;
MCCARTHY et al., 2015). De acordo com McGuffey et al. (2001), as alteracdes do
perfil fermentativo séo efeitos das alteracdes da populacéo bacteriana ruminal, devido
a inibicdo do crescimento de bactérias gram positivas em detrimento das bactérias
gram negativas. Assim, a suplementacdo com monensina sdédica resulta na selecéo
de bactérias que produzem menos hidrogénio (Hz2), acetato e butirato e mais
propionato ruminal e adenosina trifosfato (RUSSELL; STROBEL, 1989). No presente
trabalho, possivelmente, as mudancas dos parametros de fermentacao ruminal com o
uso de 6Gleo funcional podem ter ocorrido por um mecanismo de acao semelhante ao
da monensina sddica, o que pode justificar o aumento (P<0,05) do propionato ruminal
(RICHARDSON et al.,1976; NAGARAJA et al., 1981).

Pesquisadores relatam em estudos que 0s 6leos essenciais sao efetivos contra
bactérias gram positivas (SMITH-PALMER et al.,, 1998; CHAO; YOUNG, 2000;
CIMANGA et al., 2002). Em estudo in vitro com uma mistura de 6leos essenciais
(orégano, alho e pimenta) foi relatado que estes composto reduziram a producéo de
uma das principais bactérias (Butyrivibrio fibrisolvens) responséaveis pela producédo de
acetato e butirato ruminal (PATRA; YU, 2015). Neste sentido, no presente estudo foi
observado aumento de 8,28% na concentracdo do propionato ruminal e de 5,8% na
propor¢cao molar do propionato nas vacas que receberam oleo funcional em relacao
as vacas que receberam o tratamento controle. Este resultado sugere que o 6leo
funcional pode ter sido efetivo na sele¢@o de bactérias gram positivas.

Neste estudo as vacas que receberam os tratamentos com oleo funcional ou
monensina sodica ndo apresentaram efeito sobre a concentracédo ruminal do total de

acidos graxos de cadeia curta, acetato, butirato e valerato (Tabela 4). Ellis et al.
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(2012), estudaram o efeito da dose de monensina sédica sobre a concentracao
ruminal de &cidos graxos de cadeia curta em bovinos de corte submetidos a dietas
com alto teor de grédos e observaram que a cada 1 mg/kg de matéria seca de
monensina sédica adicionada a dieta houve reducéo de 0,063 mol/100mol de acetato
e aumento de 0,260 mol/100mol de propionato, sem efeito sobre a concentracao total
de acidos graxos. Da mesma forma, no presente estudo, a adicdo de 6leo funcional
ou monensina sodica aumentou a propor¢do molar de propionato sem influenciar a
concentracéo total dos AGCC's.

Em um estudo realizado por Broderick (2004), com vacas no terco inicial de
lactacdo, a inclusdo de monensina sédica na dieta (10,2 mg/kg da MS) reduziu as
proporcdes molares de acetato e butirato ruminal, com aumento da propor¢cdo molar
de propionato, sem afetar a concentracédo total de AGCC, o que resultou na reducéo
da relacdo acetato:propionato, quando comparado ao tratamento controle. As
reducdes das propor¢gbes molares de acetato e butirato estdo relacionadas ao
aumento da proporcdo de propionato. No presente estudo, a inclusdo de 6leo
funcional ou monensina sédica na dieta aumentou concentracdo de propionato
ruminal (mmol/100mmol), porém ndo houve efeito sobre acetato e relagdo
acetato:propionato no rimen (Tabela 4).

N&o houve interagdo entre tratamentos e tempo de coleta sobre as
concentracfes ruminais de acetato, propionato, butirato e AGCR total (Figuras 3, 4,5
e 6). As maiores concentracbes de AGCC's ocorreram entre 10 e 12 horas apoés a
alimentacdo matinal. Na avaliacdo realizada as 8 horas, em relacdo aquelas
realizadas as 6 e 10 horas apés a alimentacao, observou-se reducéo da concentracao
dos AGCC's no rumen, provavelmente por esta avaliacdo coincidir com o horario de

realizacdo da ordenha no periodo da tarde.

6.3.Sintese de proteina microbiana

VariacOes na sintese de proteina microbiana estdo associadas as mudancas
no suprimento de energia e proteina para o animal, com consequéncia sobre o
desempenho produtivo de vacas leiteiras (GONZALEZ-RONQUILLO et al., 2003). Em

trabalho realizado com vacas leiteiras no terco médio de lactacdo, a inclusdo de 16
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mg/kg da MS de monensina sédica na dieta ndo influenciou a excrecdo total de
derivados de purinas (297,6 mmol/dia) e a estimativa de PB microbiana (1168 g/dia,;
GEHMAN et al.,, 2008). Os resultados encontrados no presente estudo foram
superiores aos apresentados por estes autores, com excrecdo total de 516,91
mmol/dia de derivados de purinas e estimativa de sintese de proteina microbiana de
2348,80 g/dia (Tabela 5).

Abdi et al. (2015) estudaram a inclusdo de monensina sodica (24 mg/kg da MS)
na dieta de vacas no terco médio de lactagcdo com relacdo volumoso: concentrado
40:60. Assim como no presente estudo, 0os autores observaram que a incluséo de
monensina sodica na dieta ndo influenciou o volume urinério, a excrecao urinaria de
creatinina, derivados de purinas e a sintese de proteina microbiana ruminal.
Resultados semelhantes foram observados por Ipharraguerre et al. (2005) e Gehman
et al. (2008), os quais explicaram que foram coletadas amostras spot de urina, e que
a excrecdo urinria foi estimada a partir da concentracdo de creatinina nas amostras
e 0 peso corporal das vacas, da mesma forma que no presente estudo. As vacas que
receberam monensina sodica apresentaram volume urinario similar aos que nao
receberam, o que pode ter contribuido para auséncia de efeito da monensina sddica
sobre a excrecao dos derivados de purinas e, consequentemente, sintese de proteina
microbiana ruminal.

Hé& poucos estudos sobre sintese de proteina microbina e eficiéncia de sintese
de animais alimentados com dietas contendo 6leos essenciais. De acordo com Bach
et al. (2005), a sintese de proteina microbiana pode ser influénciada por diversos
fatores tais como concentracao de carboidratos nao fibrosos, proteina ndo degradavel
da dieta, pH ruminal, taxa de passagem e quantidade de matéria organica fermentada
no rimen. A dieta basal do presente estudo apresenta similar conteado de CNF e MO
(Tabela 1) e pH ruminal (Tabela 4). Isso pode explicar porque os tratamentos nao
influenciaram a sintese de proteina microbiana ruminal.

Existem ainda outros fatores, como a alteracdo das populagdes de
microrganismos ruminais que afetam as estimativas de sintese proteica quando as
vacas sao alimentadas com dietas contendo aditivos. Castro-Montoya et al. (2012)
avaliaram os efeitos da adicdo de monensina sodica sobre a fermentacéo in vitro e

observaram que a adicdo de monensina nao influenciou a massa microbiana. No
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entanto, houve aumento da relacdo entre proteina microbiana e bases purinas e,
consequentemente, a concentracdo de bases purinas no meio foi reduzida. Estes
autores associaram esta reduzida relacdo com os efeitos negativos da monensina
sobre os protozoarios, que, segundo Broderick e Merchen (1992) possuem
aproximadamente metade do teor de purinas de bactérias. No presente estudo, foi
utilizado um teor constante de purina na proteina bruta microbiana (11,6%) e portanto,
se as observacfes de Castro-Montoya et al. (2012) se repetirem in vivo, a sintese

microbiana pode ter sido subestimada.
6.4. Pardmetros sanguineos

Em vacas lactantes a demanda de glicose é importante como fonte de energia
e como contribuinte da sintese de lactose na glandula mamaria (BICKERSTAFFE et
al., 1974). Entretanto, no maximo 25% da disponibilidade total de glicose € absorvida
e 0 restante seria obtido principalmente pela sintese hepatica de propionato, lactato,
aminoacidos e glicerol (YOUNG, 1977; GALINDO et al., 2011).

Segundo Duffield et al. (2008a), dependendo da fase de lactacéo e da dose de
monensina sodica, a utilizacdo deste aditivo nas dietas de vacas leiteiras pode resultar
em aumento de 3% da concentracao de glicose plasmatica. No presente estudo néo
houve diferenca para esta variavel.

Nos ruminantes, o principal substrato para sintese de glicose é o propionato
oriundo da fermentacdo ruminal de carboidratos (VAN SOEST, 1994). A alteracdo da
fermentacao ruminal com inclusdo de aditivos na dieta pode aumentar a concentragcao
de propionato no rimen, o que aumenta a disponibilidade de propionato que chega
ao figado e que estimula a gliconeogénese com possivel aumento dos niveis séricos
de glicose (ELLIS et al., 2012). No entanto, a glicemia € regulada por um complexo
sistema endécrino, no qual insulina, glucagon, catecolaminas, corticoesterdides e
somatrotopina atuam conjuntamente (MARQUEZ; RADEMACHER, 1999). Este
controle hormonal faz com que a captacao de glicose pelos tecidos e, principalmente,
pela glandula mamaria seja maior com o0 aumento da glicemia, reduzindo a utilizacéo
desta como indicador do metabolismo energético em vacas leiteiras (PAYNE e

PAYNE, 1987). As vacas que receberam a inclusdo de oleo funcional ou monensina
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sddica no presente estudo apresentaram aumento da producéo de leite e da secrecéo
total de lactose (P<0,05; Tabela 7), sem influenciar a glicemia (P>0,05; Tabela 6).

Martineau et al. (2007) estudaram a inclusdo de monensina sddica para vacas
no terco médio de lactacdo, alimentadas com silagem de alfafa e gramineas e
relataram glicemia de 58,5 mg/dL. Da Silva et al. (2007) estudaram vacas no terco
médio de lactacdo, alimentadas com silagem de milho e observaram concentracao
meédia de glicose plasmatica de 66 mg/dL, ou seja, superiores a concentracdo média
de glicose plasmatica (43,87 mg/dL) encontrada neste estudo.

Para vacas alimentadas com 6leo funcional houve reducdo significativa
(P<0,05) da concentracdo de ureia no sangue em relacao as vacas que receberam os
demais tratamentos (34,21 vs 43,89 mg/dL, respectivamente). De acordo com Green
et al. (1999), Duffield et al. (1998), and Duffield et al. (2003), a inclusdo de monensina
sodica na dieta de vacas no inicio de lactacdo aumenta a concentracdo de ureia no
sangue, o que pode estar associado ao aumento do fluxo de proteinas para o intestino
delgado em funcdo da reducédo da degradabilidade ruminal das proteinas (Hanson;
Klopfenstein, 1979; Bergen; Bates, 1984). No presente estudo, a inclusdo de
monensina sodica reduziu a concentracao de acidos graxos de cadeia ramificada no
rimen (Tabela 4), o que indica reducdo da degradabilidade ruminal da proteina em
relacdo a inclusdo de 6leo funcional.

Em uma metandlise para elucidar o efeito da monensina sédica sobre o
metabolismo de vacas leiteiras, Duffield et al. (2008a) observaram aumento de 6% na
concentracdo de ureia no sangue de vacas alimentadas com monensina sédia em
relacdo as que receberam a dieta controle, o que n&o ocorreu no presente estudo.
Além disso, a inclusdo de 6leo funcional reduziu a concentracdo sérica de ureia
(P<0,05; Tabela 6). Esta reducdo da concentracdo de ureia no soro de vacas
alimentadas com 6leo funcional pode estar associada ao aumento da producédo de
leite, sem alteracbes das concentracdes de proteina e nitrogénio ureico no leite
(P>0,05; Tabela 7).

As concentracbes plasmaticas das enzimas hepéticas aspartato
aminotransferase (AST) e gamaglutamil transferase (GGT) ndo foram afetadas pela
adicao dos aditivos a dieta (P>0,05; Tabela 6). Lassen (2007) descreveu que a AST

pode ser utilizada como indicador de lesdo hepatica em ruminantes, pois a atividade
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desta enzima aumenta em vacas com lesGes hepaticas ou musculares e, portanto, a
avaliagcdo de uma enzima mais especifica como a GGT é necessaria na tentativa de
identificar possiveis lesdes hepaticas.

Como os resultados para AST e GGT no presente estudo foram semelhantes
para os diferentes tratamentos, pode-se sugerir que os aditivos Oleo funcional
(Essential® Oligo Basics) ou monensina sédica ndo sdo toxicos as vacas, 0 gque
demonstra seguranca para suas utilizacfes. Outro estudo realizado com o mesmo

oleo funcional também relatou a atoxidade deste composto (MARTINS et al., 2015).

6.5. Producao e composicéao do leite

A incluséo de oleo funcional ou monensina sédica na dieta das vacas aumentou
a producéo de leite (P<0,05) em 1,22 kg/dia comparado a dieta controle (Tabela 7).
McGuffey et al. (2001) revisaram 11 estudos com vacas suplementadas com
monensina sodica e observaram aumento médio de 1,3 kg/dia na producao de leite,
guando comparadas as que ndo receberam monensina sodica. Outras revisdes
relataram aumento de producéo de leite de 1,5 kg/dia IPHARRAGUERRE; CLARK,
2003) e 0,7 kg/dia (DUFFIELD et al., 2008b). O aumento médio de producéo de leite
(1,22 kg/dia) observado no presente estudo com a adi¢do dos aditivos avaliados é
semelhante aos observados nestas revisoes.

A utilizacdo de aditivos moduladores da fermentacao ruminal altera a producéo
de leite por aumentar a concentragéo ruminal de propionato (ARIELI et al., 2001), que
tem relacdo direta com a gliconeogénese hepatica e com o aumento da sintese de
lactose na glandula mamaria (IPHARRAGUERRE; CLARK, 2003; ELLIS et al., 2012).
A lactose é um dos principais componentes osmaticos do leite, pois com 0 aumento
da secrecéo de lactose ocorre aumento da producao de leite(P<0,05; Tabela 7).

Phipps et al. (2000) em estudo com vacas da raga Holandés no tergco médio de
lactacdo, avaliaram a incluséo de doses crescentes de monensina sodica (0, 150, 300
e 450 mg/dia) e observaram aumento médio de 2,6 kg/dia na producao de leite para
as doses de 150 e 300 mg/dia e reducdo de 0,41% no teor de gordura do leite
independentemente da dose de monensina adicionada na dieta. Estes autores

associaram esta reducao do teor de gordura a menor proporgdo molar de acetato no
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rumen. No presente estudo a inclusdo de o6leo funcional ou monensina sédica
possivelmente ndo alterarou a sintese de gordura e consequentemente a producéo
de leite corrigida para 3,5% de gordura (P>0,05; Tabela 7), porém o tratamento
monensina sodica reduziu o teor de gordura no leite (P<0,05; 3,66 e 3,46% para CON
e MON, respectivamente).

A sintese e a secrec¢édo de gordura no leite ocorrem principalmente pela sintese
de novo de acidos graxos de cadeia curta, a partir do acetato e betahidroxibutirato, e
da incorporacdo direta, especialmente de acidos graxos de cadeia longa presentes na
circulacdo sanguinea (Harvatine et al., 2009). Revisando os fatores que afetam o teor
de gordura de vacas leiteiras, Maxin et al. (2011) observaram que de acordo com o
aumento do acetato e butirato, ocorre reducdo do propionato, glicose e do teor de
gordura no leite. No presente estudo, a reducédo do teor de gordura observado no
tratamento com monensina sédica pode ser atribuida ao aumento da producao de leite
e da proporcdo molar de propionato no rimen e a reducao da concentracdo ruminal
de acetato (Tabela 4). A concentracdao de gordura no leite das vacas que receberam
oleo funcional ndo diferiu (P>0,05) das vacas que receberam monensina sddica na
dieta.

Martins et al. (2015) estudaram a adi¢cdo de monensina sodica (30 mg/kg de MS)
e/ou 6leo funcional (0,5 g/kg de MS; Essential® Oligo Basics) na dieta de vacas no
terco médio da lactacdo e relataram interacdo entre os efeitos dos aditivos para a
producao de leite quando as vacas foram alimentadas com monensina sédica e 6leo
funcional. A inclusdo do 6leo funcional na auséncia de monensina sodica aumentou a
producéo de leite em 2,16 kg/dia e na presenca de monensina sddica, nao influenciou
a producéo (20,05 kg/dia), enquanto que a monensina sédica néo alterou a producéo
de leite, independentemente da inclusdo do 6leo funcional. O aumento da producéo
de leite observada por estes autores com a inclusdo de 6leo funcional também foi
observado no presente estudo. Além disso, Martins et al. (2015) relataram que a
monensina sédica reduziu o teor de gordura no leite, enquanto que o 6leo funcional
nao influenciou, da mesma forma que no presente estudo.

Em estudo realizado com vacas na fase inicial da lactacdo, com producao
média de 35 kg de leite/dia e alimentadas com silagem de alfafa foi avaliada a inclusao

de 10 mg/kg da MS de monensina sodica (Broderick, 2004). Este autor observou
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reducado do teor de gordura no leite (3,15 vs 2,86%) e reducdo da producéao de leite
corrigida para 3,5% de gordura (34,4 vs 32,2 kg/dia). Duffield et al. (2008b) relataram
gue a inclusdo de monensina sodica reduziu o teor de gordura no leite em 0,12% e o
teor de proteina, mas nao alterou a producdo de gordura. No presente estudo, a
inclusdo de 6leo funcional ndo alterou (P>0,05) o teor de proteina no leite das vacas,
mas aumentou (P<0,05) a producédo de proteina e producdo de leite. As vacas
alimentadas com monensina sodica tiveram reducéao (P<0,05) do teor de gordura do
leite, assim como relatado por estes autores.

A inclusdo de o¢leo funcional ou monensina sodica na dieta nédo influenciou
(P>0,05) a concentracao de nitrogénio ureico no leite (NUL). De acordo com Chizzotti
et al. (2007), o NUL pode ser utilizado como ferramenta para avaliar a adequacao da
nutricdo proteica de vacas leiteiras. Butler (1998) relataram que quando o NUL é
superior a 19 mg/dL pode reduzir a taxa de concepcdo em vacas leiteiras. Os
resultados encontrados para os diferentes tratamentos no presente estudo foram de
8,29 mg/dL, apesar da reducdo da concentracdo plasmatica de ureia (Tabela 6),
provavelmente porque a principal via de excrecdo de compostos nitrogenados seja a

urina (Tabela 8).

6.6. Balanco de nitrogénio

Poucos estudos tém relatado o efeito da monensina sédica sobre o balango de
nitrogénio em vacas leiteiras. Plaizier et al. (2000) e Ruiz et al. (2001) relataram que
vacas alimentadas com monensina sodica apresentaram menor excrecao fecal de N
guando comparadas as vacas alimentadas com dieta controle sem inclusédo de aditivo.
Entretanto, assim como Benchaar et al. (2006), no presente estudo ndo houve
diferenca da incluséo dos diferentes aditivos na dieta das vacas sobre balanco de N.
A excrecao fecal de nitrogénio pode ser obtida a partir do consumo de nitrogénio (ou
proteina bruta) e de sua digestibilidade aparente no trato total, os quais ndao foram
afetados pela incluséo dos aditivos na dieta das vacas (Tabela 3).

A secrecao de nitrogénio no leite aumentou (P<0,05) com a utilizacdo dos
aditivos em funcéo do aumento da producéo e da manutencao do teor de proteina no

leite (Tabela 7). No entanto, a eficiéncia bruta de utilizagdo do nitrogénio, obtida pela
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relacdo entre o N secretado no leite e 0 N consumo, néo foi influenciada pelas dietas
avaliadas (P>0,05).

6.7. Balanco de energia

Nao houve efeito dos aditivos avaliados sobre as variaveis relacionadas ao
balanco de energia (P>0,05; Tabela 9). O consumo de energia nao foi influenciado
pelas dietas, da mesma forma que o consumo de matéria seca (Tabela 3), uma vez
gue a dieta basal era semelhante entre os tratamentos (Tabela 1).

A energia liquida utilizada para a producao de leite também néo foi influenciada,
pois apesar do aumento da producéo de leite, os aditivos ndo afetaram a producao de
gordura e a producao de leite corrigida (Tabela 7). A energia liquida utilizada para
mantenca néo foi influenciada, pois esta foi obtida a partir do peso corporal das vacas,
0 qual estava balanceado. Consequentemente, nem o balango de energia, nem a
eficiéncia de utilizacdo da energia foram afetados pelos aditivos avaliados.

Gandra et al. (2012) avaliaram diferentes inclus6es de monensina sodica (0; 24
e 48 mg/kg da MS) na dieta de vacas no terco médio de lactacdo e observaram
reducdo linear do consumo de energia bruta, digestivel, metabolizavel e liquida de
lactacdo. Mesmo sem observar alteracdo do peso corporal, os autores relataram
ganho de eficiéncia, medida pela relacdo entre a energia liquida de lactacdo e o
consumo de energia digestivel. No presente estudo, ndo foi observado efeito dos

aditivos sobre a eficiéncia de utilizacdo da energia pelas vacas.

7. CONCLUSAO

A incluséo de 6leo funcional na dose de 500 mg/kg MS nas dietas aumentou
producao de leite sem alterar a producao de leite corrigida e aumentou a concentracao

de propionato ruminal, sem modificar o consumo e a digestibilidade.

8. IMPLICACOES

A utilizacdo de odleo funcional (Essential® Oligo Basics) na dieta de vacas

leiteiras, assim como a utilizacdo de monensina sodica, aumentou a producéo de leite
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sem influenciar o consumo de vacas leiteiras com producédo de 27 kg/dia. Embora os
resultados produtivos sejam similares com uso de monensina sédica e 6leo funcional,
este Ultimo apresenta uma vantagem adicional com relacdo ao apelo social de
biosseguranca alimentar quando incluido nas dietas de vacas leiteiras, pois ndo é

considerado um antibidético.

Apesar de ndo ter sido realizado o custo do Oleo diesel gasto pelo tratator
durante a picagem do pré-secado de azevém, € importante levar em consideracao o
custo adicional no sistema de producéo. Outro fator importante é o preco deste pré-

secado adiquido no Parana.

9. EXPERIENCIA NO EXTERIOR

A objetivo do estagio na Ohio State University (OSU) foi de aprender novas
técnicas de biologia molecular aplicadas aos estudos de nutricdo de bovinos para
quantificar a sintese de proteina microbiana e consequentimente aplicar no
Laboratério de Pesquisa em Bovinos de Leite, porém por questdes financeiras o Prof.
Dr. Zhangtang Yu da OSU teve que mudar sua linha de pesquisa, a qual trabalhei em
um estudo in vitro com bactérias ruminais envolvidas na deaminacéo de aminoacidos
de origem da proteina dietética e produtoras de ambnia no rimen denominadas
“hyper ammonia producing bacteria”. Foram realizadas diversas tentativas para
encontrar uma resposta que permitisse uma explicacao bioldgica positiva ou negativa,
mas o tempo de permanencia néo foi suficiente para alcancar este objetivo. Mesmo
com contratempo esta viagem foi um divisor de aguas na minha vida pessoal e

académica, acredito que o estudante de pds graduacdo deve fazer intercambio.
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1. Descrigao do Produto, Indicagido, Modo de Uso e Composicao Basica
Produto: Essential
Indicacdo: Aditivo Aromatizante destinado a fabricantes de produtos para alimentac3o animal.

Modo de Uso: Recomenda-se fazer uma mistura homogénea do produto com a ra¢do, obedecendo a seguinte proporcado de 1,5 kg por
tonelada de racdo. Para bovinos utilizar 0,5 gramas por quilo de matéria seca ingerida.

Composi¢do Basica: LCC, Oleo de mamona, Vermiculita.

2. Apresentacao do Produto, Validade e Condigées para Armazenamento

Produto embalado em saco de pape! Kraft multifoliado com uma Idmina intema de polietileno, com peso liquido de 15 kg.
Validade: 1 ano apés data de fabricacdo.

Condicdes para armazenamento: Manter em lugar fresco, seco e protegido da luz solar. Para maior seguranca manusear o produto
com luvas de borracha. Evitar o contato do produto com o rosto e a pele.

3. Referéncias

Especificacdes internas (rotulagem e registro do produto).

Registro no MAPA: PR 08444-03001.

Diretiva 2002/32 CE do Parlamento Europeu e do Conselho

4. Niveis de Garantia

PARAMETRO ESPECIFICAGOES
Cardol Min. 40 g/kg
Cardanol Min. 200 g/kg
Acido Ricinoleico Min. 90 g/kg
5. Plano de Amostragem
PARAMETRO ESPECIFICACOES PARAMETRO ESPECIFICACOES
Arsénio Max. 2 ma/kg Dioxina Max. 1 ng/kg
Cadmio Max._1 mg/kg Cardol Min. 40g/kg
Mercurio Max. 0.1 ma/kg Cardanol Min. 200 g/kg
Chumbo Max. 10 mg/kg Ac. Ricinoleico Min. 90 a/kg
6. Historico das Revisdes
REVISAO | DATA RESPONSAVEL ALTERAGCAO
00 29/08/2007 | Lucio A. L. de Oliveira Elaboragdo inicial
01 18/03/2009 | Lucio A. L. de Oliveira Indicacdo e modo de uso
02 15/12/2010 | Lucio A. L. de Oliveira Item 04 parametros.
03 20/06/2011 | Elizandra M. Hamerski ltens 1, 2, 4 e formatagao.
04 03/12/2012 | Gabriela Tavares Alteracdo na formatagdo no item 1 — Modo de Uso.
05 27/11/2013 | Gabriela Tavares Inclusdo das substancias indesejaveis no item 4.
06 13/03/2014 | Gabriela Tavares Separacdo das tabelas dos pardmetros niveis de garantia e plano de
amostragem
07 24/07/2014 | Gabriela Tavares Alteracdo da codificagdo ETPA-03 para QUA-ETPA.03.
08 31/03/2015 | Gabriela Tavares Inclus3o dos Niveis de Garantia no Plano de Amostragem e exclusao
dos parametros de pesticidas.




