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RESUMO

Uso de 6leos essenciais e doses de suplemento proteico energético, para
bovinos mantidos em pastagens: consumo, digestibilidade aparente dos
nutrientes, parametros ruminais e crescimento microbiano

A inclusdo de Oleos essenciais em suplementos concentrados de bovinos de
corte recriados e terminados em pastejo pode melhorar a eficiéncia da fermentacao
ruminal, devido as suas propriedades antimicrobianas e terapéuticas. Dois
experimentos foram conduzidos para investigar a inclusdo de uma mistura de 6leos
essenciais (MOE; Crina ®) composta por Timol, Eugenol, Vanilina e Limoneno sobre
o consumo de forragem e total, digestibilidade aparente dos nutrientes, parametros
ruminais e o crescimento microbiano. Para a realizacdo do do Experimento 1, 12
bovinos machos nédo castrados, da raga Nelore com 436 + 34,14 kg de peso corporal
inicial médio (PCI) foram distribuidos em trés Quadrados Latinos 4 X 4. Foram
avaliadas doses da MOE e os tratamentos consistuidos por: Controle (0 mg), 100
mg, 200 mg e 400 mg de MOE para cada 100 kg peso corporal (PC). Todos os
animais receberam suplemento proteico-energético na dose de 0,3% do PC (matéria
natural) com os respectivos tratamentos. Os animais foram alocados em um piquete
de 2,2 ha de Brachiaria brizantha cv. Xaraés, sob lotacdo continua. No Experimento
2, foram utilizados oito bovinos, machos néo castrados da raca Nelore com 481,8 +
28,2 kg de PCI, dispostos em 2 Quadrados Latinos 4 X 4. Foram avaliados 2
aditivos, monensina sédica (Rumensin®) e MOE+AM (Crina® combinado com a-
amilase) para bovinos na fase de terminacdo em pasto com dois niveis de
suplementacao (1% x 1,5% do PC). Os tratamentos testados foram: T1) monensina
+ 1% do PC; T2) monensina + 1,5% do PC; T3) MOE+AM + 1,0% do PC; T4)
MOE+AM + 1,5% do PC de suplemento proteico-energético. Os animais foram
alocados em um piquete de 2.2 ha de Brachiaria brizantha cv. Xaraés, sob lotac&o
continua. As analises estatisticas foram conduzidas com a utilizacdo do programa
estatistico SAS. No Experimento 1 a inclusdo de doses da MOE na dieta néo afetou
(P>0,10) o consumo e a digestibilidade aparente dos nutrientes, a concentracao de
AGCC totais, as proporcdes molares de acetato, propionato, butirato, isobutirato,
isovalerato, a relacdo acetato:propionato e a concentracdo de N-NH3 no fluido
ruminal. Houve efeito linear positivo de doses crescentes da MOE na dieta sobre o
pH ruminal e efeito quadratico na proporcdo molar de valerato. A inclusdo de doses
de MOE na dieta também néo afetou (P>0,10) o N ingerido, N excretado (fezes), N
absorvido e a sintese microbiana em bovinos mantidos em pastagens tropicais
suplementados com suplemento proteico-energético na dose de 0,3% do PC. No
Experimento 2, houve interacdo entre aditivo e nivel de suplemento para todas as
variaveis de consumo (kg e %PC) avaliadas (P<0,10). A suplementacdo com 1,5%
do PC aumentou o CMSt, o CMO, CMSD e o CMOD dos animais suplementados
com monensina, mas nao nos animais suplementados com MOE+AM. Na presenca
de MOE+AM o nivel alto de suplementacgéo (1,5% do PC) causou reducdo no CMS
de forragem e consequentemente no consumo de FDN. As digestibilidades da MS e
da PB foram maiores nas dietas com nivel de suplementacédo de 1,5% do PC que
nas de 1% do PC (P<0,10) independente do aditivo fornecido. As digestibilidades da
MS, MO, FDN e PB foram maiores nas dietas contendo monensina em comparagao
com MOE+AM, independentemente do nivel de suplemento fornecido. A
suplementacdo com MOE+AM resultou em menor pH ruminal, maior concentracao



molar de AGCC e maior propor¢cdo molar de C2 que a monensina (P<0,10). A
suplementa¢do com 1,5% do PC reduziu o pH ruminal, a propor¢cao molar de C2, e
aumentou a concentracdo ruminal de N-NH3, a concentracdo molar de AGCC e a
proporcdo molar de valerato (P<0,10). Houve interacdo (P<0,10) entre nivel de
suplemento e aditivo para a proporcdo molar de C3, de isobutirico, de isovalérico e
para a relagdo C2:C3. Tanto a monensina quanto o nivel alto (1,5% PC) de
suplementacdo aumentaram a proporcdo molar de C3, entretanto, ndo houve
diferenca entre os tratamentos monensina + 1,0% PC e MOE+AM + 1,5% PC. A
relacdo C2:C3 foi reduzida tanto pela monensina quanto pelo nivel de
suplementacdo de 1,5% PC, entretanto, o efeito da monensina s6 ocorreu em
combinacdo com suplementacdo a 1,0% PC. A suplementacdo com MOE+AM
aumentou (P<0,10) a eficiéncia e a producdo de proteina microbiana em
comparacao com a monensina, enquanto o nivel de suplementacéo nao teve efeito
(P>0,10) sobre esses parametros.

Palavras-chave: Forragem tropical; Suplementacdo a pasto; Promotores de
crescimento; Metabolismo



ABSTRACT

Use of essential oils and dose of protein energy supplement for grazing cattle:
intake, apparent digestibility of nutrients, ruminal parameters and microbial
growth

The inclusion of essential oils in supplements for growing and finishing grazing
cattle can improve the efficiency of ruminal fermentation due to its antimicrobial and
therapeutic properties. Two experiments were conducted to investigate the effects of
of the inclusion of a mixture of essential oils (EOM; Crina®) composed of Timol,
Eugenol, Vanillin and Limonene in supplements for grazing beef cattle on forage
intake, total dry matter intake, apparent digestibility of nutrients, ruminal parameters
and microbial growth. In Experiment 1, twelve Nellore bulls with IBW of 436 + 34.14
kg were alloted to three 4 X 4 Latin Squares. Four doses of EOM were evaluated:
Controll (0 mg), 100 mg, 200 mg e 400 mg for every 100 kg of body weight (BW). All
the animals were fed an energy-protein supplement at 0.3% BW (AF). The animals
grazed a 2.2 ha paddock of Brachiaria brizantha cv. Xaraés, under continuous
stocking. In Experiment 2, eight Nellore bulls with IBW of 481.8 + 28.2 kg, were
allotted to two 4 x 4 Latin Squares. Two feed additives, monensin (MON;
Rumensin®) and a mixture of essential oil (EOM+AM; Crina® combined with
exogenous a-amylase), were compared for grazing cattle fed an energy-protein
supplement at 1.0 or 1.5% of BW (AF). Treatments were: MON+1%, M+1.5%,
EOM+1.0% and EOM+1.5%. The animals grazed a 2.2 ha paddock of Brachiaria
brizantha cv. Xaraés, under continuous stocking. Statistical analyzes were performed
using the SAS statistical program. In Experiment 1, doses of EOM had no effect
(P>0.10) on DMI, apparent digestiibility of nutrientes, ruminal concentration of SCFA,
molar concentrations of acetate, propionate, butirate, isobutirate, isovalerate, the
C2:C3 ratio and on the rumen concentration of N-NH3. There was a positive linear
effect (P<0.10) of doses of EOM on rumen pH and a quadratic effect (P<0.10) on
proportion of valerate. The EOM had no effect (P<0.10) on N ingested, N excreted, N
absorbed and on microbial synthesis and efficiency. In Experiment 2, there was
interaction between feed additive and supplement level for all consumption variables
(kg and% BW) evaluated (P <0.10). Supplementation with 1.5% of BW increased
DMI, OMI, DDMI and DOMI of animals supplemented with monensin, but not in
animals supplemented with EOM+AM. In the presence of EOM+AM, the high level of
supplementation (1.5% of CP) caused a reduction in forage DMI and consequently in
the consumption of NDF. The digestibilities of DM and CP were greater for cattle
supplemented at 1.5% of BW than at 1.0% of BW (P<0.10) regardless of the feed
additive. The digestibilities of DM, OM, NDF and CP were greater in diets containing
monensin compared to EOM+AM, regardless of the supplement level provided. The
supplementation with EOM+AM resulted in lower ruminal pH, greater molar
concentration of total VFA and greater molar proportion of C2 than monensin
(P<0.10). Feeding supplement at 1.5% of BW decreased rumen pH, molar proportion
of C2, and increased the concentration of rumen N-NH3, total VFA and the molar
proportion of valerate (P<0.10). There was interaction (P<0.10) between feed
additive and level of supplement for molar proportion of C3, isobutyrate, isovalerate
and for the C2:C3 ratio. Both monensin and the high level of supplement (1.50% of
BW) increased ruminal proportion of C3, however, there was no difference between
the treatments monensin + 1.0% of BW and EOM+AM + 1.5% of BW. The ratio
C2:C3 was decreased by both monensin and supplement fed at 1.50% of BW,



however, the monensin effect occurred only when combined with supplement fed at
1.0% of BW. The EOM+AM increased (P<0.10) the efficiency and production of
microbial protein compared with monensin, while the level of supplement had no
effect (P>0.10) on those parameters.

Keywords: Tropical forrages; Suplementation; Performance enhancer; Metabolism
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1. INTRODUGCAO GERAL

No intuito de aumentar a produtividade dos animais, abater animais jovens,
com maior peso de carcaca, acabamento de gordura desejavel e ao mesmo tempo,
mitigar a producdo de gases do efeito estufa oriundos da fermentacdo ruminal,
praticas como manejo adequado das pastagens, suplementacdo com concentrado e
uso de aditivos vém sendo aplicadas de forma crescente por produtores nacionais.
Para melhorar a eficiéncia e o desempenho animal em sistemas de pastejo, 0s
produtores tém adotado cada vez mais a recria intensiva e terminacdo a pasto com
alimentos concentrados, em niveis que variam normalmente de 0,3% a 2,0% do PC
(base seca) (PAULINO et al., 2006, BOMFIM et al.,, 2001; REIS et al., 2011,
SIQUEIRA et al., 2013; RESENDE et al., 2014; PEREIRA et al., 2017).

Devido as novas pressdes regulatdrias, o uso de antibidticos, seja como
melhoradores de desempenho, seja como anticoccidianos, apresentam cada dia
mais restricdes. No caso dos ruminantes, o uso de ionoforos como promotores de
crescimento foi banido pela Unido Europeia. Dessa forma, o uso de alternativas que
modulem a fermentacdo no rimen e a saude intestinal vém sendo estudadas. A
primeira geracdo de substitutos foram as leveduras e probibticos bacterianos. Uma
segunda geracao sdo os 0leos essenciais (OE), que podem ser usados isolados ou
em sinergia, conferindo-lhes diferentes modos de acdo, dificultando um possivel
aparecimento de resisténcia bacteriana (ACAMOVIC & BROOKER, 2005).

Os primeiros dados com OE como moduladores da fermentac¢ao ruminal foram
descritos na década de 50 (CRANE et al., 1957) quando foram demonstrados os
efeitos dos OE sobre a fermentacdo ruminal, verificando que alguns desses 6leos
eram capazes de reduzir a formacdo de metano. Em diversos estudos ‘in vitro”
(MCINTOSH et al., 2003; CASTILLEJOS et al., 2006) foi reportado o efeito positivo
da MOE (CRINA® Ruminants, DSM Nutritional Products Ltd., Suica) na reducdo da
degradacéo ruminal da proteina, especialmente na deaminagcdo de aminoéacidos. O
mesmo também tem sido observado em estudos ‘in vivo” (MOLERO et al., 2004;
NEWBOLD et al. 2004; YANG et al., 2010; GERACI et al., 2012; MESCHIATTI et al.,
2016) os quais demonstraram a reducdo na concentracdo ruminal de N-NHs com
suplementacdo de MOE (CRINA® Ruminants, DSM Nutritional Products Ltd., Suica)

em combinagao com amilase em comparagdo com monensina.
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De acordo com Beauchemin & Mcginn et al. (2006), a inclusdo de MOE em
dietas para gado de corte confinado nédo teve efeito no consumo de MS em
comparacao com controle sem aditivo. Newbold et al. (2004) reportaram reducao na
deaminacdo de aminoacidos em ovinos que foram confinados. Mcintosh et al.
(2003) observaram inibicdo das bactérias hiper produtoras de amobnia, enquanto
Coneglian et al. (2009) relataram aumento do pH ruminal em dieta com teor alto de
graos

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi utilizar duas estratégias a fim de
investigar a inclusdo da MOE (Crina®) em dietas para bovinos de corte. No
Exerimento 1 foram avaliadas doses da MOE no suplemento proteico-energético
para bovinos mantidos em pastagem tropical durante a recria, enquanto no
Experimento 2 foi avaliada a interacao entre fonte de aditivo (monensina x MOE) e
nivel de suplementacdo proteico-energética (1,0 x 1,5% do PC) para bovinos
mantidos em pastagens durante a terminagdo. Em ambos, foi realizada a avaliacao
de consumo, digestibilidade aparente dos nutrientes, parametros ruminais, eficiéncia

microbiana e crescimento microbiano.
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2 DOSES DE MISTURA DE OLEOS ESSENCIAIS NO SUPLEMENTO
PROTEICO-ENERGETICO (0,3% DO PC) PARA BOVINOS MANTIDOS EM
PASTEJO DE CAPIM TROPICAL

Resumo

O objetivo deste estudo foi investigar a inclusdo de uma mistura de Oleos
essenciais (MOE; Crina ®) composta por Timol, Eugenol, Vanilina e Limoneno sobre
o consumo de forragem e total, digestibilidade aparente dos nutrientes, parametros
ruminais e o crescimento microbiano. Foram utilizados 12 bovinos machos né&o
castrados, da raca Nelore com 436 = 34,14 kg de peso corporal inicial médio (PCI)
distribuidos em trés Quadrados Latinos 4 X 4. Foram avaliadas doses da MOE
constituindo os seguintes tratamentos: Controle (0 mg), 100 mg, 200 mg e 400 mg
de MOE para cada 100 kg peso corporal (PC). Todos os animais receberam
suplemento proteico-energético na dose de 0,3% do PC (matéria natural) com os
respectivos tratamentos. Os animais foram alocados em um piquete de 2,2 ha de
Brachiaria brizantha cv. Xaraés, sob lotacao continua. As andlises estatisticas foram
conduzidas com a utilizagdo do programa estatistico SAS. A inclusdo de doses da
MOE na dieta ndo afetou (P>0,10) o consumo e a digestibilidade aparente dos
nutrientes, a concentracdo de AGCC totais, as propor¢cdes molares de acetato,
propionato, butirato, isobutirato, isovalerato, a relacdo acetato:propionato e a
concentracdo de N-NH3 no fluido ruminal. Houve efeito linear positivo (P<0,10) de
doses crescentes da MOE na dieta sobre o pH ruminal e efeito quadratico (P<0,10)
na proporgdo molar de valerato. A inclusdo de doses crescentes da MOE na dieta
também nao afetou (P>0,10) o N ingerido, N excretado (fezes), N absorvido e a
sintese microbiana em bovinos mantidos em pastagens tropicais suplementados
com suplemento proteico-energético na dose de 0,3% do PC. Em conclusdo, a
adicdo de MOE para animais em pastagens tropicais de boa qualidade, recebendo
0,3% PC de suplemento proteico-energético ndo melhorou a eficiéncia fermentativa
no rimen, a digestdo de nutrientes no trato digestivo total e o metabolismo de N.

Palavras-chave: Bovinos de corte; Aditivos; Forragem tropical; Fermentacao ruminal,
Metabolismo de nutrientes; Eficiéncia microbiana

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effects of the inclusion of a mixture
of essential oils (MOE; Crina®) composed of Timol, Eugenol, Vanillin and Limonene
in supplements for grazing beef cattle on forage intake, total dry matter intake,
apparent digestibility of nutrients, ruminal parameters and microbial growth. Twelve
Nellore bulls with IBW of 436 + 34.14 kg were alloted to three 4 x 4 Latin Squares.
Four doses of MOE were evaluated: Controll (0 mg), 100 mg, 200 mg e 400 mg of
MOE for every 100 kg of body weight (BW). All the animals were fed an energy-
protein supplement at 0.3% BW (AF). The animals grazed a 2.2 ha paddock of
Brachiaria brizantha cv. Xaraés, under continuous stocking. Statistical analyzes were
performed using the SAS statistical program. The doses of MOE had no effect
(P>0.10) on DMI, apparent digestiibility of nutrientes, ruminal concentration of SCFA,
molar concentrations of acetate, propionate, butirate, isobutirate, isovalerate, the
C2:C3 ratio and on the rumen concentration of N-NH3. There was a positive linear
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effect (P<0.10) of doses of MOE on rumen pH and a quadratic effect (P<0.10) on
proportion of valerate. The MOE had no effect (P<0.10) on N ingested, N excreted, N
absorbed and on microbial synthesis and efficiency. In conclusion, the addition of
MOE to animals in tropical pastures of good quality, fed 0,3% BW of protein-energy
supplement did not improve the efficiency of rumen fermentation, the total tract
digestibility of nutrients and the metabolism of N.

Keywords: Beef cattle; Additives; Tropical forage; Ruminal fermentation; Nutrient
metabolism; Microbial efficiency.

2.1 INTRODUCAO

O fornecimento de aditivos promotores de crescimento para bovinos em
pastagem é ferramenta eficaz para melhorar o desempenho desses animais, seja
em virtude de maior aporte de energia e de proteina, seja pela reducdo em
distirbios metabdlicos ou efeitos positivos no sistema imune do animal (NICODEMO,
2001; PAGE 2003; SANTOS et al. 2014).

Contudo, alguns paises, principalmente os da Unido Europeia, baniram o uso
de antibioticos, como promotores de crescimento desde 2006 (artigo n° 11 do
regulamento 1831/2003) com base na premissa da precaucdo quanto a possivel
transferéncia de resisténcia antimicrobiana dos animais para 0s seres humanos,
impactando diretamente na salde publica. Desta forma, o uso de alternativas que
modulem a fermentacdo no rimen e a saude intestinal vém sendo estudadas,
incluindo o uso de leveduras, acidos organicos, extratos de plantas, probidticos,
entre outros (CALSAMIGLIA et al., 2006).

Dentre as diversas alternativas, os 0Oleos essenciais (OE) sdo compostos
secundéarios de plantas, extraidos mediante destilacdo ou por solventes, com
propriedades aromaticas, antissépticas e conservantes. Possuem acao antioxidante,
anti-inflamatéria e antimicrobiana que lhes confere potencial como aditivo para uso
em dietas de ruminantes (CALSAMIGLIA et al., 2006; BENCHAAR et al., 2007).
Esses compostos possuem principios ativos que podem ser utilizados, isolados ou
em sinergia, conferindo-lhes diferentes modos de acdo, dificultando um possivel
aparecimento de resisténcia bacteriana (ACAMOVIC & BROOKER, 2005).
Simultaneamente, grande parte deles possuem status GRAS (generally recognized
as safe) (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION - FDA, 2004) para consumo

humano, o que favorece a aceitacdo dos consumidores. A inclusdo de MOE em
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dietas para gado de corte confinado nédo teve efeito no consumo de MS em
comparagcdo com controle sem aditivo (BEAUCHEMIN & MCGINN et al. 2006),
reduziu a deaminacdo de aminoacidos em ovinos confinados (NEWBOLD et
al.,2004), causou inibicdo das bactérias hiper produtoras de amoénia (MCINTOSH et
al., 2003) e aumentou o pH ruminal em dieta com teor alto de grdos (CONEGLIAN et
al., 2009), Porém dados sobre OE para bovinos em pastagens sdo escassos na
literatura.

A hipotese deste trabalho é que existe uma dose 6tima da MOE (Crina ®) para
bovinos em pastejo suplementados diariamente com 0,3% PC de suplemento
proteico-energético, a qual otimizaria a fermentagdo ruminal, a digestibilidade dos
nutrientes e o metabolismo de N, sem deprimir 0 consumo de forragens. Desta
forma, objetivou-se avaliar o efeito de doses de uma MOE (Crina ®) no suplemento
proteico-energético para bovinos mantidos em pastagem tropical durante a
terminacéo, sobre o consumo, digestibilidade aparente dos nutrientes, os parametros

ruminais, e a eficiéncia e crescimento microbiano.

2.2 MATERIAL E METODOS

O projeto obteve parecer favoravel da comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade de S&o Paulo Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, protocolo 201751097119 ESALQ/USP.

O experimento foi conduzido nas instalagdes do Centro de Pesquisa da DSM
na fazenda Cacgadinha, localizada no municipio de Rio Brilhante/MS, durante 80
dias, no periodo de marco a junho de 2015. A area experimental era constituida por
um piquete de 2,2 ha, formado com Brachiaria brizantha cv. Xaraés, manejada sob
lotacdo continua.

Foram utilizados 12 machos,com 19 meses de idade, ndo castrados, da raca
Nelore com peso corporal inicial médio de 436 = 34,14 kg, com canulas no ramen.
Os animais foram submetidos aos protocolos sanitarios de rotina do Centro de
Pesquisa da DSM como vacinagdes e controle de ectoparasitas e endoparasitas. Os
animais foram previamente suplementados nos periodos de seca e aguas que
antecederam este estudo.

Os tratamentos consistiram de doses de uma (MOE): Controle (0 mg), 100
mg, 200 mg e 400 mg para cada 100 kg peso corporal (PC), adicionada ao
suplemento comercial (Fosbovi® Proteico-Energético 25) com 67,5% de NDT, 25%
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de PB, sendo 67,5% da PB representada por nitrogénio nao proteico (NNP). A MOE
continha Timol, Eugenol, Vanilina e Limoneno (CRINA® Ruminants, DSM Nutritional
Products Ltd). O suplemento foi previamente pesado e administrado diretamente no
ramen do animal, via fistula ruminal, na dose de 0,3% PC (matéria natural),
diariamente as 10:00 horas da manh4, a fim de garantir o consumo total da dose de
aditivo de cada tratamento. O experimento teve quatro periodos de 20 dias,
totalizando 80 dias. Cada periodo foi constituido de 12 dias de adaptacéo e oito dias
de coletas. Os animais foram pesados no inicio de cada periodo para ajuste da
quantidade diaria de suplemento.

A &rea de pastagem recebeu uma Unica aplicacdo de 60 kg N ha™ (via ureia)
em 12 de marco de 2015. As alturas do dossel pastejado foram tomadas em 20
pontos distintos ao longo da maior diagonal do piquete, com o uso de transparéncia
e régua graduada em centimetros no 1° dia de cada periodo (FAGUNDES, 1999).

A massa de forragem foi estimada no 1° dia de cada periodo pelo método
destrutivo, através do corte da planta a 3 cm do nivel do solo, em 4 pontos do
piquete, com utilizacdo de moldura de 0,25 m x 0,25 m. As quatro amostras foram
tomadas em pontos onde a altura de cada uma correspondia & altura média do
dossel. As quatro amostras colhidas foram compostas, pesadas in natura e duas sub
amostras de aproximadamente 300 g foram retiradas, uma para a determinacao da
matéria seca (MS) total e a outra para a determinacdo da composicdo morfoldgica,
sendo estas Ultimas separadas em lamina foliar, colmo (inclui bainha) e material
senescente. As amostras foram secas em estufa a 55°C por 72 horas.

Para fins de analises bromatoldgicas, amostras do suplemento coletadas
durante cada batida e compostas em uma Unica amostra e amostras do pastejo
simulado, coletadas nos dias 1°, 7° e 14° de cada periodo também compostas em
uma Unica amostra por periodo, foram secas em estufa a 55°C por 72 horas, moidas
com peneira de malha de 1 mm (moinho tipo Willey) e analisadas para Matéria seca
(MS) , matéria mineral (MM), extrato etéreo (EE) segundo a AOAC (1990). O teor de
proteina bruta (PB) foi obtido mediante combustdo das amostras segundo o método
Dumas, utilizando-se um auto-analizador de nitrogénio (LECO) (WILES et al., 1998).
A fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e lignina foram
determinadas segundo Van soest (1991), utilizando amilase termoestavel (somente
para as amostras do suplemento) e sulfito de sédio. O N-FDN e o N-FDA foram

determinados por método macro Kjeldahl (AOAC, 1990) apos digestdo das amostras
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em solugdo detergente neutra e acida (VAN SOEST et al., 1991). As amostras de
forragens foram analisadas para nitrogénio soluvel (KRISHNAMOORTHY et al.,
1982) e para nitrogénio nao proteico (NNP) (LICITRA et al., 1996) para o
fracionamento de proteinas de acordo com o CNCPS (SNIFFEN et al., 1992).

Nas Tabelas 1 e 2 sdo apresentados os dados descritivos da pastagem
utilizada. Com base nos dados das Tabelas 1 e 2 fica demonstrado que 0s animais
foram mantidos em pastagem de graminea tropical bem manejada, com oferta de
forragem e com composi¢cdo morfoldgica favoraveis a colheita eficiente da forragem
e com teores altos de PB, médios de FDN e baixos de lignina, que favorecem o
processo de digestdo de FDN no ramen.

Todos os fatores mencionados acima criam condi¢cdes favoraveis ao consumo
elevado de forragem pelos animais em pastejo (da SILVA et al., 2006; SANTOS et
al., 2014; NRBC, 2016). A oferta de forragem adequada foi mantida ao longo de todo
o periodo experimental. A principal alteracdo qualitativa observada foi a reducdo das
fracOes proteicas solluveis A e B1 e aumento das fracbes néo sollveis e de média e
lenta degradacao ruminal B2 e B3 em funcéo do tempo.

A ingestdo de forragem foi calculada a partir da excrecao fecal total e da
digestibilidade dos alimentos. Durante os 17 primeiros dias de cada periodo, 6xido
de cromo previamente pesado em capsulas de papel (59 cada capsula) foi inserido
no ramen dos animais logo ap6s o fornecimento do suplemento pela manha
(10h00min) e novamente a tarde (17h00min ). As amostras fecais foram coletadas
entre 0 13° e 0 17° dia de cada periodo, duas vezes por dia (10h00min e 17h00min)
diretamente do reto dos animais (150 g por coleta) e congeladas a -20°C.
Posteriormente, as amostras foram descongeladas, compostas por animal e periodo,
secas em estufa a 55°C por 72 horas, e moidas com peneira de malha de 1 mm
(moinho tipo Willey).

As amostras de fezes foram analisadas para matéria seca (MS) segundo a
AOAC (1990). O teor de proteina bruta (PB) foi obtido mediante combustdo das
amostras segundo o método Dumas, utilizando-se um auto-analizador de nitrogénio
(LECO) (WILES et al., 1998). A fibra em detergente neutro (FDN) foi determinada
segundo Van Soest et al. (1991), em equipamento analisador de fibra Ankom200®

utilizando amilase termoestavel e sulfito de sédio.
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As digestibilidades aparentes da MS, MO, PB e FDN das dietas foram
estimadas utilizando os valores individuais de consumo, excrecao fecal total e da
concentracdo dos nutrientes nos alimentos e fezes.

As analises de cromo foram realizadas no laboratorio multiusuario em
producdo vegetal do Departamento de Producdo Vegetal da ESALQ/USP. As
amostras foram irradiadas usando o espectrometro de fluorescéncia de raios X por
disperséo de energia (modelo EDX-720 Shimadzu) de acordo com Wastowski et al.
(2010).

A excrecdo fecal total com o marcador externo foi calculada dividindo a
guantidade do marcador administrado pela concentragdo do marcador nas fezes.
Para a determinacdo de consumo de forragem foi utilizado o marcador interno FDNIi.
A contribuicdo fecal proveniente do concentrado foi determinada como sendo a
guantidade de concentrado oferecida no periodo da avaliagcdo, multiplicada por sua
indigestibilidade. Do valor obtido da excregdo fecal total foi descontada a
contribuicdo do concentrado e o valor obtido foi dividido pelo residuo indigestivel das
fezes (FDNi). O FDNi foi determinado de acordo com Krizsan & Huhtanen (2013).

No 18° dia foram realizadas as coletas de urina, obtendo-se amostras “spot”
durante miccdo espontdnea dos animais, aproximadamente quatro horas apds o
fornecimento dos suplementos, para determinacao dos derivados de purina e calculo
da sintese microbiana. As sub-amostras de urina (10 mL) foram acidificadas (pH
<3,0) utilizando 40 mL de H,SO,4 0,072N e armazenadas a -20°C conforme descrito
por Broderick e Reynal (2009).

No 19° dia foram realizadas as coletas de liquido ruminal imediatamente
antes da suplementacédo e 2, 4, 6 e 8 horas apdés o fornecimento do suplemento
(10h00mMin, 12h00min, 14h00min, 16h00min e 18h00min, respectivamente). As
amostras foram tomadas diretamente pela fistula ruminal, através de sonda
ligeiramente flexivel (DANES et al., 2013). A coleta foi composta por trés pontos
(reticulo, saco ventral cranial e saco ventral caudal) de acordo com Gongalves
(2003) e o material coletado foi filtrado em uma camada tripla de gaze. O pH ruminal
foi medido imediatamente apds a coleta e foram tomadas duas aliquotas de 50 mL.
Na primeira aliquota foi adicionado 1 mL de acido sulfurico (1:1), acondicionada em
frasco de plastico com tampa de polietileno, identificada e congelada a -20°C para
analises posteriores de N-NH3 (nitrogénio amoniacal). A segunda aliquota de 50 ml

foi acondicionada em frasco de plastico com tampa de polietileno, identificada e
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congelada a -20°C para andlises posteriores de AGCC. Ao término do periodo
experimental as amostras de fluido ruminal foram descongeladas a temperatura
ambiente, centrifugadas (15.000 g, 4°C, 30 min) e analisados para AGCC utilizando
cromatografia gasosa (PALMQUIST, CONRAD, 1971) e N-NH3 por colorimetria, pelo
método de reacdo hipoclorito-fenol, segundo método proposto por Chaney e
Marbach (1962).

As andlises de purina foram realizadas pelo laboratério de Bioquimica e
Fisiologia Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sado Paulo (FMVZ/USP). As analises das concentracdes dos parametros
Creatinina e Acido Urico foram realizadas por meio de kits comerciais (Bioclin® e
CELM®) que utilizam método enzimatico colorimétrico de ponto final e cinético,
sendo a leitura realizada em analisador automatico de bioquimica (Sistema de
Bioquimica Automatico SBA-200 - CELM®). A analise das concentracdes do
parametro Alantoina foram realizadas por meio de metodologia descrita por Young
and Conway (1942), citada por Chen e Gomes (1992).

Para calculos de sintese microbiana, a concentracao de creatinina foi utilizada
para estimar o volume total de urina. Apos o célculo de volume urinario e tendo as
concentragbes de alantoina e &cido urico, foi calculada a excrecdo diaria de
derivados de purina de acordo com Chen e Gomes (1992).

O delineamento experimental utilizado foi o quadrado latino triplo 4 x 4, com 3
animais por tratamento por periodo. Todas as variaveis foram analisadas pelo PROC
MIXED do pacote estatistico STATISCAL ANALYSIS SYSTEM — SAS (2003),
adotando-se as caracteristicas do modelo especifico para cada variavel. As médias
foram calculadas pelo LSMEANS e o efeito do tratamento foi avaliado pelos
contrastes polinomiais ortogonais (avaliacdo dos efeitos lineares, quadraticos e
cubicos) considerando nivel de significancia a 10%. Obrigatoriamente, todos o0s
conjuntos de dados foram testados antes da analise geral final com a intencéo de
assegurar que todas as premissas testadas da andlise de variancia (aditividades do
modelo, independéncia dos erros, normalidade dos dados e homocedasticidade)

estivessem sendo respeitadas.

2.3 RESULTADOS
A suplementacdo com MOE néo teve efeito (P>0,10) sobre o consumo e a
digestibilidade aparente da MS, MO, FDN e PB da dieta (Tabela 3).
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Na Tabela 4 sao apresentados os dados de fermentacdo ruminal. A
suplementacdo com MOE néo teve efeito (P>0,10) sobre a concentracdo de AGCC
totais, sobre as propor¢cdes molares de acetato, propionato, butirato, isobutirato,
isovalerato, relacdo C2:C3 e sobre a concentracdo de N-NH3; no rimen. Houve efeito
guadratico (P<0,10) na propor¢do molar de valerato ruminal.

Os picos maximos de N-NHj3; nas 4 doses ocorreram duas horas ap0s o
fornecimento do suplemento proteico-energético, com quedas continuas até 6 a 8
horas apds a suplementacao (Figura 2). Os valores minimos observados foram entre
3 e 4 mg/dL no tempo O com os valores maximos ao redor de 23 mg/dL duas horas
apos o fornecimento do suplemento.

O pH ruminal aumentou de forma linear (P<0,10) com as doses de MOE entre
0 e 400 mg/100 kg PC. Os valores médios de pH ruminal variaram de 6,6 no
tratamento controle a 6,72 no tratamento 400 mg/100 kg PC (Tabela 4). Os maiores
valores de pH ruminal nos 4 tratamentos ocorreram duas horas apos o fornecimento
do suplemento proteico-energético, com quedas continuas até 6 a 8 horas apos a
suplementacao (Figura 1), acompanhando o padrdo de concentracdo de N-NHs.
Apesar da variacdo de até 0,6 unidades de pH, o valor minimo observado esteve
sempre acima de 6,38 para todos os tratamentos.

A suplementagdo com MOE néo teve efeito (P>0,10) sobre o consumo,
excrecdo e absorcdo de nitrogénio, sintese de proteina microbiana e eficiéncia

microbiana (Tabela 5).

2.4 DISCUSSAO

Estudos in vivo e in vitro tém sido conduzidos para avaliar o impacto dos OE no
metabolismo e no desempenho de ruminantes, mas o0s resultados tém sido
inconsistentes, em virtude da grande diversidade de OE, das suas propor¢des nas
misturas de OE, da dose do produto, da composicdo da dieta e do tipo de animal
(MOLERO et al.,, 2004, NEWBOLD et al., 2004; CARDOZO et al. 2004;
BEAUCHEMIN & McGINN, 2006; BENCHAAR et al. 2006; CASTILLEJOS et al.,
2006; KUNG et al., 2008; MEYER et al., 2009; YANG et al., 2010a, 2010b;
BENCHAAR et al., 2012; GERACI et al., 2012; VAKILI et at., 2013; PATRA & YU,
2014; CASTRO-MONTOYA et al., 2015; KHORRAMI et al., 2015; TOMKINS et al.,
2015; RIVAROLI et al., 2016; CHAGAS et al 2014; MESCHIATTI et al., 2016).
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Diversos autores tém relatado auséncia de efeito de MOE (CRINA® Ruminants,
DSM Nutritional Products Ltd., Suica) sobre o CMS de bovinos confinados
(BEAUCHEMIN & MCcGINN, 2006; BENCHAAR et al. 2006; MEYER et al., 2009).
Outros estudos também observaram que tanto o OE e a MOE néo afetaram o CMS
de bovinos tais como eugenol (YANG et al., 2010b) e timol ou cinemaldeido (VAKILI
et al, 2013; KORRAMI et al.,, 2015). Nas comparagcdes com OE ou MOE a
monensina normalmente reduz o CMS de bovinos em confinamento (MEYER et al.,
2009; CHAGAS et al., 2012a; MESCHIATTI et al. 2016). Dados sobre OE para
bovinos em pastagens sdo escassos na literatura. Tomkins et al. (2015) né&o
observaram efeito de MOE (CRINA® Ruminants, DSM Nutritional Products Ltd.,
Suica) no consumo de bovinos alimentados com feno de graminea (Rhodes) de
meédia a baixa qualidade, assim como relatado no presente estudo (Tabela 3) com
bovinos mantidos em pastagens de Brachiaria brizantha cv. Xaraés. Em virtude da
auséncia de efeito de doses da MOE no CMS e dos animais terem pastejados em
grupo a mesma area de pasto, o consumo de nutrientes também nao diferiu entre os
tratamentos.

A auséncia de efeito de MOE na digestibilidade dos nutrientes no presente
estudo também tem sido observada por outros pesquisadores. No estudo de
metabolismo com bovinos canulados no ramen, Meschiatti et al. (2016) reportaram
auséncia de efeito de MOE (CRINA® Ruminants, DSM Nutritional Products Ltd.,
Suica) na digestibilidade da MS da dieta em comparacdo com monensina. Chagas et
al. (2012a) ndo observaram efeito negativo de MOE (acido ricinoleico + acido
anacérdico; ESSENTIAL®) assim como Khorrami et al. (2015) ndo observaram
efeito negativo de timol e de cinamaldeido na digestibilidade dos nutrientes no trato
digestivo total. Yang et al. (2010b) néo reportaram efeito negativo de Eugenol na
degradacéo ruminal e digestibilidade aparente no trato digestivo total da MO e do
amido. Entretanto, a digestibilidade da FDN foi reduzida linearmente por niveis
crescentes de Eugenol. Beauchemin & McGinn (2006) relataram efeito negativo de
MOE (CRINA® Ruminants, DSM Nutritional Products Ltd., Suica) na digestibilidade
de nutrientes no trato digestivo total de bovinos. Yang et al. (2010a) relataram efeito
negativo de niveis altos (>400mg/d) de cinamaldeido na digestibilidade da MO, FDN
e N tanto no rimen quanto no trato digestivo total de bovinos.

No presente estudo a suplementacdo com MOE indicou auséncia de efeito na

degradacéo de proteinas e deaminacdo de aminoacidos. Estes resultados diferem



24

da maioria dos estudos revisados. Em estudos “in vitro” foi reportado efeito positivo
da MOE (CRINA® Ruminants, DSM Nutritional Products Ltd., Suica) (MCINTOSH et
al., 2003; CASTILLEJOS et al., 2006) e de Vanilina (PRATA & YU, 2014) na reducéo
da degradacédo ruminal da proteina, especialmente na deaminacdo de aminoacidos.
Em estudos ‘“in vivo” também foi reportado efeito positivo da MOE (CRINA®
Ruminants, DSM Nutritional Products Ltd., Suica) (MOLERO et al., 2004,
NEWBOLD, et al. 2004), da MOE contendo Cinamaldeido, Eugenol e Capsicum
(GERACI et al., 2012) e de OE como Eugenol (YANG et al., 2010b) na reducédo da
degradacdo ruminal da proteina, especialmente na deaminagdo de aminoacidos.
Meschiatti et al (2016) reportaram reducédo na concentracdo ruminal de N-NH3; com
suplementacdo de MOE (CRINA® Ruminants, DSM Nutritional Products Ltd., Suica)
em combinacdo com amilase em comparacdo com monensina.

O efeito positivo da MOE no pH ruminal médio, que variou de 6,60 a 6,72, difere
da maioria dos estudos revisados com bovinos confinados, nos quais o pH ruminal
meédio nao foi alterado pela suplementacdo com OE ou MOE (MEYER et al., 2009;
YANG et al., 2010a; YANG et al., 2010b; GERACY et al., 2012; VALKILI et al., 2013;
KHORRAMI et al., 2015; TOMKINS et al. 2015; CHAGAS et al., 2014; MESCHIATTI
et al.,, 2016). Nao ha explicacdo razoavel para o efeito positivo da MOE no pH
ruminal de bovinos em pastagens, especialmente quando se analisa a nao alteracao
nas concentracdes de AGCC totais e de N-NH3 no fluido ruminal. Apesar da variacao
entre tratamentos, os valores de pH ruminal estiveram sempre acima de 6,30 (Figura
1) e a curva de pH ruminal acompanhou a curva de N-NHz, ambas com maior valor
ao redor de 2 horas ap6s o fornecimento do suplemento proteico-energético.

Assim como no presente estudo, na literatura revisada de modo geral a
suplementacdo com OE néo afetou a concentracdo de AGCC totais. A concentracao
molar de AGCC totais ndo foi alterada em 10 dos 12 estudos revisados “in vivo” e “in
vitro” (NEWBOLD et al., 2004; BEAUCHEMIN & McGINN, 2006; YANG et al., 2010a,
2010b; GERACI et al., 2012; LI et al., 2013; VAKILI et at., 2013; KHORRAMI et al.,
2015; TOMKINS et al., 2015; CHAGAS et al. 2012b). Apenas Castillejos et al. (2007)
e Meyer et al. (2009) observaram efeito positivo de MOE na concentracdo de AGCC
totais.

Com relagéo as propor¢gdes molares de acetato, propionatoo e butirato, hé certa
inconsisténcia dos resultados. A propor¢do molar de acetato foi aumentada por MOE
ou OE em 2 estudos (CASTILLEJOS et al., 2007; MEYER et al., 2009), reduzida em
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3 estudos (VAKILI et at., 2013; YANG et al., 2010b; LI et al., 2013) e ndo afetada nos
demais 7 estudos (NEWBOLD et al., 2004; BEAUCHEMIN & McGINN, 2006; YANG
et al., 2010a; GERACI et al., 2012; KHORRAMI et al., 2015; TOMKINS et al., 2015;
CHAGAS et al. 2012b). A proporcdo molar de propionato foi aumentada por MOE ou
OE em 3 estudos (VAKILI et at., 2013; Li et al., 2013; KHORRAMI et al., 2015),
reduzida em 1 (CASTILLEJOS et al., 2007) e nédo afetada em 8 estudos (MEYER et
al., 2009; NEWBOLD et al., 2004; BEAUCHEMIN & MCcGINN, 2006; YANG et al.,
2010a; 2010b; GERACI et al., 2012;; TOMKINS et al., 2015; CHAGAS et al. 2012b).
A propor¢ao molar de butirato foi aumentada em 2 estudos (VAKILI et at., 2013;
TOMKINS et al., 2015) e reduzida em 1 (LI et al., 2013). Como pode ser observado
com base nos 12 estudos acima revisados, de modo geral as MOE e os OE
estudados ndo apresentaram efeito consistente na fermentacédo ruminal de bovinos
alimentados tanto com dietas altas em concentrado quanto em forragem.

Em virtude da auséncia de efeito da MOE no consumo de nutrientes (Tabela
3), nos parametros de fermentacdo ruminal (Tabela 4) e na digestibilidade dos
nutrientes (Tabela 3), ndo seria de se esperar efeito significativo no metabolismo de
N (Tabela 5). A suplementacdo com MOE néo afetou o consumo, a excrecao fecal e
a absorcdo de N, assim como a eficiéncia de sintese e a producdo microbiana.
Benchaar et al. (2006) também n&o observaram efeito de MOE no metabolismo de N

de bovinos confinados.

2.5 CONCLUSAO

O fornecimento de MOE (CRINA® Ruminants, DSM Nutritional Products Ltd)
para animais em pastagens tropicais de boa qualidade, recebendo 0,3% PC de
suplemento proteico-energético ndo melhora o metabolismo de nutrientes no trato

digestivo.
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ANEXOS

Tabela 1. Caracterizacdo estrutural e composicdo morfologica da Brachiaria
Brizantha cv. Xaraés durante o periodo experimental.

Periodos Média
27/03 17/04 08/05 29/05

Altura, cm 21,5 18,9 19 19 19,6
Massa de forragem, kg.ha® 4972 4365 4877 3003 4304
Folha, kg.ha™ 1973 1565 1681 1161 1595
Haste, kg.ha™ 1547 1587 1585 868 1397
Material Morto, kg.ha™ 1452 1213 1611 974 1312
Folha, %MS 39,68 35,86 34,46 38,66 37,16
Haste, %0MS 31,11 36,36 32,51 28,89 32,22
Material Morto, %MS 29,21 27,78 33,03 32,45 30,62

Folha: Haste 1,28 0,99 1,06 1,34 1,16




33

Tabela 2. Composicdo bromatolégica e fracionamento da proteina e dos
carboidratos do Brachiaria Brizantha cv. Xaraés durante o periodo de abril a junho
de 2015.

27/03 17/04 08/05 29/06 Média  Suplemento

MO 91,45 90,93 90,27 90,15 90,70 86,77
MM* 8,55 9,07 9,73 9,85 9,30 13,23
PB! 14,74 11,76 15,53 14,07 14,03 26,14
FDN! 55,64 63,94 65,76 63,32 62,17 10,65
FDA! 26,52 30,42 33,72 31,09 30,44 3,07
LIG 1,57 2,29 2,39 2,34 2,15 0,81
EE! 2,58 2,19 2,60 2,66 2,51 1,92
Fracao proteica
A, %PB 5,72 7,36 5,47 6,01 6,14
B1, %PB 34,62 32,35 13,22 8,11 22,08
B2, %PB 45,72 37,08 52,24 56,15 47,80
B3, %PB 6,72 14,28 20,17 23,13 16,08
C,%PB 7,21 8,93 8,89 6,60 7,91
Fracéo dos carboidratos
CHOT, %MS 73,91 76,85 72,15 73,34 74,06
A+B1, %CHOt 22,51 13,33 7,27 11,84 13,74
B2, %CHOt 72,39 79,52 84,78 80,50 79,30
C, %CHOt 5,10 7,15 7,95 7,66 6,96

1=09% da matéria seca; MM= matéria mineral; PB= proteina bruta; FDN= fibra em
detergente neutro; FDA= fibra em detergente acido; LIG= lignina; EE= extrato
etéreo.
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Tabela 3. Valores médios dos consumos de MS total (CMSt), forragem (CMSf), matéria organica (CMO), matéria seca
digestivel (CMSD), fibra em detergente neutro (CFDN), matéria organica digestivel (CMOD), proteina (CPB) e a
digestibilidade aparente da matéria seca (DMS), matéria organica (DMO), fibra em detergente neutro (DFDN) e da proteina
(DPB) da dieta.

ltem Nivel de MOE?®, mg/100 kg PC Contrastes
0 100 200 400 EPM L Q C
Kg/animal/dia
CMst 9,91 9,86 9,46 9,48 0,466 0,448 0,789 0,708
CMsf 8,67 8,60 8,22 8,21 0,452 0,417 0,789 0,732
CMO 8,94 8,90 8,54 8,56 0,423 0,450 0,792 0,708
CMSD 6,37 6,56 6,23 6,18 0,358 0,559 0,895 0,576
CFDN 5,49 5,48 5,20 5,23 0,290 0,435 0,779 0,668
CPB 1,54 1,55 1,48 1,47 0,092 0,498 0,945 0,671
CMOD 5,82 5,98 5,68 5,61 0,326 0,515 0,883 0,592
% Peso Corporal
CMst 2,16 2,13 2,03 2,01 0,105 0,269 0,754 0,767
CMsf 1,89 1,85 1,76 1,76 0,105 0,297 0,764 0,761
CMO 1,95 1,92 1,83 1,81 0,096 0,269 0,755 0,747
CMSD 1,39 141 1,34 1,31 0,084 0,384 0,959 0,655
CFDN 1,23 1,21 1,15 1,13 0,057 0,200 0,779 0,769
CPB 0,34 0,34 0,32 0,32 0,020 0,337 0,958 0,770
CMOD 1,27 1,29 1,21 1,19 0,077 0,362 0,960 0,647
Digestibilidade da dieta
DMS, % 62,97 65,18 64,27 63,53 1,340 0,983 0,342 0,478
DMO, % 65,69 67,89 67,13 66,09 1,255 0,917 0,258 0,498
DFDN, % 59,10 61,57 60,60 59,45 1,770 0,894 0,375 0,565
DPB, % 70,01 72,63 70,01 70,46 2,161 0,880 0,767 0,370

'EPM=Erro padrio da média; “MOE= Mistura de 6leos essenciais; 3Valores de P para efeito
Niveis (N), aditivos (A), interacao (N*A).

—&— Controle 100 mg =—#&—200mg ===400mg
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Figura 1. Variag&o do pH ruminal ao longo do dia em fungéo das doses de MOE.
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Tabela 4. Valores médios do pH, N-NH; ruminal, e perfil dos &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) em fung&o dos niveis de MOE na suplementacao.

e Nivel de MOE*, mg/100 kg PC Contrastes® EPM
0 100 200 400 L Q C

pH ruminal 6,60 6,65 6,70 6,72 0,005 0,947 0,238 0,055
N-NH3t 14,84 13,84 14,32 14,21 0,680 0,531 0,425 1,519
AGCC total? 56,76 63,32 60,60 59.62 0,758 0,209 0,266 5,291
Ac. Acético3 69,35 70,13 69,99 69,54 0,998 0,056 0,410 0,831
Ac. Propibnico3 17,60 17,25 17,09 17,39 0,650 0,155 0,976 0,481
Ac. Isobutirico3® 0,84 0,81 0,87 0,86 0,203 0,829 0,038 0,032
Ac. Butirico3 10,10 9,79 10,08 10,06 0,830 0,667 0,314 0,341
Ac. Isovalérico3 1,13 1,09 1,18 1,18 0,124 0,887 0,152 0,077
Ac. Valérico? 0,79 0,76 0,79 0,82 0,022 0,0860 0,177 0,042
C2.C33 3,96 4,10 4,11 4,01 0,761 0,069 0,717 0,150

1: mg dL; ZmM:; 3:mol/100 mol; *“MOE= Mistura de 6leos essenciais; >=Valores de P dos contrastes (L= Linear, Q= Quadratico, C= Cubico).



36

—&— Controle 100 mg =—#&=—200mg =3=400mg

27
23
19
15

11

[N-NH; RUMINAL], MG/DL

0 2 4 6 8
HORAS APOS A SUPLEMENTAGAO

Figura 2. Variacdo da concentracdo de N-NHz ruminal ao longo do dia em funcao
das doses de MOE.
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Tabela 5. Efeito do nivel de suplementacdo de MOE no N ingerido, N excretado (urina), N excretado (fezes), N absorvido, sintese
microbiana, e eficiéncia microbiana.

item Nivel de MOE2, mg/100 kg PC Contrastes?3 EPM

0 100 200 400 L Q C
N fezes, g/dia 71,43 67,01 67,33 66,95 0,405 0,492 0,661 3,20
N ingerido, g/dia 250,72 253,42 240,63 239,83 0,508 0,936 0,665 15,17
N absorvido, g/dia 179,12 186,65 172,95 172,67 0,582 0,940 0,541 13,58
Sintese microbiana, g/dia 525,82 405,84 510,2 483,32 0,968 0,691 0,266 77,91
Eficiéncia microbianat 93,45 117,50 114,05 116,58 0,634 0,674 0,755 28,01

1= g Proteina microbiana/kg MOD; EPM=Erro padrdo da média, 2MOE= Mistura de 6leos essenciais; 3=Valores de P dos contrastes
(L= Linear, Q= Quadratico, C= Cubico).
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3 INTERACOES ENTRE ADITIVOS (MONENSINA SODICA X MISTURA DE
OLEOS ESSENCIAIS E a-AMILASE EXOGENA) E DOSES DE SUPLEMENTO
(1,0 X 1,5% DO PV) PARA BOVINOS TERMINADOS EM PASTAGENS

Resumo

Objetivou-se avaliar a inclusdo de uma mistura de 6leos essenciais (MOE+AM)
composta por Timol, Eugenol, Vanilina e Limoneno (Crina®) combinado com a-
amilase exdgena sobre o consumo de forragem e total, digestibilidade aparente dos
nutrientes, parametros ruminais e o crescimento microbiano. Foram utilizados oito
bovinos, machos nao castrados da raca Nelore com 481,8 + 28,2 kg de peso
corporal inicial médio (PCI), dispostos em 2 Quadrados Latinos 4 X 4. Foram
avaliados 2 aditivos, monensina sodica (Rumensin®) e MOE+AM (Crina®)
combinado com a-amilase exdgena para bovinos na fase de terminacdo em pasto
com dois niveis de suplementacdo (1% x 1,5% do PC). Os tratamentos testados
foram: T1) monensina + 1% do PC; T2) monensina + 1,5% do PC; T3) MOE+AM +
1,0% do PC; T4) MOE+AM + 1,5% do PC de suplemento proteico energético. Os
animais foram alocados em um piquete de 2.2 ha de Brachiaria brizantha cv. Xaraés,
sob lotacdo continua. As analises estatisticas foram conduzidas com a utilizacdo do
programa estatistico SAS. Houve interacéo entre aditivo e nivel de suplemento para
todas as variaveis de consumo (kg e %PC) avaliadas (P<0,10). A suplementacéo
com 1,5% do PC aumentou o CMSt, o CMO, CMSD e o CMOD dos animais
suplementados com monensina, mas ndo nos animais suplementados com
MOE+AM. Na presenca de MOE+AM o nivel alto de suplementacéo (1,5% do PC)
causou reducao no CMS de forragem e consequentemente no consumo de FDN. As
digestibilidades da MS e da PB foram maiores nas dietas com nivel de
suplementacdo de 1,5% do PC que nas de 1% do PC (P<0,10) independente do
aditivo fornecido. As digestibilidades da MS, MO, FDN e PB foram maiores nas
dietas contendo monensina em comparagcdo com MOE+AM, independentemente do
nivel de suplemento fornecido. A suplementacdo com MOE+AM resultou em menor
pH ruminal, maior concentracdo molar de AGCC e maior propor¢do molar de C2
gue a monensina (P<0,10). A suplementacédo com 1,5% do PC reduziu o pH ruminal,
a proporcdo molar de C2, e aumentou a concentracdo ruminal de N-NH3, a
concentracdo molar de AGCC e a proporcdo molar de valerato (P<0,10). Houve
interacao (P<0,10) entre nivel de suplemento e aditivo para a propor¢cao molar de
C3, de isobutirico, de isovalérico e para a relacdo C2:C3. Tanto a monensina quanto
o nivel alto (1,5% PC) de suplementacdo aumentaram a propor¢cdo molar de C3,
entretanto, ndo houve diferenca entre os tratamentos monensina + 1,0% PC e
MOE+AM + 1,5% PC. A relacdo C2:C3 foi reduzida tanto pela monensina quanto
pelo nivel de suplementacdo de 1,5% PC, entretanto, o efeito da monensina sé
ocorreu em combinacdo com suplementacédo a 1,0% PC. A suplementacdo com
MOE+AM aumentou (P<0,10) a eficiéncia e a producdo de proteina microbiana em
comparacao com a monensina, enquanto o nivel de suplementacdo nao teve efeito
(P>0,10) sobre esses parametros. Em conclusdo, para animais em pastagens
tropicais de boa qualidade, o nivel de suplementacéo entre 1 e 1,5% PC interage
com a fonte de aditivo e 0 aumento na ingestdo de energia com nivel alto de
suplementacdo ocorre em presenca de monensina mas ndo de MOE+AM. A
Monensina e MOE+AM estabelecem padrbes de fermentag&o ruminal distintos, com
valores de pH ruminal e proporcbes molares de propionato mais altos com



40

monensina e com concentracbes de AGCC, de acetato, eficiéncia e sintese
microbiana mais altos com MOE+AM.

Palavra-chave: Forragem tropical; Terminacdo; Fermentagdo ruminal; crescimento
microbiano

Abstract

The objective of this study was to investigate the effects of the inclusion of a
mixture of essential oils composed of Timol, Eugenol, Vanillin and Limonene (EOM;
Crina®) combined with exogenous a-amylase in supplements for grazing beef cattle
on forage intake, total dry matter intake, apparent digestibility of nutrients, ruminal
parameters and microbial growth. Eight Nellore bulls with IBW of 481.8 + 28.2 kg,
were allotted to two 4 x 4 Latin Squares. Two feed additives, monensin (Rumensin®)
and EOM (Crina®) combined with exogenous a-amylase, were compared for grazing
cattle fed an energy-protein supplement at 1.0 or 1.5% of BW (AF). Treatments were:
M+1%, M+1.5%, OEM+AM +1.0% and OEM+AM +1.5%. The animals grazed a 2.2
ha paddock of Brachiaria brizantha cv. Xaraés, under continuous stocking. Statistical
analyzes were performed using the SAS statistical program. There was interaction
between feed additive and supplement level for all consumption variables (kg and%
BW) evaluated (P <0.10). Supplementation with 1.5% of BW increased DMI, OMI,
DDMI and DOMI of animals supplemented with monensin, but not in animals
supplemented with EOM+AM. In the presence of EOM+AM, the high level of
supplementation (1.5% of CP) caused a reduction in forage DMI and consequently in
the consumption of NDF. The digestibilities of DM and CP were greater for cattle
supplemented at 1.5% of BW than at 1.0% of BW (P<0.10) regardless of the feed
additive. The digestibilities of DM, OM, NDF and CP were greater in diets containing
monensin compared to EOM+AM, regardless of the supplement level provided. The
supplementation with EOM+AM resulted in lower ruminal pH, greater molar
concentration of total VFA and greater molar proportion of C2 than monensin
(P<0.10). Feeding supplement at 1.5% of BW decreased rumen pH, molar proportion
of C2, and increased the concentration of rumen N-NH3, total VFA and the molar
proportion of valerate (P<0.10). There was interaction (P<0.10) between feed
additive and level of supplement for molar proportion of C3, isobutyrate, isovalerate
and for the C2:C3 ratio. Both monensin and the high level of supplement (1.50% of
BW) increased ruminal proportion of C3, however, there was no difference between
the treatments monensin + 1.0% of BW and EOM+AM + 1.5% of BW. The ratio
C2:C3 was decreased by both monensin and supplement fed at 1.50% of BW,
however, the monensin effect occurred only when combined with supplement fed at
1.0% of BW. The EOM+AM increased (P<0.10) the efficiency and production of
microbial protein compared with monensin, while the level of supplement had no
effect (P>0.10) on those parameters. In conclusion, for cattle grazing tropical forage
of good quality, the level of supplementation between 1.0 and 1.5% of BW interacts
with monensin and EOM+AM. Feeding supplement at 1.5% of BW increases energy
intake (CMSD and CMOD) when monensin is fed, but not when EOM+AM is fed.
Monensin and EOM+AM establish different rumen fermentation patterns, with
monensin causing greater values of rumen pH and of molar proportions of C3, and
MOE causing greater molar concentrations of VFA, C2, microbial efficiency and yield.
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3.1 INTRODUCAO

Mais de 90% dos bovinos abatidos no Brasil sdo terminados em pastagens
(ANUALPEC, 2016). No intuito de aumentar a produtividade desse sistema de
terminacdo, de abater animais jovens, com maior peso e acabamento de carcaca,
nutricionistas tém recomendado e produtores tém adotado cada vez mais a
suplementacdo com alimentos concentrados em niveis que variam normalmente de
0,8 a 2,0% do PC (base seca) (PAULINO, et a., 2006, BOMFIM et al., 2001; REIS et
al., 2011; RESENDE et al., 2014).

Sistemas exclusivos de pastagens impdem limitagbes no desempenho animal,
guanto ao ganho de peso diario, peso final de carcaca a idade jovem e quanto ao
grau de acabamento da carcaca (PAULINO et al.,, 2006). A suplementacdo com
concentrado proteico-energético nas doses entre 0,8 a 1,5% do PC tem permitido
GPD da ordem de 1,137 a 1,409 kg/cabeca para bovinos terminados em pastagens
(RESTLE et al., 1999; BOMFIM et al., 2001; RESENDE et al., 2014; PAULINO, et a.,
2006, 2002; BARONI, 2007; MENDEIROS et al., 2009; SILVA, 2009; SOUZA, 2011;
REIS et al., 2011; BERTI, 2013; MENDES, 2013; LIMA, 2014; SIMOES, 2016;
FERRARI, 2016) em sistemas convencionalmente denominados de semi-
confinamento. Sistemas com suplementacdo de até 2,0% do PC também tém sido
estudados (RESENDE et al., 2014).

Com o intuito de aumentar a eficiéncia de uso tanto da forragem quanto do
suplemento fornecido, aditivos sdo normalmente incluidos nos suplementos para
animais em terminacdo em pastagens (SANTOS et al., 2014). Os aditivos mais
estudados para animais em pastagens tém sido os antibioticos, ionéforos e nao
ionéforos, com capacidade comprovada para melhorar o desempenho desses
animais (PAGE, 2003). O efeito positivo desses antibidticos é resultado da
combinacdo de varios fatores promovidos por esses aditivos: a) maior eficiéncia
fermentativa do rimen, com aumento na propor¢cdo molar de propionato e reducao
das perdas energéticas via metano, b) reducdo na producdo de lactato ruminal,
contribuindo para reducado da incidéncia de acidose, c¢) reducdo na deaminacao de
aminoacidos e maior aporte destes nutrientes para o intestino delgado, d) reducéo

da ocorréncia de timpanismo, e) efeito coccidicida.
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Em virtude da politica que foi adotada por paises desenvolvidos, principalmente
da Unido Europeia, de banir o uso de antibiéticos como promotores de crescimento
na producédo animal, tem crescido o interesse por aditivos alternativos, dentre eles os
Oleos essenciais (OE) ou mistura de OE (MOE) (CALSAMIGLIA et al., 2007). Os
primeiros dados com OE como moduladores da fermentagcdo ruminal datam da
década de 50 (CRANE et al., 1957) quando foram demonstrados os efeitos dos OE
sobre a fermentacao ruminal, verificando que alguns desses 0leos eram capazes de
reduzir a formacdo de metano. Em diversos estudos ‘in vitro” foi reportado efeito
positivo da MOE (MCINTOSH et al., 2003; CASTILLEJOS et al., 2007) e de Vanilina
(PRATA & YU, 2014) na reducédo da degradacdo ruminal da proteina, especialmente
na deaminacdo de aminoacidos. O mesmo também foi observado em estudos “in
vivo” (MOLERO et al., 2004; NEWBOLD, et al. 2004; YANG et al., 2010; GERACI et
al.,, 2012). Como observado por Meschiatti et al., (2019) houve a redugcédo na
concentracédo ruminal de N-NH3 com suplementacdo de MOE em combinagdo com
amilase em comparag¢do com a monensina.

Animais recebendo suplementos ricos em amido, nos niveis entre 1 e 1,5% do
PC consomem quantidades razoaveis de amido. A inclusdo de amilase na dieta
pode ter efeito positivo no uso desses suplementos (ACEDO et al., 2015).

Entretanto, ndo foram encontrados trabalhos na literatura que avaliaram as
interacdes entre nivel de suplementacédo e fontes de aditivos para bovinos mantidos
em pastagens durante a terminacéo.

A hipétese deste trabalho € que a MOE+AM para bovinos em pastejo
recebendo suplemento proteico-energético em doses diarias entre 1,0 a 1,5% do PC
constitui-se em alternativa a monensina como aditivo alimentar. Desta forma,
estudou-se a interacdo entre fonte de aditivo (monensina x MOE+AM) e nivel de
suplementacao proteico energética (1,0 x 1,5% do PC) para bovinos em pastagens
na fase de terminacdo com relacdo ao consumo e a digestibilidade aparente dos
nutrientes, os parametros ruminais, o metabolismo de N, e a eficiéncia o crescimento

microbiano.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

O projeto obteve parecer favoravel da comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade de Sao Paulo/Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz, protocolo 201751097119 ESALQ/USP.

O experimento foi conduzido nas instalagbes do Centro de Pesquisa da Dsm
Produtos Nutricionais Brasil S.A. na fazenda Cacadinha, localizada no municipio de
Rio Brilhante/MS, durante 80 dias, de junho a setembro de 2015. A area
experimental era constituida por um piguete de 2,2 ha, formado com Brachiaria
brizantha cv. Xaraés, manejado sob lotacao continua.

Foram utilizados 8 machos nao castrados da raca Nelore, com 21 meses de
idade e peso corporal inicial médio de 481,75 + 28,15 kg, com canulas no ramen. Os
animais foram submetidos aos protocolos sanitarios de rotina do Centro de Pesquisa
da DSM como vacinagdes e controle de ectoparasitas e endoparasitas. Os animais
foram suplementados durante o periodo da seca e das 4guas que antecederam este
experimento.

Os tratamentos testados foram: Suplemento proteico-energético fornecido na
dose de 1% ou 1,5% do PC (base de MN) contendo monensina sédica (MON) (867
mg/kg nucleo mineral) ou MOE com a-amilase (3000 mg CRINA®/kg nucleo mineral
e 18.670 mg Ronozyme Rumistar®/kg nucleo mineral, respectivamente) conforme
descrito na Tabela 1. A monensina soédica utilizada foi o produto comercial
(Rumensin®, Elanco Animal Health, Indianapolis, IN) e a MOE testada continha os
OE Timol, Eugenol, Vanilina e Limoneno (CRINA® Ruminants, DSM Nutritional
Products Ltd) em combinacdo com a-amilase (Ronozyme Rumistar®, DSM
Nutritional Products Ltd).

Os suplementos previamente pesados foram fornecidos diariamente,
diretamente no rimen do animal, via fistula ruminal, metade da dose foi fornecida as
10h00min da manha e a outra metade as 17h00min.

O experimento teve quatro periodos de 20 dias, totalizando 80 dias. Cada
periodo teve 12 dias de adaptacdo e 8 dias de coletas. Os animais foram pesados
no inicio de cada periodo para ajuste da quantidade de concentrado fornecido
diariamente.

A é&rea de pastagem recebeu uma unica aplicacdo de 60 kg N/ha (via ureia)

em 12 de margo de 2015. As alturas do dossel pastejado foram tomadas em 20
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pontos distintos ao longo da maior diagonal do piquete, com o uso de transparéncia
e régua graduada em centimetros no 1° dia de cada periodo (FAGUNDES, 1999).

A massa de forragem foi estimada no 1° dia de cada periodo, pelo método
destrutivo, através do corte da planta a 3 cm do nivel do solo, em 4 pontos do
piguete, com utilizagdo de moldura de 0,25 m x 0,25 m. As quatro amostras foram
tomadas em pontos onde a altura de cada uma correspondia & altura média do
dossel. As quatro amostras colhidas foram compostas, pesadas in natura e duas sub
amostras de aproximadamente 300 g foram retiradas, uma para a determinacao da
matéria seca (MS) da massa de forragem total e a outra para a determinacdo da
composicdo morfolégica, sendo estas Ultimas separadas em lamina foliar, colmo
(inclui bainha) e material senescente. As amostras foram armazenas em freezer a -
20°C e posteriormente foram descongeladas e secas em estufa a 55°C por 72 horas.
As sub amostras para determinacdo da MS da massa de forragem total foram
posteriormente secas segundo a AOAC (1990).

Para fins de analises bromatoldgicas, amostras do suplemento coletadas
durante cada batida e compostas em uma Unica amostra e amostras do pastejo
simulado, coletadas nos dias 1°, 7° e 14° de cada periodo também compostas em
uma Unica amostra por periodo, foram secas em estufa a 55°C por 72 horas, moidas
com peneira de malha de 1 mm (moinho tipo Willey) e analisadas para Matéria seca
(MS), matéria mineral (MM) e estrato etéreo (EE) segundo a AOAC(1990). O teor de
proteina bruta (PB) foi obtido mediante combustdo das amostras segundo o método
Dumas, utilizando-se uma auto-analizador de nitrogénio (LECO) (WILES et al.,
1998). A fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente &cido (FDA) e lignina
foram determinadas segundo Van Soest (1991), utilizando amilase termoestavel e
sulfito de sédio. O N-FDN e o N-FDA foram determinadas por macro Kjeldahl
(AOAC, 1990) apls digestdo das amostras em solucdo detergente neutro e acido
respectivamente (VAN SOEST et al., 1991). As amostras de forragens foram
analisadas para nitrogénio soluvel (KRISHNAMOORTHY et al.,, 1982) e para
nitrogénio ndo proteico (NNP) (LICITRA et al., 1996) para o fracionamento de
proteinas de acordo com o CNCPS (SNIFFEN et al., 1992). Nas Tabelas 2, 3 e 4 sdo
apresentados os dados descritivos da pastagem e dos suplementos utilizados.

A ingestdo de forragem foi calculada a partir da excrecdo fecal total e da
digestibilidade dos alimentos. Durante os 17 primeiros dias de cada periodo, diéxido

de titanio (TiOy) previamente pesado em capsulas de papel (5g cada capsula) foi
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inserido no rimen dos animais logo apoés o fornecimento do suplemento pela manha
(10h00min) e novamente a tarde (17h00min). As amostras fecais foram coletadas
entre 0 13° e 0 17° dia de cada periodo, duas vezes por dia (10h00min e 17h00min)
diretamente do reto dos animais (150g por coleta) e congeladas a -20°C.
Posteriormente, as amostras foram descongeladas, compostas por animal e periodo,
secas em estufa a 55°C por 72 horas, e moidas com peneira de malha de 1 mm
(moinho tipo Willey).

As amostras foram analisadas para matéria seca (MS) segundo a AOAC
(1990). O teor de proteina bruta (PB) foi obtido mediante combustdo das amostras
segundo o método Dumas, utilizando-se um auto-analizador de nitrogénio (LECO)
(WILES et al., 1998). A fibra em detergente neutro (FDN) foi determinada segundo
Van Soest et al. (1991), em equipamento analisador de fibora Ankom200 utilizando
amilase termoestavel e sulfito de sadio.

As digestibilidades aparentes da MS, MO, PB e FDN presentes na dieta foram
estimadas utilizando os valores individuais de consumo, excrecéo fecal total e da
concentracdo dos nutrientes nos alimentos e fezes.

As analises de titnio foram realizadas no laboratério multiusuario em
producdo vegetal do Departamento de Producédo Vegetal da ESALQ/USP. As
amostras foram irradiadas usando o espectrometro de fluorescéncia de raios X por
dispersédo de energia (modelo EDX-720 Shimadzu) de acordo com Wastowski et al.
(2010).

A excrecdo fecal total com o marcador externo foi calculada dividindo a
guantidade do marcador administrado pela a concentragdo do marcador nas fezes.
Para a determinacdo de consumo de forragem foi utilizado o marcador interno FDNI.
A contribuicdo fecal proveniente do concentrado foi determinada como sendo a
quantidade de concentrado oferecida no periodo da avaliagdo, multiplicada por sua
indigestibilidade. Do valor obtido da excre¢do fecal total foi descontada a
contribuicdo do concentrado e o valor obtido foi dividido pelo residuo indigestivel das
fezes (FDNi). O FDNi foi determinado de acordo com Krizsan & Huhtanen (2013).

No 18° dia foram realizadas as coletas de urina, obtendo-se amostras “spot”
durante miccado espontanea dos animais, aproximadamente quatro horas apés o
fornecimento dos suplementos, para determinacdo dos derivados de purina e calculo

da sintese microbiana. As sub-amostras de urina (10 mL) foram acidificadas (pH
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<3,0) utilizando 40 mL de H,SO, 0,072N e armazenadas a -20°C conforme descrito
por Broderick e Reynal (2009).

No 19° dia foram realizadas as coletas de liquido ruminal imediatamente
antes da suplementacéo e 2, 4, 6 e 8 horas apds o fornecimento do suplemento
(10h00mMin, 12h00min, 14h00min, 16h00min e 18h00min, respectivamente). As
amostras foram tomadas diretamente pela fistula ruminal, através de sonda
ligeiramente flexivel (DANES et al., 2013). A coleta foi composta por trés pontos
(reticulo, saco ventral cranial e saco ventral caudal) de acordo com (GONCALVES,
2003) e o material coletado foi filtrado em uma camada tripla de gaze.

O pH do fluido ruminal foi medido imediatamente ap6s a coleta e duas
aliquotas de 50 mL foram tomadas. A primeira aliquota foi adicionada de 1 mL de
acido sulfarico (1:1), acondicionada em frasco de plastico com tampa de polietileno,
identificada e congelada a -20°C para analises posteriores de N-NHjz (nitrogénio
amoniacal). A segunda aliquota de 50mL foi acondicionada em frasco de plastico
com tampa de polietileno, identificada e congelada a -20°C para analises posteriores
de AGCC. Ao término do periodo experimental as amostras de fluido ruminal foram
descongeladas a temperatura ambiente, centrifugadas (15.000 g, 4°C, 30 min) e
analisadas para AGCC utilizando cromatografia gasosa (PALMQUIST, CONRAD,
1971) e N-NH;3 por colorimetria, pelo método de reacdo hipoclorito-fenol, segundo
meétodo proposto por Chaney e Marbach (1962).

As andlises de purina foram realizadas pelo laboratério de Bioquimica e
Fisiologia Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo (FMVZ/USP). As analises das concentracbes dos parametros
Creatinina e Acido Urico foram realizadas por meio de kits comerciais (Bioclin® e
CELM®) que utilizam método enzimatico colorimétrico de ponto final e cinético,
sendo a leitura realizada em analisador automético de bioquimica (Sistema de
Bioquimica Automatico SBA-200 - CELM®). A analise das concentracbes do
parametro Alantoina foram realizadas por meio de metodologia descrita por Young e
Conway (1942), citada por Chen e Gomes (1992).

Para calculos de sintese microbiana, a concentracdo de creatinina foi utilizada
para estimar o volume total de urina. Apos o célculo de volume urinario e tendo as
concentragbes de alantoina e &cido Urico, foi calculada a excreg¢do diaria de

derivados de purina de acordo com Chen e Gomes (1992).
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O delineamento experimental utilizado foi o quadrado latino duplo 4 X 4, com
2 animais por tratamento por periodo. Todas as variaveis foram analisadas pelo
PROC MIXED do pacote estatistico STATISCAL ANALYSIS SYSTEM — SAS (2003).
A andlise de variancia e as médias obtidas pelo método dos quadrados minimos
(LSMEANS) foram comparados pelo teste de Tukey a 10% de significancia pelo
procedimento proc MIXED do SAS. Obrigatoriamente, todos os conjuntos de dados
foram testados antes da andlise geral final, na intencdo de assegurar que todas as
premissas da analise de variancia (aditividades do modelo, independéncia dos erros,

normalidade dos dados e homocedasticidade) estivessem sendo respeitadas.

3.3 RESULTADOS

Na Tabela 5 sdo apresentados os dados de consumo e digestibilidade dos
nutrientes.

Houve interacdo entre aditivo e nivel de suplemento para todas as variaveis
de consumo (kg e %PC) avaliadas (P<0,10). A suplementacdo com 1,5% do PC
aumentou o CMSt, o CMO, CMSD e o CMOD dos animais suplementados com
monensina, mas nao nos animais suplementados com MOE+AM. Na presenca de
MOE+AM o nivel alto de suplementacéo (1,5% do PC) causou reducdo no CMS de
forragem e consequentemente no consumo de FDN. Os animais suplementados
com 15% do PC consumiram mais proteina comparado aos que foram
suplementados com 1,0% do PC. Para os animais suplementados com 1,0% do PC
a MOE+AM propiciou maior consumo de PB do que a monensina em virtude do
maior CMS de forragem.

As digestibilidades da MS e da PB foram maiores nas dietas com nivel de
suplementacdo de 1,5% do PC que nas de 1% do PC (P<0.1) independente do
aditivo fornecido. As digestibilidades da MS, MO, FDN e PB foram maiores nas
dietas contendo monensina em comparacdo com MOE+AM, independentemente do
nivel de suplemento fornecido.

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados de fermentag&o ruminal.

A suplementacdo com MOE+AM resultou em menor pH ruminal, maior
concentracdo molar de AGCC e maior propor¢cdo molar de C2 que a monensina
(P<0,10). A suplementacdo com 1,5% do PC reduziu o pH ruminal, a propor¢ao

molar de C2, e aumentou a concentragdo ruminal de N-NH3, a concentracdo molar
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de AGCC e a proporcédo molar de valerato (P<0,10). Houve interacao (P<0.1) entre
nivel de suplemento e aditivo para a propor¢do molar de C3, de isobutirico, de
isovalérico e para a relacdo C2:C3. Tanto a monensina quanto o nivel alto (1,5% PC)
de suplementacdo aumentaram a proporcdo molar de C3, entretanto, ndo houve
diferenca entre os tratamentos monensina + 1,0% PC e MOE+AM + 1,5% PC. A
monensina aumentou a propor¢cdo molar de isobutirato e isovalerato nos animais
suplementados com 1,5% do PC, mas ndo nos suplementados com 1.0% do PC. A
relacdo C2:C3 foi reduzida tanto pela monensina quanto pelo nivel de
suplementacdo de 1,5% PC, entretanto, o efeito da monensina s6 ocorreu em
combinagcao com suplementacéo a 1,0% PC.

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados de metabolismo de N e sintese
microbiana.

Houve interacao entre fonte de aditivo e nivel de concentrado para a ingestao
de N (P<0,10) e para a aborcdo de N (P<0,10). Houve efeito de aditivo para a
excrecdo fecal de N (P<0,10), para a sintese microbiana (P<0, 10) e para a
eficiéncia de sintese (P<0,10).

A ingestéo de N foi maior (P<0, 10) nos animais suplementados com 1,5% do
PC em comparacdo com 1% do PC, entretanto, esse efeito foi maior nos animais
suplementados com monensina sédica que nos animais suplementados com
MOE+AM. A quantidade de N excretado nas fezes foi maior (P<0,01), para os
animais suplementados com MOE do que com a monensina. A suplementacdo com
1,5% do PC aumentou a absorcéo de N com ambos os aditivos testados, entretanto,
a monensina sodica aumentou a absorcdo de N dos animais suplementados com
1,5% do PC mas nao houve efeito de aditivo para os animais suplementados com
1% do PC (P<0,10). A suplementacdo com MOE+AM aumentou (P<0, 10) eficiéncia
e a producao de proteina microbiana em compara¢do com a monensina, enquanto o

nivel de suplementacao nao teve efeito (P>0, 10) sobre esses parametros.

3.4 DISCUSSAO

Diversos autores tém relatado efeito benéfico do fornecimento de nivel alto de
suplemento sobre o CMS total de bovinos em pastejo (RESTLE et.. al., 1999;
BONFIM et al., 2001; BARONI, 2007; SILVA, 2009, BARONI, 2012; SIMOES, 2016,

OLIVEIRA, 2017), assim como observado no presente estudo para os animais
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suplementados no nivel de 1.5% do PC em comparagdo com 1.0% do PC.
Entretanto, este efeito s6 ocorreu na presenca de monensina, mas ndo quando 0s
animais foram suplementados com MOE+AM. Na presenca de monensina, aumentar
o nivel de suplemento de 1,0 para 1,5% do PC néo afetou o consumo de forragem,
ou seja, ndo houve efeito substitutivo adicional, ao passo que na presenca de
MOE+AM, houve redugédo significativa no consumo de forragem, indicando efeito
substitutivo. Em um copilado realizado por Silva et al. (2009), foi observado que o
consumo de MS de forragem foi reduzido a medida que se aumentou o nivel de
suplementacao. Esse resultado foi semelhante ao encontrado por Oliveira (2017) ao
suplementar novilhas nos niveis de 1,0% ou 1,5% do PC. Observou-se reducdo no
tempo de pastejo de 100 min entre os tratamentos, mostrando nitida reducdo do
consumo de forragem. Oliveira e Bonfim (2001) também observaram reducao no
tempo de pastejo quando novilhos foram suplementados com 0,9%, 1,2% e 1,5% do

PC na terminacgao, sugerindo reducao no consumo de forragem.

A reducdo no CMSf com suplementacdo de niveis altos de concentrado pode
ocorrer em virtude de efeitos negativos no pH ruminal e consequente reducdo na
digestdo de FDN (CAREY et al., 1993). No presente estudo, a monensina sédica
manteve valores de pH ruminal mais elevados que a MOE+AM, sempre acima de
6,0, assim como valores mais elevados de DFDN, DMS e DMO no trato digestivo
total gue a MOE+AM. A combinacdo de MOE+AM com suplementacédo de 1,5% do
PC resultou em pH ruminal de 5,86, tratamento este que apresentou efeito
substitutivo marcante. Apesar de reduzir o pH ruminal, a suplementagdo com 1,5%
do PC nédo causou reducdo na DFDN e aumentou da DMS e a DP. Caton e
Dhuyvetter (1997) afirmaram que alteragcdes no pH ruminal, normalmente citadas
como a principal causa da reducédo de consumo de forragem e da digestdo da fibra,
podem né&o estar envolvidas no processo. Nos trabalhos de Martin & Hibberd (1990),
Chase & Hibberd (1987), Pordomingo et al. (1991), Carey et al. (1993), Faulkner et
al. (1994), Hess et al. (1996), Elizalde et al. (1998), Bodine et al. (2003) e de Sales et
al. (2008), a suplementagédo energética reduziu o consumo de forragem, mas em
apenas 3 deles (CAREY et al., 1993; FAULKNER et al., 1994; SALES et al., 2008)
houve reducéo no pH ruminal significativamente. Em todos os trabalhos o pH ruminal
foi maior que 6,0. De acordo com Orskov (1982) e Mertens (1977), o crescimento

microbiano comeca a ser prejudicado apenas quando o pH ruminal cai abaixo de
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6,2. As digestibilidades da forragem ou da FDN foram avaliadas em 9 dos 10
trabalhos onde houve reducdo no consumo de forragem com a suplementacao
energética e em 5 desses trabalhos houve efeito negativo nas digestibilidades. Em
apenas 1 desses 5 trabalhos (CAREY et al.,, 1993) a suplementacdo energética
reduziu significativamente o pH ruminal. Portanto, assim como relatado por Caton e
Dhuyvetter (1997) é dificil estabelecer relacdo consistente entre queda de pH
ruminal, reducéo na digestdo da MS ou da FDN e reducdo no consumo de forragem
de animais suplementados com fontes energéticas. Contudo, nesses estudos a
suplementacdo energética ndo chegou a patamares de 1,5% do PC como no
presente estudo.

O aumento no CMS e no CMO concomitante ao aumento na digestibilidade da
MS resultou em aumento no CMSD de 27% e no CMOD de 28,5% quando 0s
animais foram suplementados com 1,5% do PC em comparacdo com 1,0% do PC
em presenca de monensina. Quando os animais foram suplementados com
MOE+AM, aumentar em 50% a dose de concentrado (1,5 x 1,0% do PC) néo
aumentou o CMSD e o CMOD, em virtude do efeito substitutivo marcante, que

causou reducéao de 30,38% no CMSf e manteve os CMS e CMO inalterados.

Quando os animais foram suplementados com 1.0% do PC, os animais que
consumiram dietas com MOE+AM apresentaram maior CMSt que os suplementados
com monensina sodica em virtude do maior CMSf, apesar do valor mais baixo de pH
ruminal com MOE+AM (6,18 x 6,07), porém ambos os valores acima de 6,0.
Entretanto, os CMSD e CMOD né&o foram diferentes entre os aditivos testados, em
virtude da menor digestibilidade dessas fracdes quando MOE+AM foi fornecida em

comparacao com a monensina sédica.

O efeito positivo da monensina sédica na digestibilidades da MS, MO, FDN e PB
das dietas em comparacdo com a MOE+AM pode estar relacionado aos valores
mais elevados de pH ruminal com esse aditivo, entretanto, essa maior digestibilidade
dos nutrientes nas dietas com monensina sodica ndo resultou em maior
concentracdo de AGCC em comparacgdo com as dietas contendo MOE+AM, assim
como a maior digestibilidade da PB nas dietas com monensina ndo afetou a

concentracdo ruminal de N-NH3.

A suplementacdo com 1,5% do PC aumentou as digestibilidades da MS e da PB

em comparagdo com 1% do PC. O aumento na digestibilidade da MS da dieta de



51

animais suplementados com 1,5% do PC é consequéncia da maior participacdo de
concentrado na dieta total e da maior digestibilidade de alimentos concentrados em
comparacao com forragens (NASEM, 2016)). Essa maior digestibilidade da MS das
dietas dos animais suplementados com 1,5% do PC é corroborada pelas maiores
concentracdes ruminais de AGCC, maiores propor¢cdes molares de acido propidnico,
menores relagdes C2:C3 e valores menores de pH ruminal. As concentragcdes mais
altas de N-NH3 no fluido ruminal de bovinos suplementados com 1,5% do PC, deve-
se primeiramente a maior ingestdo de N, e em segundo lugar, provavelmente a

maior digestibilidade da PB dessas dietas.

Apesar da auséncia de efeito de aditivos na concentragdo ruminal de N-NH3, a
suplementacdo com MOE+AM reduziu as propor¢des molares de acido isobutirico e
isovalérico no rimen, sugerindo menor deaminacao de AA de cadeia ramificada com
0 uso desse aditivo ou maior utilizagdo desses compostos para 0 crescimento
microbiano. Tanto a eficiéncia quanto a producéo de proteina microbiana foram mais
altas nos animais suplementados com MOE+AM que com monensina. E dificil
explicar o aumento de 29,8% em sintese microbiana com a suplementacdo de
MOE+AM sem reducao concomitante dos niveis de N-NH3 no fluido ruminal, assim
como ndo € possivel relacionar a variacdo na sintese microbiana com os CMOD no
presente estudo. Entretanto, nos animais suplementados com MOE+AM as
concentracfes molares de AGCC no rumen foram mais elevadas e os valores de pH
ruminal foram mais baixos, indicativos de processo fermentativo mais intenso no
rimen desses animais em comparacdo com 0S animais suplementados com

monensina sodica.

De acordo com Orskov (1982) e Mertens (1977), o crescimento microbiano
comeca a ser prejudicado apenas quando o pH ruminal cai abaixo de 6,2. No
presente estudo, a reducéo no pH ruminal de 6,18, nos animais suplementados com
monensina e 1% do PC para 5,86 nos animais suplementados com MOE+AM e
1,5% do PC néo foi deletéria para a eficiéncia de sintese microbiana, pelo contrério,

houve aumento na eficiéncia e na produgédo microbiana.

Considerando os valores meédios de N absorvido e de proteina microbiana
produzida pelos animais nos tratamentos com monensina e com MOE+AM, e o valor

de 64% de proteina metabolizavel para a proteina microbiana (NRC, 1996), a



52

suplementacdo com MOE+AM aumentou a propor¢cdo de proteina microbiana na
proteina metabolizavel de 55,94% para 83,47% em comparagcdo com a monensina.

3.5 CONCLUSAO

Em concluséo, para animais em pastagens tropicais de boa qualidade, o nivel de
suplementacao entre 1 e 1,5% PC interage com a fonte de aditivo e 0 aumento na
ingestdo de energia com nivel alto de suplementacdo ocorre em presenca de
monensina mas ndo de MOE+AM. A Monensina e MOE+AM estabelecem padrbes
de fermentacao ruminal distintos, com valores de pH ruminal e propor¢des molares
de propionato mais altos com monensina e com concentracdes de AGCC, de

acetato, eficiéncia e sintese microbiana mais altos com MOE+AM.
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ANEXOS

Tabela 1. Proporcdo dos ingredientes e composicdo quimica dos concentrados
fornecidos.

Ingredientes: Monensina MOE+AM*

1% 1,5% 1% 1,5%
Milho moido? 75,47 77,22 74,39 76,40
Farelo de Sojat 18,21 18,03 18,18 18,01
Ureial 1,86 1,40 1,86 1,40
Mineral (Monensina)! 4,46 3,35 - -
Mineral (Crina RumiStar)? - - 5,57 4,19
Totalt 100,00 100,00 100,00 100,00

1= 9%oMS da dieta; ’MOE+AM= Mistura de 6leos essenciais combinado com a-
amilase.

Tabela 2. Caracterizacao estrutural e composicdo morfolégica da Brachiaria
Brizantha cv. Xaraés durante o periodo experimental.

Periodos 30/06  20/07 9/08 29/08  Média
Altura, cm 34,5 32,0 32,5 29,3 32,1
Massa de forragem, kg ha™ 8289 7740 7574 7388 7748
Folha, %MS 2854 2419 2393 2281 2487
Haste, %MS 2435 2669 2812 2597 2628
Material Morto, %MS 3000 3201 3084 3411 3174
Folha, kg ha™ 34,42 29,18 28,86 27,52 30,00
Haste, kg ha™ 29,38 32,19 3392 31,32 31,71
Material Morto, kg ha™ 36,19 38,61 37,20 41,15 38,29

Folha: Haste 1,17 0,91 0,85 0,88 0,95
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Tabela 3. Composicdo bromatolégica e fracionamento da Brachiaria Brizantha cv.

Xaraés durante o periodo de junho a agosto de 2015.

Periodo 30/06 20/07 9/08 29/08 Média
MO, %MS 89,51 88,84 88,99 89,28 89,15
MM, %MS 10,49 11,16 11,01 10,72 10,85
PB, %MS 12,07 11,94 12,21 10,99 11,80
FDN, %MS 64,23 62,04 58,50 61,44 61,55
FDA, %MS 31,38 30,17 28,46 30,18 30,05
LIG, %MS 2,57 2,31 1,94 2,37 2,30
EE, %MS 2,31 1,84 2,50 2,28 2,23
Fracao proteica
A2 6,25 7,36 7,19 7,91 7,18
B12 41,56 20,62 30,22 20,73 28,28
B22 33,28 42,60 46,39 44,37 41,66
B32 12,69 23,54 11,11 18,61 16,49
C2 6,22 5,89 5,10 8,38 6,39
Fracdo dos carboidratos
CHOT, %MS 75,13 75,06 74,28 76,01 75,12
A+B13 6,44 10,11 15,09 11,82 10,86
B23 85,35 82,51 78,65 80,69 81,80
(o 8,21 7,39 6,27 7,48 7,34
Tabela 4. Composicdo quimica dos concentrados.
Monensina MOE+AM?* Médi

1% 1,5% 1% 1,5% edia
MO, %MS 93,41 94,13 93,26 93,71 93,63
MM, %MS 6,59 5,87 6,74 6,29 6,37
PB, %MS 19.17 19.69 17.57 18.50 18,73
FDN, %MS 15,12 14,93 14,27 14,08 14,60
FDA, %MS 4,24 3,92 4,79 4,16 4,28
LIG, %MS 0,48 0,23 0,63 0,51 0,46
EE, %MS 4,00 3,92 3,92 4,12 3,99

1= Ingredientes em % da Matéria seca; MM= matéria mineral; PB= proteina bruta;
FDN= fibra em detergente neutro; FDA= fibra em detergente acido; LIG= lignina;
EE= extrato etéreo; “MOE+AM= Mistura de 6leos essenciais combinado com a-

amilase.
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Tabela 5. Efeito do Aditivo, nivel de suplementacado e interagdo sobre o consumo de MS total (CMSt), forragem (CMSf), Matéria
organica (CMO), matéria seca digestivel (CMSD), fibra em detergente neutro (CFDN), proteina (CPB), Matéria organica digestivel
(CMOD) e a digestibilidade aparente da matéria seca (DMS), matéria organica (DMO), fibra em detergente neutro (DFDN) e na
proteina (DPB) da dieta.

Monensina MOE+AM? Valor de P?
ltem EPM?
1% 1,5% 1% 1,5% A N N*A
kg/animal/dia
CMSt 9,08b 11,24a 10,6a 10,66a 0,451 0,198 0,005 0,007
CMSf 4,61b 4,41b 5,76a 4,01b 0,391 0,239 0,005 0,023
CMO 8,20b 10,31a 9,64b 9,93b 0,408 0,105 0,001 0,008
CMSD 5,80c 7,37a 6,07bc 6,44b 0,441 0,190 0,001 0,021
CFDN 3,67b 3,78b 4,36a 3,35b 0,223 0,541 0,047 0,016
CPB 1,49c 1,85a 1,71b 1,85a 0,052 0,028 <,001 0,023
CMOD 5,39 6,93a 5,74b 6,24ab 0362 0,443 0,001 0,027
% Peso Corporal
CMStAs 1,82b 2,21a 2,09a 2,12a 0,081 0,220 0,008 0,019
CMSf 0,92b 0,87b 1,20a 0,77b 0,081 0,237 0,003 0,018
CMSD 1,14c 1,45a 1,18bc 1,26b 0,138 0,101 <,001 0,025
CFDN 0,73b 0,75b 0,86a 0,67b 0,065 0,554 0,064 0,032
CPB 0,30c 0,36a 0,33b 0,36a 0,367 0,051 <,001 0,056
Digestibilidade da dieta

DMS, % 63,72 65,93 57,19 60,39 2,743 0,001 0,085 0,743
DMO, % 66,17 67,93 59,76 62,43 2,755 0,001 0,169 0,772
DFDN, % 44,55 42,11 38,88 33,47 3,727 0,015 0,161 0,589
DPB, % 74,11 75,45 68,29 70,78 2,817 <,001 0,077 0,583

'EPM=Erro padrdo da média; “MOE+AM= Mistura de 6leos essenciais combinado com a-amilase; *Valores de P para efeito
Niveis de suplemento (N), aditivos (A), interacao (N*A).
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Tabela 6. Efeito do Aditivo, nivel de suplementacéo e interacdo sobre o pH, Amoénia ruminal e perfil de acido graxo de cadeia curta (AGCC).

item Monensina MOE+AM? EPM Valor de P?

1% 1,5% 1% 1,5% A N A*N
pH ruminal 6,18 6,01 6,07 5,86 0,070 0,004 <,001 0,673
Amaonia ruminal, mg dL 11,43 14,87 13,18 14,50 1,373 0,438 <,002 0,119
AGCC total, mM 72,51 79,98 87,10 106,00 10,182 <,001 <,001 0,123
Ac. Acético, mol/100 mol 65,36 62,27 67,06 63,40 0,929 0,001 <,001 0,496
Ac. Proprionico, mol/100 mol 21,66b 23,64a 18,62c 22,65b 1,121 <,001 <,001 0,012
Ac. Isobutirico, mol/100 mol 0,87a 0,90a 0,87ab 0,82b 0,111 0,039 0,717 0,041
Ac. Butirico, mol/100 mol 9,75 10,28 10,33 10,36 0,818 0,162 0,253 0,299
Ac. Isovalérico, mol/100 mol 0,85b 0,88a 0,84ab 0,80b 0,086 0,007 0,970 0,044
Ac. Valérico, mol/100 mol 0,95 1,11 0,98 1,10 0,088 0,767 <,001 0,376
C2:.C3 3,05b 2,75C 3,60a 2,91bc 0,172 <,001 <,001 0,006

MOE+AM= Mistura de 6leos essenciais combinado com a-amilase; “Valores de P para efeito Niveis de suplemento (N), aditivos (A) e interacéo

(N*A).
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Tabela 7. Efeito do Aditivo, nivel de suplementacdo e interagdo sobre o consumo, excrec¢ao, crescimento microbiano e eficiéncia
microbiana.

Monensina MOE+AM? Valor de P?
Item EPM

1% 1,5% 1% 1,5% A N A*N
N ingerido, g/dia 222,44c 295,63a 241,73b 276,70a 9,694 0,979 <,001 0,012
N fezes, g/dia 85,95 97,57 114,95 113,26 7,302 <,001 0,352 0,217
N absorvido, g/dia 136,49c 197,18a 126,77c 163,44b 9,588 0,003 <,001 0,077
Sintese microbiana,g/dia 978,90 844,00 1192,10 1173,50 125,36 0,045 0,552 0,651
Eficiéncia microbianat? 165,90 112,50 225,20 193,30 27,111 0,012 0,110 0,678

1= g Proteina microbiana/kg MOD; EPM=Erro padrdo da média. “MOE+AM= Mistura de 6leos essenciais combinado com a-
amilase.; *=Valores de P para efeito Niveis (N), aditivos (A), interacéo (N*A).



