Universidade de Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Oleos essenciais de laranja e Arnica montana como aditivos
alimentares para ovinos

Paulo César Gonzales Dias Junior

Tese apresentada para obtencao do titulo de Doutor
em Ciéncias. Area de concentracdo: Ciéncia Animal
e Pastagens

Piracicaba
2023



Paulo César Gonzales Dias Junior
Bacharel em Zootecnia

Oleos essenciais de laranja e Arnica montana como aditivos alimentares para

ovinos
versdo revisada de acordo com a resolucdo CoPGr 6018 de 2011

Orientador:
Prof. Dr. EVANDRO MAIA FERREIRA

Tese apresentada para obtengé&o do titulo de Doutor
Ciéncias. Area de concentragdo: Ciéncia Animal e
Pastagens

Piracicaba
2023



Dados Internacionais de Catalogagéo na Publicagéo
DIVISAO DE BIBLIOTECA - DIBD/ESALQ/USP

Dias Junior, Paulo César Gonzales

Oleos essenciais de laranja e Arnica montana como aditivos alimentares
para ovinos / Paulo César Gonzales Dias Junior. - - verséo revisada de
acordo com a resolucdo CoPGr 6018 de 2011.- - Piracicaba, 2023.

177 p.

Tese (Doutorado) - USP / Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”.

1. Aditivo 2. Cordeiros 3. Oleo essencial 4. Monensina sédica I. Titulo



DEDICATORIA

Dedico,

Aos meus pais, Paulo César Gonzales Dias e Janete Catalano Viégas Dias
por sempre estarem presentes, apoiando, incentivando e ndo medindo esfor¢os para

gue eu pudesse realizar meus sonhos.

Ao meu avd Antbnio Gonzalez Diaz (in memoriam) por ser o grande

protagonista da minha escolha pela Zootecnia.

A minha av6 Emilia Catalano Viégas (in memoriam) pelo amor incondicional,

exemplo de fé e serenidade.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida concedida para poder chegar até aqui.

Aos meus pais, Paulo César Gonzales Dias e Janete Catalano Viégas Dias,
pelo amor incondicional, perseveranca, cumplicidade e temor a Deus.

Ao meu irmdo Matheus Gonzales Dias pela amizade.

Aos meus avos Jodo Viégas e Alice Croco Dias por todo amor.

A Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, por proporcionar
excelentes condigdes de trabalho na condugéo dessa pesquisa.

Aos professores do Departamento de Zootecnia, por contribuirem com minha
formacao cientifica e pessoal.

Ao Prof. Dr. Evandro Maia Ferreira, pela orientacdo, confianca e
ensinamentos transmitidos ao longo desses anos.

A Prof. Dra. Iraides Ferreira Furusho Garcia e ao Dr. Rafael Canonenco de
Araujo, por todo suporte como membros do Comité de orientacéo.

A Prof. Dra. Carla Maris Machado Bittar, pela coordenacéo do Programa de
Pés-graduacdo em Ciéncia Animal e Pastagens e pela orientacdo no Programa de
Aperfeicoamento ao ensino — PAE na disciplina de Produc¢ao Animal .

A CAPES, pela concess&o da bolsa durante o doutorado.

Ao CNPq, pelo auxilio financeiro para conducao do projeto com 6leo essencial
de arnica (Processo n.° 427430/2018-6).

A FAPESP, pelo auxilio financeiro para conducédo do projeto com oOleo
essencial de laranja (Processo n.° 2021/01733-8).

Ao Daniel Polizel, por sempre estar disponivel em ajudar e pelos

ensinamentos transmitidos.



Aos membros do SIPOC, Isabela, Adrielly, Matheus (PPK), Leticia, Carol,
Natalia, Rhaissa, Jennifer, Nathalia, Brenda, Bela, Teresinha, Jamile, Janaina, Ana e
Tais, pelos momentos compartilhados e por toda ajuda na conducdo dos
experimentos.

Aos funcionarios do SIPOC, Sr. Roberto, Sr. Marcus, Adilson (Zica) e Joseval,
por toda ajuda e amizade.

A Luciana do Laboratério de Nutricdo e Reproducdo Animal (LNRA/ESALQ),
por todo suporte ao longo das analises laboratoriais e amizade.

A Regina do Laboratério Oleos e Gorduras (LAN/ESALQ), pela ajuda durante
as analises de perfil de &cidos graxos da carne.

A todos que nao foram mencionados, mas que contribuiram para que esse

trabalho se concretizasse.

Muito obrigado!



BIOGRAFIA

Paulo César Gonzales Dias Junior, filho de Paulo César Gonzalez Dias e
Janete Catalano Viégas Dias, nascido em 10 de junho de 1992, € natural de
Americana — SP. Ingressou ha graduacao em Zootecnia pela Universidade Federal de
Lavras, Lavras — MG em agosto de 2010, concluindo a graduacao em abril de 2016.
Em fevereiro de 2017 iniciou o Mestrado pelo Programa de PéOs-Graduacdo em
Zootecnia da Universidade Federal de Lavras, na area de Producdo e Nutricdo de
Ruminantes. Em fevereiro de 2019 iniciou o Doutorado pelo Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncia Animal e Pastagens da Escola Superior de Agricultura “Luiz e

Queiroz” — ESALQ-USP.



EPIGRAFE

“Enquanto houver vontade de lutar havera

esperanca de vencer”

Santo Agostinho



SUMARIO
(R R U 11V [ TR 11
A B S T R A C T .o e e 13
LIS T A DE FIGUR A ..o ettt et a e eenaes 15
LISTA DE TABELAS ... .o e e, 16
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ..o 18
L INTOAUGAOD. ... 21
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt e e ettt e e et r e et e v e 23
A = LY To W [N (1 (= €= L LU [ - OO 25
2.1 UTILIZACAO DE DIETAS COM ELEVADO TEOR DE CONCENTRADO .......ccvvneivnennnennnnns 25
2.2 CARACTERIZAGAO DOS OLEOS ESSENCIAIS ....cevtieeiieeeeieeeeneesaaneeeaaneeenneeeaneeenns 27
2.3 UTILIZACAO DE OLEOS ESSENCIAIS ...uuittiiiteitieieteeiieestnessteestessnessneessaessneesnaeenees 28
2.4 MoODO DE ACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS NO AMBIENTE RUMINAL ....cccvuevvieeernnennn 29
2.5 EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS NO RUMEN «...cueniteie et eeee e e e eeeeeeeeneeneeneens 31
2.6 EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS SOBRE O DESEMPENHO ...uvvviviieeeirieneeneeneneenseneens 35
2.7 EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS SOBRE O METABOLISMO LIPIDICO E O PERFIL DE
ACIDQS GRAXOS DA CARNE .. utt ittt ittt ettt a et ta et ta et ata e e ee et rata et ra et e rneeaernenees 37
2.8 OLEO ESSENCIAL DE ARNICA MONTANA ..ottt ettt ettt e et e e e e e e e eeeneens 39
2.9 OLEO ESSENCIAL DE LARANJIA ... evteeeee e e e e e e e e e ettt e e e et ettt e e e e e e e e eereaaee s 40
P22 O T Y [ ] E 1 42
REFERENCIAS ..ottt e e et e et e e et e e e e e e e e e e e e 46

3 Oleo essencial de laranja (Citrus sinensis) em dietas para cordeiros em
terminacdo: consumo e digestibilidade dos nutrientes, balanco de nitrogénio e

caracteristicas de fermentacao ruminal .............cccoooieiiiiiiiiiiiiii e 58
(TS U1 [ PP 58
Y 0111 - Vo U 59
G 200 N [N 12T 516 [0 60
3.2 MATERIAIS E METODOS ...uuiiiittuneaeettinaeaeettaaaaeetnnaaaeesnnaaaessansaaeessnnaeeessnnaaaeesnnns 61
3.2.1 Animais e instalagdes experimentais ..............veeeeieeeeeeiieiiiiiiiie e eeeeeeennns 61
3.2.2 Delineamento experimental, tratamentos e manejo alimentar ................ 61
3.2.3 Manejo alimentar e colheita de amostras ...........coccceeiiiiiiiiiiiiee e, 64
3.2.4 Digestibilidade aparente dos NULHENTES ...........uveiiiieieiiiiiiiie e, 64
3.2.5 Balango de NitrOgENI0 ........cceeeeeeeee e 65
3.2.6 Colheita de fluido ruminal...............uuiiiiiiiiiii e 65
3.2.7 Analises laboratoriais € CalCuloS ...........ccooeeiiiiiiii, 65
3.2.8 Caracterizacao dos compostos presentes no 6leo essencial ................. 67
3.2.9 ANalise eStatiStiCa.......ccceeeee e 68

3.3 RESULTADOS .. citiiiiiiiiiiie e e et e e e ettt e e e ettt e e e et e e e e ettt e e e e et e e e e eeaa e e e eesan e eeeesaans 68
3.3.1 Consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes .........cccccoeeevvivieeeens 68
3.3.2 Balango de NitrOgENI0 ........ccoeeeeeeeieeeeeeeeee e 71
3.3.3 Caracteristicas de fermentacdo ruminal ............cccooeeeei 73

I B B 1LV LS1o7 Y TR 75



3.4.1 Consumo de nutrientes e digestibilidade...........cccccccoeeiiiiiiiiiiiiiciee, 75
3.4.2 BalanGo de NItrOGENIO .........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieebiebbe b 76
3.4.3 Caracteristicas de fermentacao ruminal............cccccviiiiiiieeiieeeiiicce e, 76

3.5 CONCLUSAOD ...ttt ettt ettt ettt e ettt e e e ettt e e e et ab e e e e eeb e e e e eeba e e e eeananaeas 77
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ee et 78

4  Oleo essencial de laranja (Citrus sinensis) em dietas para cordeiros em
terminacdo: desempenho, comportamento ingestivo, caracteristicas de carcaca,

morfologia do epitélio ruminal e perfil de &cidos graxos da carne............cccccvvvvvnnnnns 81
RESUMIO ... e e e et e e e e e nnans 81
Y 0151 7= Vo S UURPPTPURRN 82
7t R 1N 270 ] 0T @ 1 83
4.2 MATERIAIS E METODOS ..ccttuuitettuuaaeetttnaeaettinaaeeestinaaaeesssaaeeessanaaeeesnnnaeaeesnnnaaaeees 84
4.2.1 Local, animais e instalagdes experimentais .............coeeevvvvvviiiiiiieeeeeeeennnns 84
4.2.2 Delineamento experimental, tratamentos e manejo experimental........... 84
4.2.3 Comportamento INGESHIVO..........ccevvuiuiiiiee e e e e e e e eeeaens 88
4.2.4 Abate dos animais e caracteristicas de carcaga ............cccccceeeeeeriiinnnnnnn 89
4.2.5 Avaliacdo morfolégica do epitélio ruminal ............ccooooeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeen, 90
4.2.6 ANAliSes [aboratOrials ............cuuuuuimuiiiiiiiiir e 90
4.2.7 Determinacdo do perfil de acidos graxos da carne, indices de atividade
enzimatica e valor NULACIONAL ..............uuuueuiieiiiiiiiiiii e 91
4.2.8 Caracterizacdo dos compostos presentes no 6leo essencial................... 92
4.2.9 ANAlISE EStAtISTICA. ... uuuuuuiiiiiiiiiiiiii 93

G T ST 7Y 1 £ 3 94
4.3.1 Desempenho e caracteristicas de Carcaga...........cccoeuvuvvvreeeeeeeeeesininenne 94
4.3.2 Comportamento INGESHIVO...........covuuiuiiiiiee e e e eenaans 96
4.3.3 Caracterizacdo do epitélio ruminal ............ccoovviiiiiiiiie i e, 98
4.3.4 Perfil de &cidos graxos da carne, indices de atividade enzimética e valor

010 (T o] = PP 100

A4 DISCUSSAD ...cetuieiieeeie ettt ettt e ettt e et et e et et e et e e et e e e eaa e e ea e naaaae 103
4.4.1 Desempenho e caracteristicas de carcaca..........cccceeeeeeeeeeeeeeviniiiieeeeennn. 103
4.4.2 Comportamento INGESTIVO. ........uuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiibe e 105
4.4.3 Avaliacdo morfolégica do epitélio ruminal ...........ccccceeveiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 106
4.4.4 Perfil de &cidos graxos da carne, indices de atividade enzimética e valor

010 (T = PP 107

A5 CONCLUSAO ..uuuieiitte e ettt e e et e e et e e e e et e e e e e et e e e e eaa e e e e e et e e e e eana e e e eeenanns 108
REFERENCIAS ..ottt ettt eae et e et e et eeteeteeae e eee e 108

5 Efeitos do 6leo essencial de Arnica montana sobre o consumo e digestibilidade
dos nutrientes, fermentacao ruminal e retengéo de nitrogénio em cordeiros confinados
113

5.1 INTRODUGAOD ...cttiiiitiie et ettt e et e e e e e e e b et e e e e b s e e e b e e ebeeaeenees 115
5.2 MATERIAL E METODOS ...tittuieeeettiaeeeettiaeeesttaaeeeesnnaasesssnaesessnnaaeesnnnaaeeesnnnens 116
5.2.1 Animais e instalagOes experimentaisS. ...........coveveeviiiiinneeeeeeeeeiiiee e 116
5.2.2 Delineamento experimental, tratamentos e manejo alimentar............... 117
5.2.3 Manejo alimentar e colheita de amostras...........ccccceeeeveviiiiieeeeiien e, 119
5.2.4 Digestibilidade aparente dos NULHENTES.........cccevvvviviiiieieeeeeeeee e 119
5.2.5 BalanGo de NitrOgENI0.........uuuuuuuriiriiiiiiiiiiiiiiiiieeiieereaaeeeeeeeeeenanreeeeeaeaeennne 120

5.2.6 Colheita de fluido ruminal ..........oonieieiie e 120



10

5.2.7 Analises laboratoriais € Calculos ..., 120
5.2.8 Caracterizacdo dos compostos presentes no 6leo essencial ............... 122
5.2.9 ANalise eStatiStiCa.......ccoeeeeeiei e 123
5.3 RESULTADOS .. .ittiiiiiiite e e ettt e et e e e et e e e e e et e e e e e et e e e e eeba e e e e esba e aeeeannnaaaaees 124
5.3.1 Consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes ................ccceeveeeene 124
5.3.2 Balango de NItrOgENIO........cooiii i 126
5.3.3 Caracteristicas de fermentacdo ruminal ...............oooeoviiiiiiiiiiiiie e, 128
5.4 DISCUSSAD ... itette e eeett ettt ettt e e e et e e e e et e e e e e eba e e e e e et e e e eeba e aaees 130
5.4.1 Consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes ................ccceeeeeee 130
5.4.2 Balango de NitrOgENI0 ........cooiiiiiieeeeeeee e 132
5.4.3 Caracteristicas de fermentacdo ruminal ..............ocooooviiiiiiiiiiii e, 133
5.5 CONCLUSAOD ...iiittie ettt e ettt e e et e e e e et e e e e e eba e e e e e eba e e e e e st e e eeesnanaaaaees 134
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt et e et et e e st e stesaesee e, 135

6 Efeitos do Oleo essencial de Arnica montana no desempenho, comportamento
ingestivo, caracteristicas de carcaca, morfologia do epitélio ruminal e perfil de acidos

graxos da carne em cordeiroS CONfINAOS ...........uuuuuuriuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeaees 140
RESUMIO ... et e e e e e e e e e e e e e e e nna s 140
Y 0111 - Vo PP 141
(G A 1N T 10 07X 142
6.2 MATERIAIS E METODOS ..cutuuiiiittineaeiatiaaeeestaaeaeessaaeaeessanaaaeessnnaeaeesnnnaaaeesnnnns 143
6.2.1 Local, animais e instalacfes experimentais............ccceeeeeeerveervviineeeeenn. 143
6.2.2 Delineamento experimental, tratamentos e manejo experimental ........ 144
6.2.3 Comportamento INGESHIVO .......ccoiiiiiiiiiiieie e e 147
6.2.4 Abate dos animais e caracteristicas de Carcaca ............ccccuvveeeeereeeennnne 147
6.2.5 Avaliacdo morfoldgica do epitélio ruminal.............cccoooeeeiiiiiiiiiiiieneee, 148
6.2.6 Analises laboratoriaiS..........ooooeviiiiiii 149
6.2.7 Determinacdo do perfil de acidos graxos da carne, indices de atividade
enzimatica e valor nutricional ..., 150
6.2.8 Caracterizacdo dos compostos presentes no 6leo essencial ............... 151
6.2.9 ANAlISE eStatiStiCa ......cooee e 152

G T {1 U 7Y T 1 PP 153
6.3.1 Desempenho e caracteristicas de carcaca ..........cccceeeeeeeeeereirniiieeeeeennn. 153
6.3.2 Comportamento INGESTIVO ........cooeeeeeeeeee e 155
6.3.3 Caracterizacdo do epitélio ruminal..............ccooovviiiiiiiii e, 158
4.5.1 Perfil de &cidos graxos da carne, indices de atividade enzimética e valor

(10 (Tt F= | TR 160

I B 1101 U110 PP 163
6.4.1 Desempenho e caracteristicas de carcaca ...........cccceeeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeenn. 163
6.4.2 Comportamento INGESTIVO .......ccoeveeeeeeieeeeeee e 165
6.4.3 Caracterizacdo macroscopica do epitélio ruminal..............ccooeeeeeeenenn. 166
6.4.4 Perfil de acidos graxos da carne, indices de atividade enzimatica e valor
LWL i g TodTo] o -1 PRSP 167

R I 0] N1 I 17 Y@ LU 170

REFERENCIAS ..ottt ettt ae s ene e 171



11

RESUMO

Oleos essenciais de laranja e Arnica montana como aditivos alimentares para
ovinos

Foram conduzidos quatro experimentos com cordeiros confinados recebendo
dietas com 90% de concentrado com o objetivo de avaliar os efeitos dos 6leos
essenciais de laranja (OEL) e Arnica montana (OEAM) sobre a fermentacao ruminal,
o desempenho e o perfil de &cidos graxos da carne. A hipGtese é que os 6leos
essenciais estudados tenham capacidade de modular os produtos da fermentacéo
ruminal, melhorar o desempenho e o perfil de &cidos graxos da carne, similarmente a
monensina sodica. Experimento 1: Foram utilizados 10 cordeiros, canulados no
ramen, distribuidos em delineamento em quadrado latino duplo (5 x 5). Os tratamentos
experimentais foram: LO — controle negativo (dieta sem inclusdo de aditivo); L100 —
inclusdo de 100 mg de OEL/kg de MS; L500 — 500 mg de OEL/kg de MS; L1000 —
1000 mg de OEL/kg de MS; M25 — controle positivo (25 mg de monensina sddica /kg
de MS). O aumento nos teores de OEL na dieta ndo afetou o consumo de nutrientes.
Porém, a inclusdo de OEL aumentou o consumo de MS, MO, PB, FDN, CNF e NDT
em relacdo a M25. O aumento nos teores de OEL reduziu linearmente a digestibilidade
do CNF, mas nao alterou a digestibilidade dos demais nutrientes. A digestibilidade do
CNF foi maior nas dietas contendo OEL em comparacdo a M25. A dieta M25 teve
menor digestibilidade do CNF que LO. As dietas com OEL tiveram maior consumo e
absorcao de nitrogénio (N) em comparacéo a M25. O aumento nos teores de OEL nédo
influenciaram a concentragao total e a proporcdo molar dos acidos graxos de cadeia
curta (AGCC). A concentracao total de AGCC foi menor para M25 em relagéo a LO. O
pH ruminal e a concentragdo de ambnia no rimen nao foram afetados pelos
tratamentos experimentais. Experimento 2: Foram utilizados 40 cordeiros distribuidos
em delineamento experimental em blocos completos casualizados. Os tratamentos
experimentais foram os mesmos descritos para o Experimento 1. Houve aumento
linear para o consumo de matéria seca (CMS), ganho de peso médio diario (GMD),
eficiéncia alimentar (EA), peso corporal ao abate (PCA), peso de carcaca quente
(PCQ), peso de carcaca fria (PCF) com o aumento nos teores de OEL. O tratamento
M25 teve menor CMS, GMD e PCA em relacdo aos demais tratamentos. A incluséo
de OEL na dieta promoveu aumento no somatério de acidos graxos monoinsaturados,
melhorou o indice de promocdo a saude humana (IPS) e reduziu o indice de
trombogenicidade em relacdo a M25. As dietas com OEL tiveram maior relacédo entre
os &cidos graxos da série n-6 e n-3 (n-6/n-3) comparado a M25. Experimento 3:
Foram utilizados 5 cordeiros, canulados no rimen, distribuidos em delineamento em
quadrado latino (5 x 5). Os tratamentos experimentais foram: AO — controle negativo
(dieta sem inclus&o de aditivo); A450 — inclusao de 450 mg de OEAM/kg de MS; A900
— 900 mg de OEAM/kg de MS; A1350 — 1350 mg de OEAM/kg de MS; M25 — controle
positivo (25 mg de monensina sddica/kg de MS). Os teores crescentes de OEAM nao
afetaram o consumo de nutrientes, mas aumentaram linearmente a digestibilidade da
proteina bruta. As dietas com OEAM tiveram maior CMS em relagdo a M25. Por sua
vez, M25 teve menor CMS que AO. A digestibilidade dos nutrientes ndo diferiu na
comparacao entre M25 vs. A0 e OEAM vs. M25. O aumento nos teores de OEAM
conferiu reducéo linear de N na urina, o que foi associado a reducao linear na
concentracdo de amoénia no rumen. As dietas com OEAM proporcionaram maior
retencdo de N em relacdo a M25. Houve efeito quadratico na proporcdo molar de
acetato para o aumento de OEAM na dieta, com menor valor para A450. Dietas com
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OEAM tiveram menor pH ruminal em relacédo a M25. A dieta M25 proporcionou maior
pH ruminal que AO. Experimento 4: Foram utilizados 40 cordeiros distribuidos em
delineamento experimental em blocos completos casualizados. Os tratamentos
experimentais foram os mesmos descritos para o Experimento 3. O aumento nos
teores de OEAM conferiu efeito quadratico sobre o CMS, com maior CMS para o
tratamento A450. Houve aumento linear no GMD, PCA, PCQ e PCF. A dieta M25
prejudicou o desempenho dos cordeiros quando comparada aos teores de OEAM e
AO0. Os teores de OEAM promoveram aumento linear no tempo de ingestao, e efeito
guadratico no tempo de ruminacéo, mastigacéo e ingestdo de agua. Na comparacao
entre os teores de OEAM e M25, houve maior tempo de ruminagcédo e mastigacéo, e
menor tempo em 06cio e de ingestdo de agua para as dietas com OEAM. O aumento
na inclusdo de OEAM reduziu a proporcdo de C6:0; C17:0; C18:0; C18:1 trans-11,
C22:6 n-3 e 0 somatoério de acidos graxos saturados. Como também, aumentou
linearmente a concentragdo de C18:2 cis-9, cis-12; C18:3 cis-9, cis-12, cis-15, o
somatorio dos acidos graxos poli-insaturados e o somatério dos n-6 (2n-6). As dietas
com OEAM reduziram a propor¢ao de C16:0, C17:0, C18:0 e aumentaram a proporgéao
de C18:2 cis-9, cis-12, o somatorio dos acidos graxos saturados, o Zn-6 e a relacéo
n-6/n-3 quando comparadas a M25. A utilizacdo de OEAM melhorou o valor nutricional
da gordura da carne de cordeiro, tendo como base a reducdo na proporcéo
hipocolesterolémico/hipercolesterolémico (h/H) e aumento no IPS.

Palavras-chave: Aditivo, Desempenho, Metabolismo, Monensina, Ovino
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ABSTRACT

Essential oils of orange and Arnica montana as feed additives for sheep

Four experiments were conducted with feedlot lambs receiving diets containing
90% concentrate, with the objective of evaluating the effects of the essential oils of
orange (OEO) and Arnica montana (AMEO) on rumen fermentation, performance, and
meat fatty acid profile. The hypothesis is that the essential oils studied can modulate
rumen fermentation products, and improve performance and meat fatty acid profile,
similar to sodium monensin. Experiment 1: Ten lambs were used, cannulated in the
rumen, and distributed in a double Latin square design (5 x 5). The experimental
treatments were: LO - negative control (diet without additive inclusion); L100 - inclusion
of 100 mg OEO/kg DM; L500 - 500 mg OEO /kg DM; L1000 - 1000 mg OEO/kg DM,;
M25 - positive control (25 mg sodium monensin /kg DM). Increasing the OEO content
in the diet did not affect nutrient intake. However, the inclusion of OEO increased the
intake of DM, OM, CP, NDF, NFC, and TDN relative to M25. The increase in OEO
contents linearly reduced the digestibility of NFC but did not change the digestibility of
the other nutrients. The NFC digestibility was higher in diets containing OEO compared
to M25. The M25 diet had lower NFC digestibility than LO. Diets containing OEO had
higher intake and uptake of nitrogen (N) compared to M25. Increased OEO content did
not influence the total concentration and molar ratio of short-chain fatty acids (SCFA).
The total concentration of SCFA was lower for M25 compared to LO. Rumen pH and
ammonia concentration in the rumen were not affected by the experimental treatments.
Experiment 2: Forty lambs were used in a randomized complete block design. The
experimental treatments were the same as described in Experiment 1. There was a
linear increase in dry matter intake (DMI), average daily weight gain (ADG), feed
efficiency (FE), body weight at slaughter (BWS), hot carcass weight (HCW), cold
carcass weight (CCW) with increasing OEO contents. The M25 treatment had lower
DMI, ADG, and BWS compared to the other treatments. The inclusion of OEO in the
diet promoted an increase in the sum of monounsaturated fatty acids, improved the
human health promotion index (HPI), and reduced the thrombogenicity index relative
to M25. Diets with OEO had a higher ratio of n-6 to n-3 series fatty acids (n-6/n-3)
compared to M25. Experiment 3: Five lambs, cannulated in the rumen, were used,
and distributed in a Latin square design (5 x 5). The experimental treatments were: A0
- negative control (diet without additive inclusion); A450 - inclusion of 450 mg AMEO/kg
DM; A900 - 900 mg AMEO/kg DM; A1350 - 1350 mg AMEO/kg DM; M25 - positive
control (25 mg sodium monensin/kg DM). The increasing levels of AMEO did not affect
nutrient intake but linearly increased crude protein digestibility. The diets with AMEO
had higher DMI compared to M25. In turn, M25 had a lower DMI than AO. Nutrient
digestibility did not differ when comparing M25 vs. A0 and OEAM vs. M25. The
increase in AMEO levels conferred a linear reduction of N in urine, which was
associated with a linear reduction in ammonia concentration in the rumen. Diets with
AMEO provided higher N retention compared to M25. There was a quadratic effect on
the molar acetate ratio for increasing AMEO in the diet, with the lowest value for A450.
Diets with AMEO had lower rumen pH compared to M25. The M25 diet provided higher
rumen pH than AO. Experiment 4: Forty lambs were used and distributed in a
randomized complete block design. The experimental treatments were the same as
described in Experiment 3. The increase in AMEO content conferred a quadratic effect
on the DMI, with a higher DMI for the A450. There was a linear increase in ADG, BWS,
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HCW, and CCW. The M25 diet impaired lamb performance when compared to AMEO
and AO. The AMEO contents promoted a linear increase in the ingestion time, and a
guadratic effect in rumination time, chewing, and water ingestion. In the comparison
between AMEO and M25, there were longer rumination and chewing times, and
shorter idle time and water intake for diets with AMEO. The increase in AMEO inclusion
reduced the proportion of C6:0; C17:0; C18:0; C18:1 trans-11, C22:6 n-3, and the sum
of saturated fatty acids. As well, it linearly increased the concentration of C18:2 cis-9,
cis-12; C18:3 cis-9, cis-12, cis-15, the sum of polyunsaturated fatty acids and the sum
of n-6 (£n-6). The diets with AMEO reduced the proportion of C16:0, C17:0, C18:0 and
increased the proportion of C18:2 cis-9, cis-12, the sum of saturated fatty acids, Zn-6
and the n-6/n-3 ratio when compared to M25. The use of AMEO improved the
nutritional value of lamb meat fat, based on the reduction in the
hypocholesterolemic/hypercholesterolemic (h/H) ratio and an increase in HPI.

Keywords: Additive, Performance, Metabolism, Monensin, Sheep
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1 INTRODUCAO

A monensina sédica por modular a fermentacdo ruminal, melhorar o
desempenho e a eficiéncia alimentar, € o principal aditivo ionéforo utilizado em dietas
de animais ruminantes (Silvestre; Millen, 2021). No entanto, por ser um antibiotico,
sua utilizacdo e de outros aditivos ionéforos passou a ser questionada na alimentacéo
animal (Abadi et al., 2019) devido ao risco de resisténcia aos antibioticos utilizados na
medicina humana. Nesse cenario, a comunidade cientifica passou a buscar moléculas
alternativas que proporcionem efeitos semelhantes aos ion6foros, que sejam seguras
ao consumo humano e aceitas pela sociedade consumidora (Ben et al., 2019; He et
al., 2020).

Dentre as possibilidades naturais destacam-se 0s 0leos essenciais. Essas
substancias possuem aparéncia oleosa e sdo compostas por moléculas volateis e
aromaticas, as quais sao formadas no metabolismo secundario das plantas e podem
ser encontradas nas diferentes partes das mesmas. Nos Oleos essenciais sdo
encontrados majoritariamente dois grupos quimicos, o0s terpendides e o0s
fenilpropandides (Calsamiglia et al., 2007). Esses compostos possuem propriedades
antimicrobianas, antioxidantes, antifUngicas e antiparasitarias, e dessa forma tém
demostrado grande potencial como aditivos alimentares na nutricdo de ruminantes.

Os 6leos essenciais, devido ao seu potencial em modular a fermentacao
ruminal podem reduzir a producdo de metano, a relacdo acetato:propionato e a
producdo de amodnia. Essas alteracbes tornam o rumen energeticamente mais
eficiente e melhoram a eficiéncia na utilizagdo dos nutrientes da dieta, possibilitando
melhor desempenho animal (Andri et al., 2020; Calsamiglia et al., 2007). A maioria
das pesquisas conduzidas até o momento avaliaram os efeitos dos 6leos essenciais
em experimentos in vitro. Porém, o nimero de pesquisas in vivo torna-se mais
recorrente (Nehme et al., 2021; Torres et al., 2021, 2020). O aumento nas pesquisas
in vivo decorre da necessidade do conhecimento sobre as melhores doses, como
também as interacdes dos 0leos essenciais com a dieta e o ambiente ruminal, uma
vez que as doses praticadas in vitro parecem nédo ser aplicaveis em estudos in vivo.

Estima-se que mais de 3.000 tipos de Oleos essenciais sejam conhecidos,
desses cerca de 300 possuem importancia comercial e séo relevantes
economicamente (Calsamiglia et al.,, 2007). Dentre os 6leos essenciais, pode-se

destacar o 6leo essencial de laranja (Citrus sinensis) e o 6leo essencial de Arnica
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montana, 0s quais demostram grande potencial de uso na medicina humana e na
formulacdo de cosméticos (Geraci et al., 2017; Sugier et al., 2019). Na alimentacéo
de ruminantes, o 6leo essencial de laranja utilizado como aditivo alimentar demostrou
efeitos promissores sobre a fermentagédo ruminal e o desempenho animal (Crane et
al., 1957; Kotsampasi et al., 2018; Samii et al., 2016). No entanto, os trabalhos
disponiveis destacam a necessidade de mais pesquisas com o 0Oleo essencial de
laranja para que se possa fazer uma recomendacdo mais precisa. Quanto ao 6leo
essencial de Arnica montana, ndo séo encontrados relatos sobre sua utilizagdo como
aditivo para ruminantes, mas devido ao potencial antimicrobiano desse 6leo sobre
bactérias Gram-positivas (Kriplani et al., 2017), acredita-se que ele possa
desempenhar funcdo semelhante a monensina sodica sobre o metabolismo ruminal e
o desempenho animal. Além disso, ndo ha informacdes disponiveis na literatura sobre
a utilizacdo desses 6leos essenciais em dietas com elevada inclusdo de concentrado
para cordeiros.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes teores de 6Oleo
essencial de laranja e 6leo essencial de Arnica montana em substituicdo & monensina
sodica em dietas contendo 90% de concentrado, sobre as caracteristicas de
fermentacdo ruminal, o consumo e a digestibilidade dos nutrientes, o balanco de
nitrogénio, o ganho de peso, as caracteristicas de carcaca, o comportamento
ingestivo, a morfologia do epitélio ruminal e o perfil de acidos graxos da carne de

cordeiros terminados em confinamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Utilizagdo de dietas com elevado teor de concentrado

Dietas com elevada incluséo de concentrado favorecem o aumento do ganho
meédio diario de peso (GMD) e da eficiéncia alimentar (Carlis, 2021; Deng et al., 2012;
Eckermann, 2021). Além disso, possibilitam a producédo de carcacas com melhor
conformac&o e acabamento (Brito et al., 2017; Gallo et al., 2014). E relatado também
que a utilizacdo dessas dietas ndo compromete as caracteristicas sensoriais e a
aceitabilidade da carne de cordeiro pelo consumidor (Gkarane et al., 2019; Safiudo et
al., 2000).

Dietas com elevada inclusdo de concentrado sdo baseadas majoritariamente
pela inclusdo de carboidratos nao fibrosos, sendo o amido o principal carboidrato
dessa fracdo. Nos confinamentos de bovinos de corte no Brasil, o principal ingrediente
utilizado como fonte de amido € o milho (Silvestre; Millen, 2021). Esse alimento pode
ser utilizado na dieta a partir de diversos niveis de processamento, 0s quais visam
melhorar a digestibilidade do amido tanto no ramen quanto no intestino (Owens et al.,
1997). Entretanto, apesar de alguns niveis de processamento se mostrarem mais
eficientes em potencializar a digestibilidade do amido, o milho moido ainda é a forma
mais empregada nos confinamentos (Silvestre; Millen, 2021).

O amido é destacado por possuir elevada taxa de degradacéo ruminal quando
comparado a outros carboidratos (Owens; Soderlund, 2006; Rooney; Pflugfelder,
1986). A maior taxa de degradacdo associada ao amido proporciona maior
disponibilidade de energia no rumen, refletindo em aumento no crescimento
microbiano e proporcionando maior digestibilidade da matéria seca (MS) e da matéria
organica (MO) (Cantalapiedra-Hijar et al., 2009). O aumento na digestibilidade da MS,
devido ao aumento na degradacgéao do amido, favorece o consumo de energia e reflete
em reducdo no consumo de matéria seca (CMS; NRC, 2007). Além disso, a maior
inclusdo de amido na dieta influencia a producédo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), com aumento expressivo na concentracado de propionato e diminuicdo na
relacédo acetato:propionato (Orskov; Ryle, 1990; Rodrigues, 2016).

O propionato esta relacionado a maior retengcdo de energia digestivel, pois
durante sua sintese parte da energia perdida em rotas bioquimicas para producao de

acetato e butirato é recuperada (Rodrigues, 2016). Para cada mol de glicose
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fermentado, 109% de energia pode ser recuperada na producdo de propionato,
enquanto para o acetado e butirato a taxa de recuperacdo € de 62 e 78%,
respectivamente (Orskov; Ryle, 1990). O aumento na sintese de propionato esté
intimamente associado a redu¢cdo na produgcdo de metano, o qual pode representar
uma perda de energia digestivel de até 12% (Van Soest, 1994). Por sua vez, a reducao
na producdo de metano ocorre devido a utilizacdo de Hz no processo de sintese de
propionato, que seriam utilizados para producdo de metano. Vale destacar também,
que além dos processos relacionados ao ruamen, o propionato, por meio da
gliconeogénese no figado, é utilizado como precursor para sintese de glicose em
ruminantes (Leng et al., 1967; Loncke et al., 2020).

Apesar dos pontos positivos na utilizagdo de dietas com elevada inclusdo de
concentrado, essas sao desafiadoras a saude e ao funcionamento adequado do
ramen, devido a capacidade de reduzir o pH ruminal (Nagaraja; Lechtenberg, 2007).
O declinio do pH ruminal é decorrente do aumento na producdo e concentracdo de
acidos orgéanicos no rumen, reflexo do aumento na digestibilidade da dieta e da taxa
de absorcéo limitada de AGCC pelo epitélio ruminal (Aschenbach et al., 2011). O baixo
pH ruminal por periodos prolongados pode afetar a ingestdo de alimento, o
metabolismo microbiano, a digestibilidade da dieta, como também esta relacionado a
processos inflamatoérios e a diarreia (Dijkstra et al., 2012). A reducéo do pH ruminal
resulta em quadros de acidose, distarbio metabdlico, classificado em duas classes:
acidose subclinica e acidose clinica. A acidose subclinica é caracterizada quando o
pH ruminal se encontra na faixa de 5,5 a 5,0. Esse tipo de acidose contribui para
perdas econdmicas acentuadas, pois reduz o desempenho devido ao menor CMS,
reduz a digestibilidade e contribui para a incidéncia de abcesso hepatico (Nagaraja;
Lechtenberg, 2007). Por sua vez, a acidose clinica se da pelo pH ruminal abaixo de
5,0, 0 que é resultado do aumento na concentracdo de acido latico no ramen. O D-
lactato é o grande responséavel por essa disfuncao fisiolégica. Quadros de acidose
clinica sao perceptiveis nos animais, pois 0s sintomas séo evidentes.

Tendo em vista 0s prejuizos e desafios associados ao pH ruminal quando
dietas de alto concentrado sé&o praticadas, a adaptacdo dos animais é primordial para
0 sucesso desse manejo nutricional. Protocolos de adaptacdo em escada e de
restricdo sao eficientes para a inclusdo de dietas ricas em concentrado em
confinamentos. Porém, o protocolo em escada é o mais utlizado entre os

confinamentos brasileiros de bovinos de corte (Silvestre; Millen, 2021). No entanto,
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além dos protocolos de adaptacéo, a utilizacdo de aditivos alimentares também &
destacada como uma ferramenta de manejo eficiente. A monensina sodica, principal
aditivo ionéforo utilizado nos confinamentos (Silvestre; Millen, 2021), ja é bem
estabelecida em regular positivamente o pH ruminal em dietas ricas em concentrado
para cordeiros (Gastaldello et al., 2013). Por outro lado, aditivos naturais como alguns
Oleos essenciais também séo destacados por melhorias na estabilidade do pH
ruminal. No entanto, esse efeito € dependente da composi¢ao do 6leo essencial e da
dose utilizada (Nehme et al., 2021).

2.2Caracterizacao dos 0Oleos essenciais

Oleos essenciais s&o substancias lipofilicas, liquidas e volateis obtidas das
mais variadas partes das plantas (flores, cascas, colmos, sementes, frutos, folhas e
raizes). Os Oleos essenciais podem ser obtidos por prensagem, extracdo com
solventes organicos, extragdo por CO2 supercritico, hidrodestilagédo e destilagdo a
vapor (Nehme et al., 2021; Perricone et al., 2015). Uma caracteristica marcante que
difere os 6leos essenciais das substancias lipidicas é a volatilidade e a variacao de
sua composicdo entre as diferentes partes da planta, e entre as diferentes espécies
de plantas (Dorman; Deans, 2000). A composicdo quimica dos 0leos essenciais pode
variar conforme o clima, estacdo do ano, condicGes geograficas, genética da planta,
periodo de colheita e da técnica de extracdo (Nehme et al., 2021; Patra, 2011). Estima-
se gue mais de 3.000 tipos de Oleos essenciais sejam conhecidos, desses cerca de
300 possuem importancia comercial e sdo relevantes economicamente (Calsamiglia
et al., 2007).

Os Oleos essenciais possuem aparéncia oleosa e sdo compostos por
moléculas formadas no metabolismo secundario das plantas pelas vias do acido
chiquimico e do acido mevalbnico (Loza-Tavera, 1999). Pela via do acido chiquimico
sao formados aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptofano e tirosina) e compostos
fendlicos (flavonoides e nédo flavonoides). Pela via do 4cido mevalbnico sao formados
os terpenos ou isoprenos (limoneno, B-cariofileno, cinamaldeido e capsaicina). Os
terpenos podem ser classificados conforme o numero de unidades de isopreno
(molécula com 5 atomos de carbono), sendo: C5 = hemiterpeno; C10 = monoterpeno;

C15 = sesquiterpeno; C20 = diterpeno; C30 = triterpeno; C40 = tetraterpeno e
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unidades maiores sdo chamadas de politerpeno. Além disso, os terpenos podem ser
sub-classificados conforme o grau de ciclizacdo da molécula, ou seja, como aciclicos
(moléculas abertas), monociclicos, biciclicos e aromaticos (Dewick, 1999).

As moléculas que compdem os 0Oleos essenciais possuem papel ecolégico
fundamental, pois agem como mensageiros quimicos entre as plantas e o ambiente.
O termo “essencial” faz referéncia a “esséncia”, que esta relacionado a capacidade
dessa substancia em fornecer sabores e odores caracteristicos a muitas plantas
(Calsamiglia et al., 2007). O fato dos 6leos essenciais se destacarem no campo da
medicina humana e dos cosméticos advém de suas propriedades anti-inflamatoria,
antibacteriana, antifingica, antioxidante, antiparasitaria, antiprotozoario e inseticida
(Burt, 2004; Knobloch et al., 1989).

2.3 Utilizacdo de Gleos essenciais

A utilizacdo e o conhecimento das propriedades curativas dos Oleos
essenciais remetem as antigas civilizacdes (Guenther; Althausen, 1948), sendo uma
das formas mais antigas empregadas na medicina humana (Bauer et al., 2008).

Na alimentacdo de ruminantes, os primeiros relatos da utilizacdo de 6leos
essenciais datam das décadas de 50 e 60. No trabalho de Crane et al. (1957) foi
avaliado o potencial antibacteriano in vitro do limoneno e do pineno e observado que
esses terpenos demostraram potencial na mitigacdo de metano. No estudo in vitro de
Borchers (1965), a utilizacdo de timol reduziu o processo de desaminacdo, o que
resultou em diminui¢do na concentracdo de aménia no rimen. Apesar dos resultados
promissores dos 6leos essenciais como moduladores da fermentacdo ruminal, esses
ganharam mais ateng&do da comunidade cientifica a partir de 2006, quando a Uniéao
Europeia proibiu a utilizagdo de antibioticos na alimentagédo de ruminantes (diretiva
1831/2003/CEE, Comissdo Europeia, 2003). A alegacdo para essa proibicdo é a
presenca de residuos de antibiéticos na carne ou no leite, os quais podem contribuir
para o desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibidticos utilizados na
medicina humana (Benchaar et al., 2008; Calsamiglia et al., 2007; Rofiq, 2016).
Associado a isso, é importante destacar também a mudanca no comportamento dos
consumidores, 0s quais nas ultimas décadas passaram a buscar por alimentos mais
seguros e que possibilitem melhor qualidade de vida (Nehme et al., 2021). Sendo

assim, o0s Oleos essenciais como outros aditivos alimentares naturais (taninos e
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saponinas) tém ganhado maior visibilidade e espaco na alimentacdo de ruminantes
como moduladores da fermentacéo ruminal e do desempenho animal.

Apesar do grande interesse pela utilizagdo de produtos naturais como aditivos
alimentares para ruminantes, a maioria das pesquisas realizadas destacam os efeitos
de 6leos essenciais em experimentos in vitro. No entanto, esse cenario tem mudado
e 0 numero de pesquisas in vivo tem aumentado nos ultimos tempos (Nehme et al.,
2021; Torres et al.,, 2021, 2020). O aumento nas pesquisas in vivo decorre da
necessidade do conhecimento sobre as melhores doses, como também as interacfes
dos Oleos essenciais com a dieta e o ambiente ruminal, uma vez que as doses
praticadas in vitro parecem nao ser aplicaveis em estudos in vivo.

Nos ultimos anos varios produtos comerciais surgiram propondo a utilizacédo
de Oleos essenciais na forma de blends, formado por um mix de éleos essenciais ou
compostos especificos (Newbold et al., 2004; Samii et al., 2016). A comunidade
cientifica deu mais atencdo para a avaliacdo desses produtos, como também tem
investigado novas combinacdes entre Oleos essenciais (Geraci et al., 2012;
Spanghero et al., 2008). O interesse sobre as combina¢fes de 6leos essenciais ou
compostos especificos se da ao efeito sinérgico ou aditivo, como também o efeito
deletério, o qual pode comprometer os efeitos esperados principalmente sobre a
fermentacao ruminal (Calsamiglia et al., 2007).

Outro ponto de destaque e atencao sobre a utilizacédo de 6leos essenciais na
alimentacdo de ruminantes é a pratica do encapsulamento, a qual visa aumentar a
estabilidade e reduzir as perdas de compostos presentes nos 6leos essenciais
(Nehme et al., 2021). Além disso, o encapsulamento favorece a distribuicdo

homogénea e propicia o controle da taxa e liberagdo no ambiente ruminal.

2.4 Modo de acado dos Oleos essenciais no ambiente ruminal

As primeiras evidéncias cientificas que descrevem as propriedades
antimicrobianas dos 6leos essenciais surgiram apés o inicio do século XX (Hoffmann;
Evans, 1911). Desde ent&do, muitos compostos foram descobertos e estudados. Os
mecanismos de acao dos 6leos essenciais sdo bem compreendidos. Entretanto, muito
conhecimento ainda precisa ser elucidado, devido a infinidade de compostos
existentes (Calsamiglia et al., 2007; Jafari et al., 2019; Lambert et al., 2001).
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O mecanismo de acdo destacado como responsavel pela acédo antibacteriana
esta relacionado a capacidade dos 6leos essenciais em causar danos a parede celular
bacteriana, desnaturando e coagulando proteinas ou alterando a permeabilidade da
membrana (Benchaar et al., 2008). A alteracdo na permeabilidade da membrana
acarreta a fuga de ions e outros compostos citoplasmaticos. Essas alteracbes
reduzem o gradiente ibnico transmembrana e conduz ao agravamento de processos
essenciais para manutencédo celular, como o transporte de elétrons, translocacao de
proteinas, fosforilagéo e reacdes dependentes de enzimas (Burt, 2004; Rofig, 2016).
Nesse processo, inicialmente as bactérias conseguem contrabalancear os efeitos do
extravasamento de ions acionando suas bombas i6nicas, um processo que requer
energia e reflete em menor disponibilidade de energia para o crescimento bacteriano
(Calsamiglia et al., 2007). E importante considerar também que o extravasamento
exagerado de ions e moléculas vitais pode levar a morte celular.

O efeito antibacteriano dos 0leos essenciais esta associado a forma iénica
dos compostos, uma vez que somente a forma nao ionizada, devido a sua
hidrofobicidade, conseguem interagir com a membrana celular. Por isso, ambientes
acidos tendem a manter os compostos na sua forma néo ionizada, maximizando o
efeito antimicrobiano. Essa informacao no contexto pratico seria viabilizada a partir da
utilizacdo de dietas com elevada inclusdo de concentrado, as quais favorecem a
gueda do pH ruminal (Calsamiglia et al., 2007).

Os compostos presentes nos 6leos essenciais podem variar quanto ao modo
de acao e o potencial antibacteriano no ramen. A partir da avaliacdo da producéo de
gases em um experimento in vitro, Dorman et al. (2000) observaram que
monoterpenos oxigenados possuem maior taxa de inibicdo aos microrganismos do
ramen em relacdo aos monoterpenos hidrocarbonados. Ultee et al. (2002)
descreveram que compostos oxigenados como carvacrol, eugenol e timol possuem
elevado efeito antibacteriano. As substancias bioativas presentes nos o6leos
essenciais podem atuar tanto em bactérias Gram-positivas como em Gram-negativas.
Bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis ao efeito antibacteriano, devido a
auséncia da membrana externa rica em lipopolissacarideos (Dorman; Deans, 2000),
possibilitando efeitos semelhantes aos ionéforos sobre o ambiente ruminal. Por outro
lado, bactérias Gram-negativas sdo menos sensiveis e 0 efeito antimicrobiano nesse

caso é dependente da dose utilizada, como também dos compostos presentes no 6leo
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essencial, pois moléculas de baixo peso molecular podem ultrapassar a membrana

via proteinas de transmembrana (Benchaar; Greathead, 2011).

2.5 Efeito dos 6leos essenciais no rimen

A investigacao dos Oleos essenciais em ruminantes refere-se, principalmente,
a sua atuacao no riumen e tem demostrado resultados promissores como moduladores
da fermentacdo ruminal (Calsamiglia et al., 2007; Jafari et al., 2019; Rofig, 2016).
Beneficios como melhoria na eficiéncia alimentar, decorrente da maior eficiéncia
energética da dieta, aumento na propor¢cdo molar de propionato e diminuicdo da
desaminacéo e da producao de metano, sao resultados frequentemente obtidos com
a utilizacdo de 6leos essenciais na nutricdo de ruminantes (Benchaar; Greathead,
2011; Calsamiglia et al., 2007; Jahani-Azizabadi et al., 2019; Torres et al., 2021, 2020).

Oleos essenciais podem manipular a fermentagéo ruminal e geram alteracées
nas populacées microbianas do rimen, como confirmado em experimento de biologia
molecular (Ferme et al., 2004). Assim, diversas pesquisas foram realizadas,
principalmente in vitro e em menor quantidade in vivo, visando identificar agentes
potenciais dos 6leos essenciais com a finalidade de desenvolver aditivos alternativos
gue melhorem os processos bioldgicos no rimen (Cobellis et al., 2016; Patra, 2011).

A concentracao total de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no rumen é
geralmente pouco afetada (Chaves et al., 2008; Meschiatti et al., 2019; Parvar et al.,
2018; Patra, 2011). Estudos in vitro demonstraram efeitos dose dependentes, onde a
elevada inclusédo de 6leo essencial normalmente inibe o processo de fermentacéo,
com queda notavel na concentracao total de AGCC e baixa degradacéo de substrato
(Macheboeuf et al., 2008). Busquet et al., (2006) observaram que diferentes doses (0,
3, 30 e 300 mg/L) de uma ampla gama de 6leos essenciais e compostos (anis, tea
tree, carvacrol, anetol e eugenol) ndo afetaram a concentracdo total de AGCC. No
mesmo estudo, a dose de 3000 mg/L (dose mais alta) foi responsavel pela redugéo
na concentracdo de AGCC. Em experimentos in vivo foi observado aumento na
concentracéo total de AGCC no rumen quando cordeiros foram suplementados com
cinamaldeido na dose de 0,2 g/kg de MS (Chaves et al., 2008). Benchaar et al. (2008)
destacaram que ha um numero limitado de trabalhos reportando aumento na
concentracdo de AGCC e que a maioria dos trabalhos publicados ndo observam

alteracOes sobre esse parametro.
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As respostas do 6leo essencial sobre a concentracdo total de AGCC esta
intimamente ligada ao tipo de dieta utilizada (Benchaar et al., 2008; Torres et al.,
2021). Quando vacas em lactacdo foram alimentadas com silagem de alfafa ou
silagem de milho, com a adi¢do de 750 mg/dia de uma mistura de 6leos essenciais, a
concentracdo total de AGCC néo foi alterada (Benchaar et al., 2007b). Entretanto,
Benchaar et al. (2008) destacaram que dietas ricas em grdos associadas a
suplementacdo com 0leos essenciais favorecem o aumento na concentracao total de
AGCC. Por outro lado, esse efeito nao foi observado em dietas com elevada incluséo
de forragem. Os mesmos autores relataram que o efeito dos 6leos essenciais sobre a
concentracdo de AGCC ¢é dose dependente, e que altas doses podem reduzir a
concentracéao total de AGCC devido a diminuicao na digestibilidade da dieta.

Quanto a proporcdo molar dos AGCC, alguns autores reportaram aumento de
propionato (Benchaar et al., 2007a), como também ha relatos de reducao ou auséncia
de efeito sobre a propor¢cdo molar desse AGCC (Akram et al., 2021; Nehme et al.,
2021). Em relacdo ao efeito da dose, Torres et al. (2021) relataram reducdo na
concentracdo de propionato até a taxa de inclusdo de 500 mg/kg de MS de dleo
essencial na dieta para bovinos. Por sua vez, é destacado que a utilizacao de 6leos
essenciais na dieta é frequentemente relacionada ao aumento na proporcédo molar de
butirato (Benchaar et al., 2008). E relatado que a variacdo na proporcdo molar dos
AGCC se deve ao efeito associativo entre 0 6leo essencial, a dose e a dieta utilizada
(Akram et al., 2021; Khiaosa-Ard; Zebeli, 2013; Torres et al., 2021, 2020). O tempo de
suplementacao também pode exercer efeito significativo sobre a propor¢cdo molar dos
AGCC. Torres et al. (2020) destacaram em meta-analise que a suplementacdo com
6leo essencial até 30 dias contribui para reducao na proporcdo molar de acetato, e
acima desse periodo ha aumento na proporcdo de acetato. Soltan et al. (2018)
observaram que a concentracdo de propionato aumentou até a segunda semana de
suplementacdo com 6leo essencial, e ap0s a segunda semana, a concentracdo de
propionato se manteve estavel. Cobellis et al. (2016) destacaram que a resposta de
ruminantes a suplementacéo com oOleo essencial € afetada pela capacidade que os
microrganismos possuem de degradar os compostos bioativos, como também a
adaptacdo dos microrganismos do rimen a esses compostos.

E destacado que os efeitos dos 6leos essenciais sdo dependentes do pH
ruminal. Cardozo et al. (2005) observaram que alguns Oleos essenciais puros

possuem impacto mais pronunciado sobre o perfil de AGCC em pH ruminal baixo. Os
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mesmos autores propuseram que o status das moléculas de 6leo essencial, isto €, se
estdo na forma ionizada ou néo ionizada é altamente dependente do pH ruminal. Da
mesma forma, Spanghero et al. (2008) observaram que uma mistura de Oleos
essenciais, modificou a propor¢cdo molar de AGCC, com redugéo na proporgao de
acetato e na relacdo acetato:propionato, mas apenas quando o pH do rumen era
baixo. Benchaar et al. (2008) reportaram que a utilizacdo do cinamaldeido em pH=7,0
favoreceu o aumento na relagéo acetato:propionato, enquanto em pH=5,5 a presenca
desse mesmo composto favoreceu a reducéo dessa relagéo.

A utilizacdo de 6leo essencial também pode reduzir a producdo de metano
(Calsamiglia et al., 2007; Nehme et al., 2021). Torres et al. (2020) relacionaram a
diminuicdo na producdo de metano a reducdo na populacdo de protozoarios. Os
autores observaram uma diminuicdo de 16% na populagdo de protozoarios quando
ovinos foram suplementados com 06leo essencial. Torres et al. (2021) destacaram o
efeito inibitério dos Oleos essenciais sobre bactérias Gram-positivas e aumento na
propor¢cdo molar de propionato, eventos relacionados a reducdo na producdo de
metano. Do ponto de vista energético, é altamente vantajoso a diminuicdo na
producdo de metano, uma vez que esse é responsavel por até 20% da energia perdida
na forma de gases (Cottle et al., 2011; Jafari et al., 2019). Vale destacar também que
a diminuicdo na producdo de metano esta relacionada a producdo animal de forma
sustentavel, uma vez que o metano € considerado um dos gases responsaveis pelo
efeito estufa (Cottle et al., 2011).

Quanto ao efeito dos 6leos essenciais sobre o metabolismo proteico no
rimen, sao frequentes os relatos de diminui¢cdo na producao de amdnia (Akram et al.,
2021; Calsamiglia et al., 2007; Nehme et al., 2021). Esse efeito é associado a reducdo
na populacdo de bactérias hiperprodutoras de amdnia no rimen (Benchaar et al.,
2008; Wallace, 2004). Wallace et al. (2002) observaram que as bactérias
hiperprodutoras de aménia, o Clostridium sticklandii e Peptostreptococcus anaerobius
sao sensiveis a presenca de uma mistura de compostos (timol, eugenol, valina e
limoneno) in vitro. Em relacdo ao tempo de suplementacéo, Torres et al. (2020)
destacaram a partir de uma meta-analise que os efeitos in vivo dos 6leos essenciais
sobre a produgdo de amonia no ramen ocorrem de forma mais pronunciada até 30
dias de suplementacdo, apdés esse periodo a concentracdo de amonia volta a
aumentar, o que foi associado a adaptacao ou modificacdo da comunidade microbiana

presente no rumen. Benchaar et al. (2008) enfatizaram que os efeitos dos 6leos
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essenciais sobre o metabolismo proteico no rimen sé&o dependentes da composi¢cao
do 6leo, como também da dose utilizada. Os mesmos autores destacam que os efeitos
sobre a concentracdo de amoénia estdo intimamente associados a sensibilidade dos
protozodrios aos compostos bioativos nos 6leos, uma vez que 0s protozoarios
possuem atividade proteolitica e de desaminacédo. De modo geral, os 0leos essenciais
parecem nao alterar a atividade proteolitica no ramen, mas ha relatos de que esses
atuam principalmente sobre a fase final do metabolismo proteico no rimen, ou seja,
sobre o processo de desaminacdo (Benchaar et al., 2008; Rofig, 2016). E importante
destacar que os efeitos dos 6leos essenciais sobre o metabolismo proteico séo
dependentes da dieta (Patra, 2011). Benchaar et al. (2008) descreveram que o nivel
de inclusédo de proteina bruta (PB) na dieta pode ser determinante sobre a influéncia
dos dleos essenciais no metabolismo proteico, dietas com elevada inclusdo de PB
reduzem o efeito dos 6leos essenciais quando comparado a dietas com baixa incluséo
de PB.

Além dos beneficios apontados na utilizagdo de 6leos essenciais como
modulares da fermentacdo ruminal, pesquisadores tem se interessado pelos efeitos
dos compostos secundarios de plantas sobre a populacdo de microrganismos
produtores de lactato, visando selecionar plantas que contenham substancias
capazes de auxiliar no combate a acidose ruminal (Hutton et al., 2009).

O efeito dos 6leos essenciais sobre a manutencdo do pH ruminal sao
divergentes. Nehme et al. (2021) apontaram que o uso de 6leos essenciais refletiu em
aumento do pH ruminal. No entanto, 0s mesmos autores destacaram que esse
resultado é dependente da composicao do 6leo e da dose utilizada. Doses maiores
tem maior potencial em aumentar o pH ruminal, porém esse beneficio é relacionado
concomitantemente a reducao na concentracao total de AGCC e na digestibilidade da
dieta. Torres et al. (2020; 2021) ndo observaram efeito dos 6leos essenciais sobre 0
pH ruminal de ovinos e bovinos. Mirzaei-Alamouti et al. (2016) também nao
observaram impacto dos 6leos essenciais (2 g/dia) quando cordeiros receberam dieta
contendo 80% de concentrado e 20% de forragem.

Sobre a digestibilidade, Torres et al. (2020) ndo observaram efeito da
utilizagdo de 6leos essenciais para ovinos sobre a digestibilidade da MS e da MO,
mas destacaram reducdo na digestibilidade da PB e aumento na digestibilidade da
FDN. O aumento na digestibilidade da FDN foi devido ao aumento na populacao de

Fibrobacter succinogenes, bactéria celulolitica com alta atividade na degradacédo de



35

fibra. No entanto, Cobellis et al. (2016) destacaram inconsisténcia nos resultados de
digestibilidade da dieta quando Oleos essenciais foram utilizados. Nehme et al. (2021)
correlacionaram a divergéncia dos resultados associados a digestibilidade, a fonte e
a composicdo do Oleo essencial, como também a metodologia utilizada em cada

estudo.

2.6 Efeito dos 0leos essenciais sobre o desempenho

Informacgfes sobre o desempenho de ruminantes recebendo 6leos essenciais
ainda séo escassas na literatura, pois grande parte dos trabalhos publicados relataram
resultados obtidos em experimentos in vitro. Os resultados negativos encontrados em
trabalhos in vivo utlizando Oleos essenciais podem ser atribuidos ao
desconhecimento das melhores doses, como também as possiveis interagdes com a
dieta e com o0 ambiente ruminal.

Ja se constatou reducdo no CMS ao utilizar 6leos essenciais visando
manipular a fermentacdo ruminal. O fornecimento de 180 mg/dia de cinamaldeido
associado a 90 mg/dia de eugenol reduziu em 16% o CMS e em 14% a ingestao de
agua por novilhas de corte (Cardozo et al., 2006). Outro trabalho com diferentes doses
de 6leo essencial de Ferulago angulata na alimentac&o de cordeiros verificou reducao
de 7% no CMS, sem influenciar o ganho de peso diario (Parvar et al., 2018). No
entanto, ndo foi observado influéncia dos 6leos essenciais sobre o CMS de ovinos em
um estudo de meta-analise (Torres et al., 2020)

Oleos essenciais possuem, em sua grande maioria, cheiro e gosto bem
acentuados, o que pode afetar negativamente a aceitabilidade dos alimentos, sendo
a fonte do dleo e a quantidade fornecida fatores determinantes (Nehme et al., 2021).
Os efeitos dose dependentes foram demonstrados ao fornecer 0, 400, 800 e 1600
mg/dia de cinamaldeido para novilhas, constatando-se efeito quadratico sobre o CMS
(Yang et al., 2010). Logo, a definicdo da quantidade adequada a ser fornecida é fator
importante para o sucesso do uso de Oleos essenciais. Torres et al. (2021) reportaram
a partir de uma meta-analise que as doses de 6leo essencial utilizadas para bovinos
variaram, como segue: 50 — 100 mg/kg de MS (30,76%), 100 — 200 mg/kg de MS
(30,76%), 300 — 400 mg/kg de MS (11,54%) e 400 — 500 mg/kg de MS (26,92%). Para
ovinos as doses podem variar de 10 até mais de 1000 mg/kg de MS (Akram et al.,

2021; Torres et al., 2020). E importante destacar que a responsividade aos 6leos
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essenciais varia entre as espécies de ruminantes. Bovinos de corte sdo mais
responsivos quando comparados a bovinos leiteiros e pequenos ruminantes (Khiaosa-
Ard; Zebeli, 2013). A maior responsividade de bovinos de corte em relacdo aos
pequenos ruminantes se deve a diferenca no perfil da populacdo microbiana do
ramen, onde os pequenos ruminantes em funcdo do processo evolutivo sdo mais
aptos a degradar os compostos bioativos presentes nos 6leos essenciais (Khiaosa-
Ard; Zebeli, 2013; Torres et al., 2020).

Quanto ao desempenho, é relatado que a utilizacdo de éleos essenciais nao
prejudica o ganho de peso diario (Patra, 2011). No entanto, existem relatos de que a
diminuicdo no CMS pode impactar negativamente o ganho de peso e
consequentemente o peso final e a eficiéncia alimentar (Souza et al., 2019). Torres et
al. (2020) descreveram em meta-analise que doses de 6leo essencial para ovinos
acima de 100 mg/kg de MS reduzem o ganho de peso diario (GMD), enquanto doses
acima de 200 mg/kg de MS afetaram negativamente o peso de abate. Mirzaei-
Alamouti et al. (2016) n&o observaram aumento no GMD quando cordeiros receberam
Oleo essencial (2 g/dia) associado a uma dieta com 80% de concentrado. Parvar et al.
(2018) e Smeti et al. (2018) também néo observaram diferenca no GMD em cordeiros
suplementados com 6leo essencial. Meschiatti et al. (2019) observaram resultados
promissores utilizando blend comercial de 6leos essenciais (Crina Ruminants),
verificando maior GMD e peso ao abate em novilhos, sem efeito sobre a eficiéncia
alimentar, devido ao maior CMS em relacdo a dieta controle. Em outro trabalho,
novilhos receberam mistura de 6leos essenciais (Vertan), apresentaram eficiéncia
alimentar de 0,145, 0,158, 0,154 e 0,130 para o controle, monensina e 2 ou 4 g/dia da
mistura, respectivamente (Benchaar et al., 2006). Foi verificado efeito quadratico da
mistura de 6leos sobre a eficiéncia alimentar, sendo a dose de 2 g/dia a melhor.

A utilizac&o de 6leos essenciais também tem sido frequentemente relacionada
a reducéo de abcesso hepatico em ruminantes (Samii et al., 2016; Torres et al., 2021).
Esse efeito deve-se a acdo dos Oleos essenciais sobre a comunidade de bactérias
Fusobacterium necrophorum (Samii et al., 2016). Vale destacar também, que para
pequenos ruminantes a utilizacdo de 6leos essenciais pode favorecer o controle de
parasitoses como hemoncose e eimeriose (Aouadi et al., 2021; Pessoa et al., 2002;
Silva et al., 2021).
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2.7 Efeito dos 6leos essenciais sobre o metabolismo lipidico e o perfil de

acidos graxos da carne

Sao poucos os relatos sobre os efeitos dos 6leos essenciais no metabolismo
lipidico e no perfil de 4cidos graxos da carne. A maioria dos trabalhos esté voltada
para estudos sobre os parametros de fermentacédo e o desempenho animal. Apesar
disso, os trabalhos publicados demonstraram que os 6leos essenciais podem modular
positivamente o metabolismo de lipideos no ramen e alterar perfil de acidos graxos na
carne (Lourenco et al., 2010; Parvar et al., 2018; Smeti et al., 2018).

Devido ao efeito antimicrobiano, os 0leos essenciais, podem agir sobre
microrganismos responsaveis pelo processo de biohidrogenac¢édo (Lourenco et al.,
2010). Vasta et al. (2012) destacaram que 0s 0leos essenciais parecem exercer pouco
efeito sobre bactérias responséaveis pela lipélise no rimen. Por sua vez, Durmic et al.
(2008) relataram que alguns extratos vegetais e 0Oleos essenciais podem inibir o
crescimento e/ou atividade das bactérias Butyribrio fibrisolvens e Butyribrio
proteoclasticus, as quais estdo envolvidas no processo de biohidrogenac¢do ruminal.
Mcintosh et al. (2003) destacaram que as bactérias Butyribrio fibrisolvens em
comparacao a 21 cepas estudadas foram mais sensiveis a presenca de uma mistura
de 6leos essenciais (timol, eugenol, valina e limoneno). E destacado que nem todos
0s 0leos essenciais possuem potencial para modular comunidades de microrganismos
envolvidos na biohidrogenacgéao (Lourenco et al., 2010). Entretanto, Vasta et al. (2012)
destacam que mais trabalhos sdo necessarios para entender realmente qual o efeito
dos 6leos essenciais ou seus compostos especificos sobre as comunidades de
microrganismos relacionados com a biohidrogenacao ruminal dos acidos graxos.

Lourenco et al. (2009) observaram em experimento in vitro que a utilizagao
de 6leos essenciais ricos em limoneno e carvona resultou em acumulo de C18:2 cis-
9, trans-11 no rumen, o que foi descrito como um indicativo do comprometimento da
extensao total do processo de biohidrogenacao. Lourenco et al. (2008) verificaram em
experimento in vitro reducéo de 58% na biohidrogenacéo quando o cinamaldeido foi
suplementado na dose de 500 mg/L, observou-se também maior acimulo de acidos
graxos poli-insaturados (PUFA) e dos intermediarios da biohidrogenagéo, C18:2 trans-
11, cis-15, C18:2 trans-10, cis-12 e C18:1 trans-10. Os autores descaram no mesmo

estudo a inibicdo de 6% da biohidrogenac&o quando o eugenol (250 mg/L) foi utilizado.
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Apesar dos resultados promissores sobre a biohidrogenacéo, a literatura
destaca que mais pesquisas sao necessarias, pois os efeitos dos Oleos essenciais
ainda nao séao totalmente compreendidos quando se visa modular a biohidrogenacéo
ruminal. Além disso, os resultados observados em experimentos in vitro e in vivo sao
contraditorios, o que pode ser associado a adaptacdo dos microrganismos ruminais
ao Oleo essencial e/ou seus compostos. De acordo com Busquet et al. (2005), os
microrganismos sdo capazes de se adaptar a presenca de 6leos essenciais. 1sso
implica que os resultados obtidos in vitro devido a curta duragdo podem ser apenas
uma visao parcial do real impacto dos 6leos essenciais hos microrganismos ruminais
envolvidos na biohidrogenacao. Vasta et al. (2012) destacaram que a auséncia dos
efeitos observados in vitro e nos experimentos in vivo é o grande fator de
desencorajamento de muitos pesquisadores em estudar os efeitos dos Oleos
essenciais sobre a biohidrogenacao.

A utilizacdo de Oleos essenciais também pode melhorar a qualidade do perfil
de &cidos graxos da carne. Estudos demonstraram que a utilizacdo de Oleos
essenciais pode reduzir a proporcao de acidos graxos saturados e aumentar os poli-
insaturados, conferindo maior relacdo entre os acidos graxos poli-insaturados e
saturados, associado a maior proporcdo de acidos graxos 6mega-6 (n-6) e 6mega-3
(n-3) e consequentemente reducdo na relacdo n-6/n-3 (Parvar et al., 2018; Smeti et
al., 2018). Smeti et al. (2018) ainda destacaram que os resultados obtidos em seu
trabalho contribuiram para reducdo no indice de trombogenicidade, 0 que esta
correlacionado a menor incidéncia de doencas coronarias em humanos, refletindo em
melhor qualidade nutricional da gordura presente na carne de cordeiro. Vasta et al.
(2013) observaram que a utilizacao de 6leo essencial de Artemisia (400 mg/kg de MS)
aumentou a concentracdo dos acidos graxos C18:1 trans-11, C18:2 cis-9, trans-11,
C18:3 cis-9,12,15 e o total de acidos graxos PUFA na carne de cordeiros. Também
sdo encontrados trabalhos que ndo observaram efeito positivo dos 6leos essenciais
sobre o perfil de acidos graxos na carne de cordeiros e bovinos (Rivaroli et al., 2016;
Wang et al., 2020).

A utilizacdo de 6leos essenciais também pode influenciar de forma benéfica a
gualidade nutricional da carne, devido sua propriedade antioxidante. Cordeiros
recebendo diferentes teores (0, 250, 500 e 750 mg/kg de MS) de Ferulago angulata,
produziram carnes com menor indice de oxidacao lipidica pelo método do acido

tiobarbiturico (TBARS; Parvar et al., 2018). Do ponto de vista de qualidade da carne,
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a reducédo da oxidacao lipidica esta diretamente associada a melhor preservacao das
caracteristicas nutricionais, organolépticas e visuais da carne quando exposta no

varejo.

2.8 Oleo essencial de Arnica montana

A Arnica montana pertence a familia Asteraceae € uma planta perene e nativa
de regides de alta altitude (Figura 1). A Arnica montana teve origem na Europa Central,
mas se disseminou pelo norte da Asia, Sibéria e América do Norte (Kriplani et al.,
2017). E conhecida popularmente como arnica, arnica verdadeira, arnica das
montanhas, panaceia das quedas, tabaco-das-montanhas, quina dos pobres, etc. Na
medicina humana é utilizada para o tratamento de contusdes, inflamacdes, dores
musculares e reuméticas (Obon et al.,, 2012). Os extratos vegetais dessa planta
possuem atividade antibacteriana, antitumoral, antioxidante, anti-inflamatoria,

antifangica e imunomoduladora (Kriplani et al., 2017).

Figura 1. Arnica montana (Fonte: Maftei, 2019)

O Oleo essencial de Arnica montana € destacado com excelente efeito
antimicrobiano sobre bactérias Gram-positivas (Koo et al., 2000). A composicdo do
Oleo essencial pode variar quanto a parte da planta utilizada, o tipo de extracdo, como
também a regido e o clima onde a planta se desenvolveu (Kriplani et al., 2017). De
modo geral, o 6leo essencial proveniente das flores é rico em sesquiterpenos,
destacando predominantemente o B-cariofileno (Judzentiene e Budiene, 2009). O 6leo
essencial obtido da planta inteira apresenta maior concentracdo de monoterpenos
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(Kriplani et al., 2017), e o 6leo essencial obtido de rizomas e raizes possui maior
concentragdo de monoterpenos, com destaque para 0S compostos canfeno,
felandreno e limoneno (Kriplani et al., 2017; Sugier et al., 2020).

Atualmente o O6leo essencial de Arnica montana € estudado com foco
principalmente na satide humana. E relatado que o 6leo essencial de Arnica montana
possui efeitos positivos sobre a atividade antitumoral (Sugier et al., 2020),
antibacteriana (lauk et al., 2003; Kryvtsova et al., 2019), anti-inflamatoria (Silva Prade
et al., 2020) e antioxidante (Kryvtsova et al., 2019). O 6leo essencial de Arnica
montana também tem sido utilizado em tratamentos homeopaticos (Erkan et al., 2018;
Raza et al., 2021). Entretanto, na alimentacdo animal ndo ha relato da utilizacdo de

6leo essencial de Arnica montana como aditivo alimentar.

2.9 Oleo essencial de laranja

O Oleo essencial de laranja € composto majoritariamente por D-limoneno (>
90%). O D-limoneno é um composto incolor pouco solivel em agua, com cheiro
caracteristico de limdo, é destacado como componente majoritario dos Oleos
essenciais da casca de frutas citricas, como laranja, liméo, tangerina, toranja e lima
(Khan et al., 2019). A concentracdo de D-limoneno pode variar conforme o material
de origem, é relatado uma concentracao média de D-limoneno de 94% para tangerina,
91% para laranja, 72% para toranja e 65% para o liméo (Gonzalez-Mas et al., 2019).

A biossintese do limoneno ocorre nas glandulas secretoras das plantas pela
via do mevalonato a partir da condensacéo de isopentenil-pirofosfato e dimetilalil-
pirofosfato, que resulta na formacdo de geranil-pirofosfato, um composto de 10
carbonos (Wang et al.,, 2016). A Ultima reacdo na via biossintética do D-limoneno
envolve a ciclizacdo do geranil-pirofosfato em D-limoneno pela enzima limoneno
sintase (Ferreira, 2020). O D-limoneno produzido atua como substrato para sintese
de muitos outros monoterpenos monociclicos (carvona, carveol e alcool perilico)
(Gonzalez-Mas et al., 2019).

A destilacdo a vapor, separacdo mecanica e extragdo com solventes séo as
principais técnicas empregadas na indastria para obtencdo do 6leo essencial de
laranja. Porém, a extracdo mecéanica é a mais utilizada a nivel industrial, e se baseia
na prensagem das cascas para a extracao do 6leo, sendo frequentemente combinado

com a producéao de sumo (Pires et al., 2018). Mundialmente, estima-se que a producéo
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meédia de sucos citricos seja de 94,8 milhdes de toneladas por ano, sendo o Brasil 0
lider mundial (Pires et al., 2018). Globalmente, cerca de 15,6 milhdes de toneladas
séo residuos industriais, sendo os principais componentes dos residuos Uumidos da
casca, 0s aglcares, a celulose e hemicelulose, a pectina e o 6leo essencial (Lin et al.,
2013). Sendo assim, pode-se considerar o0 6leo essencial como um coproduto da
industria citricola, o que vai de encontro com 0 assunto em pauta e de grande
relevancia quanto a sustentabilidade (Freitas et al., 2021).

Atualmente, o 6leo essencial de laranja como fonte de D-limoneno tem
ganhado grande atencéo, pois se trata de um produto quimico renovavel, que possui
inUmeras e crescentes aplicacdes. Seus usos tradicionais, como aroma, fragrancia e
solvente verde, estdo se expandindo rapidamente, o que incluiu o D-limoneno como
um produto quimico de plataforma, termo utilizado para produtos renovaveis com
potencial de serem utilizados para diferentes fins (Ciriminna et al., 2014). O D-
limoneno j4 € destacado por seus efeitos antioxidante, anti-inflamatorio,
anticancerigeno, antibacteriano, imunomodulador e antiestresse em humanos
(Anandakumar et al., 2021; Gonzélez-Mas et al., 2019).

O D-limoneno é reconhecido como uma substancia segura (detendo o status
GRAS da Food and Drug Administration dos EUA) e incluido na Farmacopeia
Europeia. Por possuir baixa toxicidade, € seguro para o consumo humano. No entanto,
Silva et al. (2021) avaliando diferentes doses (200, 300 e 600 mg/kg de peso vivo) de
Oleo essencial de laranja para cordeiros com objetivo de investigar seus efeitos sobre
0S parasitas gastrointestinais reportaram que as doses tiveram efeitos adversos
guanto a toxicidade, mas que a dose de 600 mg/kg refletiu em sinais clinicos mais
graves e com maior duracao dos sintomas.

Na alimenta¢éo de ruminantes a avaliacdo in vitro do 6leo essencial de laranja
como fonte de D-limoneno demonstrou claro efeito antimicrobiano, quando associado
a dietas com elevada inclusdo de concentrado. Dentre os efeitos observados, vale
destacar o aumento na concentracdo de propionato e consequente diminuicdo na
producdo de metano (Crane et al., 1957). Estudos in vivo sdo escassos quanto a
utilizacao do D-limoneno como aditivo na alimentacdo. No entanto, Samii et al. (2016)
avaliou as doses 0, 10, 20, 40 e 80 mg de D-limoneno/kg de MS em associagdo com
dietas de alto concentrado para bovinos, e observaram efeito positivo da molécula
sobre a manutencdo do pH ruminal e da populacéo de Fusobacterium necrophorum,

a qual é responsavel pela incidéncia de abcesso hepatico. Em outro trabalho,
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Kotsampasi et al. (2018) utilizaram as doses de 133, 265 e 399 mg de 6leo essencial
de laranja/kg de MS de concentrado na alimentacéao de ovelhas leiteiras. Os autores
descreveram que o nivel de inclusdo de 300 mg aumentou a producdo média diaria
de leite, enquanto a dose de 450 mg melhorou a eficiéncia alimentar. Nesse mesmo
trabalho foi destacado que a dose de 300 mg repercutiu em aumento dos acidos
graxos saturados da gordura do leite e reducdo na concentracdo de acidos graxos
insaturados. Além disso, houve efeito linear a medida que as doses foram aumentadas
para a melhoria do status antioxidante tanto do plasma sanguineo quanto do leite, 0
gue é um indicativo de melhoria na saude do animal, repercutindo em melhor
gualidade do leite produzido. Além desses trabalhos, o D-limoneno também é utilizado
na composicdo de blends, os quais sdo compostos por um mix de varios 0leos
essenciais (Benchaar et al., 2006; Meschiatti et al., 2019; Rofig, 2016).

Os resultados in vivo apresentados na literatura para a utilizacdo do 6leo
essencial de laranja como fonte de D-limoneno séo positivos sobre a modulacdo da
fermentacdo ruminal e o desempenho animal. No entanto, ainda existem diversos
fatores que precisam ser investigados e elucidados para que o 6leo essencial de
laranja seja recomendado e utilizado em larga escala como uma ferramenta nutricional

nos sistemas de producao de ruminantes (Kotsampasi et al., 2018; Samii et al., 2016).

2.10 Monensina

A monensina é um poliéster carboxilico produzido pela cepa da bactéria
Streptomyces cinnamonensis. Surgiu nos Estados Unidos em 1971 para o controle de
coccidiose em aves (Chapman et al., 2010), mas com o tempo foi utilizada em diversas
areas da producdo de ruminantes. A utlizacdo de monensina em dietas de
crescimento e terminagdo tornou-se uma préatica alimentar convencional em varios
paises, pois pode aumentar a eficiéncia alimentar em torno de 8 a 12%. A melhoria
na eficiéncia energética tem sido atribuida a mudancgas nas raz6es molares de AGCC,
diminuicdo na producédo de metano e diminuicdo na degradac&o ruminal da proteina
dietética (Fonseca et al., 2019; Goodrich et al., 1984; Tedeschi; Gorocica-Buenfil,
2018). Alem disso, a utilizacdo de monensina em dietas contendo elevada proporc¢éao
de concentrado € associada a reducdo na incidéncia de disturbios metabdlicos
(Russell; Strobel, 1988; Tedeschi et al., 2003).
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A monensina de formula molecular CssHe2011 € considerada um antibidtico
poliéster, o qual refere-se a moléculas complexas com atividade antimicrobiana
contendo varios grupos éter ciclicos, sendo a monensina uma molécula penta ciclica
(Figura 2A). A monensina pode assumir conformacao ciclica onde os atomos de
oxigénio presentes no centro da estrutura podem se complexar com cations
especificos (Figura 2B). A monensina possui maior afinidade por ions Na* seguido de
K*, Rb* e Li*. Os grupos alquil (CHs) espalhados pela superficie externa da molécula
conferem efeito lipofilico, atribuindo motilidade a esse composto na membrana celular.
Dessa forma, a monensina atua como um transportador de ions, onde os ions Na*
sao transportados para fora da célula e os ions H* sdo simultaneamente transportados
para dentro da célula por difusdo passiva. Sendo assim, o efeito antimicrobiano da
monensina como de tantos outros aditivos ionéforos se baseia na perturbacdo do
gradiente intracelular, o que faz com que o microrganismo lance mao de processos
homeostéticos, como a ativacdo da ATPase. A ativacdo da ATPase visa exportar o
excesso de ions H* do meio intracelular, porém esse processo exige gasto de energia,
0 que implica na insuficiéncia de energia disponivel para o crescimento microbiano
(Schelling, 1984) (Figura 2C).

EXTRACELULAR INTRACELULAR
(Alto Na“, baixo K) (Alto K~, baixo Na)

ATP
e
ADP +P

Na”

Figura 2. A) Estrutura da monensina (Chapman et al., 2010). B) Conformacéo da
monensina quando ligada a um cation (Chapman et al., 2010). C) Diagrama
esquematico mostrando os efeitos hipotéticos da monensina (M) no fluxo ibnico em
Streptococcus bovis, adaptado de Russell e Strobel (1988).
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A suscetibilidade de acdo da monensina decorre da estrutura celular do
microrganismo. Bactérias Gram-negativas possuem parede celular contendo trés
camadas (membrana citoplasmética, membrana de peptidoglicano e membrana
externa), enquanto bactérias Gram-positivas possuem apenas duas camadas
(membrana citoplasmatica e membrana de peptidoglicano) (Nagaraja, 1995). Dessa
forma, bactérias Gram-positivas sdo mais suscetiveis aos efeitos da monensina, pois
nao possuem uma membrana externa, que serve como barreira protetora.

A monensina é utilizada na alimentacdo de ruminantes com objetivo de
modular o processo de fermentacdo. No metabolismo ruminal a monensina é
destacada principalmente por aumentar a producéo de propionato, reduzir a producao
de acetato, a relagdo acetato:propionato e a producdo de metano (Goodrich et al.,
1984; Ogunade et al., 2018; Tedeschi et al., 2003). A monensina também é associada
em melhorar o metabolismo proteico, pois sua utilizacdo esta relacionada a reducéo
na concentracdo de amébnia no rumen, reflexo da reducdo no processo de
desaminacdo (Russell et al., 1988). Também € destacado que a utilizacdo de
monensina na dieta pode reduzir a degradacao proteica no raimen (McGuffey et al.,
2001), o que consequentemente contribui para maior passagem de proteina dietética
para o intestino.

A monensina é bem estabelecida na literatura como um aditivo capaz de
melhorar a estabilidade do pH ruminal quando dietas ricas em graos séao utilizadas. A
monensina tem efeito comprovado sobre bactérias Streptococus bovis, as quais sao
destacadas como as principais produtoras de acido latico no ramen, o principal
responsavel pela reducdo do pH ruminal (Nagaraja et al., 1982). Além disso, a adi¢ao
de monensina na dieta pode levar a reducdo no CMS e no tamanho das refei¢cdes,
além de aumentar o numero de refeicdes (Goodrich et al., 1984), essa mudanc¢a no
padrdo de consumo reflete em menor quantidade de substrato disponivel para
fermentacao, possibilitando a melhor estabilidade do pH ruminal. Foi relatado também
gue a monensina pode aumentar a expressdo dos genes transportadores de
monocarboxilato 1 (MCT1) e transportadores de monocarboxilato 2 (MCT2), os quais
estdo associados ao transporte de AGCC no epitélio ruminal, a maior expressao
desses genes foi relacionada a melhor estabilidade do pH ruminal quando cordeiros
confinados receberam dieta contendo 90% concentrado e 10% de forragem (Mirzaei-
Alamouti et al., 2016).
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Com relacdo ao desempenho, a monensina é relacionada a reduc¢éo no CMS,
aumento no GMD e na eficiéncia alimentar (Duffield et al., 2012; Goodrich et al., 1984;
Torres et al., 2021). A utilizagdo de monensina em dietas contendo majoritariamente
forragem parece ter efeito mais pronunciado em melhorar a eficiéncia alimentar
guando comparado a dietas contendo elevada inclusdo de concentrado (Duffield et
al., 2012). E destacado que as respostas da monensina sobre o desempenho animal
séo dependentes da dose, tipo de animal, localizacdo geografica, sistema de manejo,
duracédo da alimentacéo e condi¢des experimentais (Duffield et al., 2012; Goodrich et
al., 1984).

Para ovinos, as doses de monensina séo estudadas desde a década de 70.
Nockels et al. (1978) estudaram diferentes teores (0, 5,5, 11, 22 e 33 ppm) de
monensina para cordeiros em confinamento. Os autores destacaram que as doses de
5,5 e 11 ppm proporcionaram maior GMD aos cordeiros quando comparadas as
demais doses. Nesse mesmo trabalho, a eficiéncia alimentar de modo geral foi
aumentada em 9% em relagdo ao tratamento controle, j& as caracteristicas de carcaca
nao foram alteradas pela inclusdo de monensina na dieta. Joyner et al. (1979)
avaliaram as doses de 0, 5, 10, 20 e 30 ppm de monensina para cordeiros sobre 0
crescimento e a eficiéncia alimentar. Os autores ndo observaram diferenca para o
GMD, mas relataram uma reducdo no CMS de 2 a 18% e melhora na eficiéncia
alimentar na ordem de 7 a 11% quando comparado ao controle. Nesse mesmo
trabalho, as doses de 10 e 20 ppm de monensina favoreceram a reducao na perda de
energia nas fezes, urina e metano em relacdo ao controle. Além disso, a monensina
favoreceu a retencéo de energia e nitrogénio dietético. Polizel et al. (2021) associaram
diferentes doses de monensina (0, 8, 16 e 24 mg/kg de MS) a uma dieta contendo
90% de concentrado e 10% de forragem para cordeiros em confinamento, foi
observado reducéo no CMS e efeito quadratico no GMD e na eficiéncia alimentar, com
maiores valores para a dose de 8 mg de monensina/kg de MS. No mesmo trabalho,
0S autores avaliaram o metabolismo ruminal e destacaram que as doses de
monensina nao influenciaram o consumo e a digestibilidade dos nutrientes. Porém, foi
observado efeito quadratico para propor¢cao de acetato, a relacdo acetato:propionato
e 0 pH ruminal, sendo a dose de 16 mg/kg de MS responsavel por reduzir a propor¢ao
de acetato e a relacdo acetato/propionato, essa mesma dose também proporcionou
maior estabilidade ao pH ruminal. Apesar dos resultados observados na literatura,

ainda néao existe uma recomendacao definitiva para inclusdo de monensina em dietas
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para cordeiros (Polizel et al., 2021). No entanto, a dose de 25 mg/kg de MS parece
ser a mais utilizada em estudos que utilizaram ou compararam a monensina a outro
tipo de aditivo (Lodi et al., 2019; Moura et al., 2017).

Além dos efeitos sobre o metabolismo ruminal e o desempenho animal, a
inclusdo de monensina na dieta também pode modular o perfil de acidos graxos dos
produtos oriundos de ruminantes. Estudos sugerem que as alteracdes no perfil de
acidos graxos estao associadas ao efeito antimicrobiano da monensina, o qual pode
inibir o Ultimo passo da biohidrogenacdo ruminal (Fellner et al., 1997; Jenkins et al.,
2003). Em bovinos leiteiros a utilizacdo de monensina € destacada por aumentar as
concentracfes de C18:1 trans-11 e C18:2 cis-9, trans-11 (Silva-Kazama et al., 2010).
Para cordeiros em confinamento, observou-se que a utlizagdo de monensina
favoreceu o aumento dos acidos graxos intermediarios da biohidrogenacgéo na carne,
como também observou aumento expressivo na propor¢cdo de C18:2 cis-9, trans-11
(Franca, 2011). Por outro lado, Ladeira et al. (2014) e Xu et al. (2014) ndo observaram
alteracd@o no perfil de &cidos graxos da carne de novilhos recebendo monensina. Ja
Kuss et al. (2006) reportaram que a utilizagdo de monensina prejudicou o perfil de

acidos graxos da carne de bovinos.
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3 OLEO ESSENCIAL DE LARANJA (Citrus sinensis) EM DIETAS
PARA CORDEIROS EM TERMINACAO: CONSUMO E
DIGESTIBILIDADE DOS NUTRIENTES, BALANCO DE
NITROGENIO E CARACTERISTICAS DE FERMENTACAO
RUMINAL

Resumo

O dleo essencial de laranja (OEL) demonstra efeitos promissores sobre a
fermentacdo ruminal. Porém, mais pesquisas s80 necessarias para que o OEL seja
empregado nos sistemas de producdo de ruminantes. O objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito de teores de OEL como aditivo alimentar sobre o consumo e a
digestibilidade dos nutrientes, o balanco de nitrogénio e as caracteristicas de
fermentacdo ruminal em cordeiros confinados. Foram utilizados dez cordeiros
mesticos Dorper x Santa Inés, com peso médio inicial de 38,8 + 2,58 kg (média +
desvio padrdo) e aproximadamente um ano, castrados e canulados no rumen. Os
cordeiros foram distribuidos em delineamento em quadrado latino duplo 5 x 5. Os
tratamentos experimentais foram: LO - controle negativo (dieta padrdo sem incluséo
de aditivo); L100 - incluséo de 100 mg de OEL/kg de MS; L500 - incluséo de 500 mg
de OEL/kg de MS; L1000 - inclusdo de 1000 mg de OEL/kg de MS; M25 - controle
positivo (dieta contendo 25 mg de monensina sodica/kg de MS). Todas as dietas
continham 90% de concentrado e 10% de volumoso (feno de Coastcross). O aumento
nos teores de OEL n&o afetou o consumo dos nutrientes (MS, MO, PB, EE, FDN, FDA,
CNF e NDT). No entanto, o tratamento M25 teve menor consumo de MS, MO, PB,
FDN, CNF e NDT em relagédo aos tratamentos com OEL (P < 0,05). Nao houve
diferenca para o consumo de nutrientes na comparacdo entre M25 e LO. Houve
reducdo linear (P < 0,01) na digestibilidade do CNF com o aumento de OEL na dieta,
a digestibilidade dos demais nutrientes néo foi afetada pelos teores de OEL. A dieta
M25 teve menor (P < 0,01) digestibilidade do CNF comparado as dietas com OEL e a
LO. O consumo de nitrogénio (N) néo foi afetado pelos teores de OEL. Porém, as
dietas com OEL tiveram maior (P = 0,03) consumo de N em relacéo a dieta M25. O
consumo de N néo diferiu entre M25 e LO. O N absorvido nao foi influenciado pelos
teores de OEL. A dieta M25 teve menor (P < 0,05) absorcao de N quando comparada
as dietas com OEL e LO. A quantidade de N retido (g/dia, g/kg de N ingerido e g/kg de
N absorvido) néo diferiram entre os tratamentos. A concentracdo total e a proporcao
molar dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e a relacéo acetato:propionato (A:P)
nao foram afetadas pelos teores de OEL. As caracteristicas de fermentagdo ruminal
nao diferiram entre as dietas com OEL e M25. A concentracéo total de AGCC foi
menor (P = 0,05) na dieta M25 em relacdo a LO. Nessa mesma comparacao, nao
houve diferenca na propor¢cdo molar dos AGCC e na relagdo A:P. O pH ruminal, a
area abaixo do pH 5,5, a area total abaixo da curva e a concentracdo de amonia
ruminal ndo diferiram entre os tratamentos. Em concluséo, nenhum dos teores de OEL
demostrou efeito adicional positivo sobre as variaveis estudadas. O OEL agiu
similarmente a monensina sddica na dose de 25 mg/kg de MS no que se refere a
modulacdo da fermentacao ruminal e a estabilidade do pH ruminal, o que possibilita
indicar o OEL como possivel substituto a monensina sodica na dieta de cordeiros em
terminacdo sem comprometer o CMS.
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Palavras-chave: Aditivo, D-limoneno, Metabolismo, Monensina, Ovinos, Rimen.

Abstract

Orange essential oil (OEO) shows promising effects on rumen fermentation.
However, more research is needed before OEO can be used in ruminant production
systems. The objective of this study was to evaluate the effect of OEO contents as a
feed additive on nutrient intake and digestibility, nitrogen balance, and rumen
fermentation characteristics in confined lambs. Ten Dorper x Santa Inés crossbred
lambs with an average initial weight of 38.8 £ 2.58 kg (mean * standard deviation),
approximately one-year-old, castrated, and cannulated in the rumen were used. The
lambs were distributed in a double Latin square design 5 x 5. The experimental
treatments were: LO - negative control (diet without additive inclusion); L100 - inclusion
of 100 mg OEO/kg DM; L500 - 500 mg OEO /kg DM; L1000 - 1000 mg OEO/kg DM,;
M25 - positive control (25 mg sodium monensin /kg DM). All diets contained 90%
concentrate and 10% roughage (Coastcross hay). The increase in OEO content did
not affect nutrient intake (DM, OM, CP, EE, NDF, ADF, NFC, and TDN). However, the
M25 had lower DM, OM, CP, NDF, NFC, and TDN intake than the OEO treatments (P
< 0.05). There was no difference in nutrient intake in the comparison between M25 and
LO. There was a linear (P < 0.01) reduction in NFC digestibility with increasing OEO in
the diet, digestibility of the other nutrients was not affected by OEO contents. The M25
had lower (P < 0.01) digestibility of NFC compared to diets with OEO and LO. Nitrogen
(N) intake was not affected by OEO contents. However, diets with OEO had higher (P
= 0.03) N intake compared to the M25. The N intake did not differ between M25 and
LO. Absorbed N was not influenced by OEO content. The M25 diet had lower (P < 0.05)
N uptake when compared to the OEL and LO diets. The amount of N retained (g/day,
g/kg N intake, and g/kg N absorption) did not differ between treatments. Total
concentration and the molar ratio of short-chain fatty acids (SCFA) and
acetate:propionate (A:P) ratio were not affected by OEO contents. Rumen
fermentation characteristics did not differ between OEO and M25 diets. The total
concentration of SCFA was lower (P = 0.05) in the M25 diet compared to LO. In this
same comparison, there was no difference in the molar ratio of SCFA and the A:P ratio.
Rumen pH, the area under pH 5.5, the total area under the curve, and rumen ammonia
concentration did not differ among treatments. In conclusion, none of the OEO
contents showed additional positive effects on the variables studied. The OEO acted
similarly to sodium monensin at a dose of 25 mg/kg DM with regard to modulation of
rumen fermentation and rumen pH stability, which allows indicating OEO as a possible
replacement for sodium monensin in the diet of feedlot lambs without compromising
the DMI.

Keywords: Additive, D-limonene, Metabolism, Monensin, Sheep, Rumen.
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3.1 Introducéo

A monensina sodica é o principal aditivo ionoforo utilizado em dietas para
ruminantes. Sua ampla utilizagao se deve por melhorar os parametros de fermentagao
ruminal, a digestibilidade dos nutrientes e a eficiéncia alimentar (Duffield et al., 2012;
Goodrich et al., 1984; Russel; Strobel, 1989). Entretanto, devido a questfes de saude
publica, a inclusdo de ion6foros tem sido cada vez mais questionada (Abadi et al.,
2019), uma vez que esses sdo considerados antibidticos e podem contribuir para o
surgimento de resisténcia bacteriana aos antibiéticos utilizados na medicina humana
(Ben et al., 2019; He et al., 2020). Diante desse cenario, a sociedade cientifica passou
a buscar alternativas que possam substituir os ionoforos e sejam seguras ao consumo
humano. Os 6leos essenciais sdo uma alternativa natural e passivel de substituir os
ionoforos, pois possuem efeito antimicrobiano e podem modular a fermentacéo
ruminal e melhorar o desempenho animal (Benchaar et al., 2008; Torres et al., 2021,
2020).

O Oleo essencial de laranja (OEL) destaca-se devido a sua elevada
disponibilidade no mercado, como também pela elevada concentracdo em D-limoneno
(> 90%; Gonzalez-Mas et al., 2019), composto que cada vez mais € utilizado em
diversas areas da industria (Ciriminna et al., 2014). Estudos utilizando OEL como
aditivo na alimentacéo de ruminantes sdo escassos. Dos poucos relatos encontrados
na literatura, o OEL foi destacado por modular o consumo de matéria seca de ovelhas
leiteiras quando o teor de 265 mg/kg de MS de concentrado foi utilizado (Kotsampasi
et al.,, 2018). No mesmo estudo, o teor de 399 mg/kg de MS de concentrado foi
responsavel por aumentar a eficiéncia alimentar. Trabalhos avaliando o composto
majoritario do OEL (D-limoneno) apontaram o0 aumento na propor¢cdo molar de
propionato e reducdo na producdo de metano (Crane et al., 1957). Sallam e
Abdelgaleil (2010) observaram em experimento in vitro utilizando uma dieta com 50%
de concentrado e 50% de forragem, que o0 aumento nos teores de D-limoneno (0, 30,
45, e 60 pL/75 mL de fluido ruminal) reduziu a concentracéo total de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), a producao de metano, a concentracdo de amdnia no raimen e
a digestibilidade da MS e da MO. Enquanto, Rofiq et al. (2021) destacaram que o
aumento nas doses de D-limoneno (100, 200 e 300 ppm) reduziu a producao de
metano e a digestibilidade da fibra em detergente neutro (FDN) em experimento in

vitro.



61

Os resultados in vitro deixam evidente que OEL pode atuar como agente
antimicrobiano e modular os produtos da fermentacdo ruminal. Entretanto, muito
pouco se sabe a respeito dos efeitos do OEL em experimentos in vivo, uma vez que
as condi¢des in vivo ndo condizem com as condi¢des controlaveis nos experimentos
in vitro. A hipotese desse trabalho é que o OEL iria exercer efeito antimicrobiano
similar a monensina sodica no rumen e, por consequéncia, modular a fermentacéo
ruminal, aumentar a digestibilidade dos nutrientes e a retencao de nitrogénio.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de teores crescentes de OEL
em dietas ricas em concentrado para cordeiros sobre o consumo e digestibilidade de
nutrientes, o balanco de nitrogénio e as caracteristicas de fermentacdo ruminal. A
partir dos resultados sera possivel definir a melhor teor de OEL, como também
comparar os efeitos do OEL com a monensina sodica.

3.2 Materiais e métodos
3.21 Animais e instalacdes experimentais

O experimento foi conduzido nas instalagBes para estudos metabdlicos do
Sistema Intensivo de Producéo de Ovinos e Caprinos (SIPOC) do Departamento de
Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba - SP (22°42'24" S e 47°37'53" O), Brasil. O experimento foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/ESALQ), protocolo n.°
5160100220.

Foram utilizados dez borregos castrados, mesticos (Dorper x Santa Inés), com
peso médio inicial de 38,8 + 2,58 kg (média * desvio padrdo) e aproximadamente um
ano, canulados no ramen. Um més antes do inicio do experimento, os animais foram
preparados cirurgicamente para colocacéo das canulas (Kehl, Sao Carlos, Sao Paulo,
Brasil). Apds a cicatrizagdo, os cordeiros foram alojados individualmente em gaiolas
para ensaios de metabolismo com dimensdes de 1,30 x 0,55 m, providas de cocho,
bebedouro e sistema para colheita de fezes e urina. As gaiolas foram mantidas em

ambiente coberto, ao abrigo da chuva e da luz solar direta.

3.2.2 Delineamento experimental, tratamentos e manejo alimentar
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Os animais foram distribuidos em quadrado latino duplo 5 x 5, sendo cinco
tratamentos e cinco periodos experimentais. O experimento teve duracéo de 135 dias,
divididos em cinco periodos de 27 dias, dos quais 21 dias foram destinados a
adaptacao dos animais aos tratamentos experimentais, cinco dias para mensuracao
do consumo de matéria seca (CMS), colheita de fezes e urina, e um dia para colheita
de fluido ruminal.

As dietas experimentais foram isoenergéticas e isonitrogenadas, contendo
90% de concentrado e 10% de volumoso (feno de Coastcross). A formulacdo foi
realizada utilizando o “Small Ruminant Nutrition System” (SRNS; Cannas et al., 2004;
Tabela 1). Os tratamentos experimentais foram: LO - controle negativo (dieta padréo
sem inclusao de aditivo); L100 - incluséo de 100 mg de OEL/kg de MS; L500 - inclusé&o
de 500 mg de OEL/kg de MS; L1000 - inclusao de 1000 mg de OEL/kg de MS; M25 -
controle positivo (dieta contendo 25 mg de monensina sodica/kg de MS; Rumensin

100, Elanco do Brasil, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil).
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Tabela 1. Proporcéo dos ingredientes e composi¢cao quimica das dietas experimentais (% da MS).

tem Tratamentos?

LO L100 L500 L1000 M25
Ingredientes
Feno de Coastcross 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Milho moido 72,0 71,9 71,9 71,9 71,9
Farelo de soja 14,0 14,0 14,0 14,0 14,0
Ureia 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Cloreto de amdnio 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Calcério 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Mistura mineral? 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
OEL3, mg/kg de MS 0 100 500 1000 -
Monensina*, mg/kg de MS - - - - 25
Composicéo quimica®
Matéria seca 85,0 £ 0,52 85,7 +0,44 85,6 +0,55 85,4 + 0,70 85,4 +0,93
Matéria organica 94,5 +0,28 94,7 +013 94,4 +0,19 94,4 +0,11 94,1 +0,36
Proteina bruta 16,2 z052 16,3 z0,26 16,4 o055 16,2 041 16,2 +1,17
Fibra em detergente neutro 15,8 +1,27 15,8 +0,84 15,8 +1,02 16,0 1,14 15,8 + 1,06
Fibra em detergente acido 6,3 +1,01 6,1 +074 6,0 o088 6,0 0,79 6,2 +0,77
Extrato etéreo 3,4 0,47 3,4 0,47 3,4 +0,45 3,4 +0,47 3,4 +0,56
Carboidratos nao fibrosos 58,9 0,63 59,1 033 58,7 054 58,8 +0.23 57,7 067
EMS®, Mcal/kg de MS 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9

1L0 (controle negativo) — dieta base, sem adicdo de aditivo; L100 — adicdo de 100 mg de OEL/kg de MS; L500 — adicdo de 500 mg de OEL/kg de MS; L1000 —
adicao de 1000 mg de OEL/kg de MS; M25 (controle positivo) — adicdo de 25 mg/kg de MS de monensina sodica. 2 Ca: 150 g/kg; P: 40 g/kg; Na: 118 g/kg; Mg:
8 g/kg; S: 19 g/kg; Cu: 300 mg/kg; Mn: 1.250 mg/kg; Zn: 6.480 mg/kg; I: 80 mg/kg; Co: 40 mg/kg; Se: 27 mg/kg; F: 400 mg/kg. 3Oleo essencial de laranja: 95,1%
de D-limoneno, 3,8% de mirceno e 1,1% de a-pineno (CP Kelco Brasil S/A — Matéo, S&o Paulo, Brasil). 4 Rumensin 100 (monensina sddica, Elanco do Brasil,
Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil). *Considera cinco amostras por tratamento (n = 5). Estimada usando o Small Ruminant Nutrition System (Cannas et al., 2004).
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3.2.3 Manejo alimentar e colheita de amostras
Amostras das dietas e dos ingredientes foram colhidas a cada batida de racao.
A composic¢ao quimica dos ingredientes é descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Composi¢do quimica dos ingredientes utilizados nas dietas experimentais
(% da MS).

Ingredientes

1

tem Feno de Coastcross Milho moido Farelo de soja
n 5 5 5
Matéria seca 82,9 +1,16 88,2 +0,76 87,9 0,30
Matéria organica 91,3 0,57 96,6 +0,76 93,4 +0,10
Proteina bruta 6,5 +0,70 9,2 +0,29 45,8 10,65
Fibra em detergente neutro 74,3 £ 250 11,4 o047 11,5+018
Fibra em detergente acido 38,2 +1,45 2,4 +036 6,7 0,30
Extrato etéreo 1,4 +0.25 3,6 £0,23 2,3+0.21

In: nmero de amostras.

O feno de Coastcross e o milho foram moidos utilizando triturador (Nogueira
DPM — 4, Itapira, Sao Paulo, Brasil) com peneira com crivos de 10 mm. Todos 0s
ingredientes das dietas LO e M25 foram misturados utilizando misturador horizontal
com capacidade para 500 kg (Lucato, Limeira, Sdo Paulo, Brasil). Para a confeccéo
das dietas L100, L500 e L1000, foi preparada uma pré-mistura (contendo apenas a
fracdo concentrada da dieta) utiizando o mesmo misturador horizontal. As dietas
foram oferecidas ad libitum diariamente as 7 horas da manha na forma de racao total.
No caso das dietas L100, L500 e L1000, o OEL foi pesado em balanca analitica com
acuracia de 0,0001 g (Sartorius BA110S, Gottingen, Niedersachsen, Alemanha) e
misturado a pré-mistura, sendo posteriormente o feno adicionado e homogeneizado a
pré-mistura com OEL. Diariamente, as sobras foram pesadas em balanca eletrénica
com precisédo de 1 g (Marte, LC 100, Sédo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) e a quantidade
ofertada foi ajustada com base no consumo do dia anterior, ndo permitindo que as

sobras fossem superiores a 10% da quantidade ofertada.

3.2.4 Digestibilidade aparente dos nutrientes

Nos dias 22, 23, 24, 25 e 26 de cada periodo experimental, as 7 horas da

manha, as sobras foram pesadas, amostradas (10%) e armazenadas a -18 °C para



65

posterior anadlise e determinacdo do consumo de MS e dos nutrientes. Nesses
mesmos dias e horario foi quantificada a producéo fecal total. A colheita de fezes foi
realizada por bolsas coletoras de lona, revestidas internamente com napa. As bolsas
foram presas aos animais por meio de arreios. As fezes foram pesadas em balanca
eletrbnica com precisdo de 1 g (Marte LC 100, Sdo Paulo, S&o Paulo, Brasil),
amostradas (10%) e armazenadas a -18 °C para posterior analise e calculo de
digestibilidade.

3.25 Balanco de nitrogénio

Nos dias 22, 23, 24, 25 e 26 de cada periodo experimental, as 7 horas da
manha foi realizada a colheita total de urina, utilizando recipiente plastico contendo 50
mL de solugéo de &cido cloridrico a 50%, a fim de manter o pH abaixo de 3,0 e evitar
perdas de nitrogénio. O volume total de urina foi registrado diariamente e uma amostra

de 10% do volume total diario foi retida e armazenada a -18 -C.

3.2.6 Colheita de fluido ruminal

Amostras do fluido ruminal foram colhidas no dia 27 de cada periodo
experimental. As colheitas foram realizadas em intervalos de quatro horas, sendo a
hora zero o momento anterior ao fornecimento das dietas, e 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas
apos o arracoamento. O conteudo ruminal colhido de cada animal foi filtrado em tecido
de néilon com 150 um, sendo a fracdo solida posteriormente devolvida ao rimen. Em
cada colheita foram obtidos aproximadamente 200 mL de fluido ruminal filtrado, o qual
foi utilizado para a mensuracéo imediata do pH em pHmetro digital (Digimed DM20,
Séo Paulo, Séo Paulo, Brasil). Apos a determinacédo do pH, foram retiradas 3 aliquotas
de 2,5 mL do fluido ruminal que foram imediatamente armazenadas em frascos
plasticos e congeladas a -20 °C. As amostras de fluido ruminal foram utilizadas para
determinacdo da concentracao total e propor¢cdo molar dos acidos graxos de cadeia

curta (AGCC) e nitrogénio amoniacal (N-NH3).

3.2.7 Andalises laboratoriais e célculos
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Apos descongeladas, as amostras dos ingredientes, das dietas ofertadas, das
sobras e das fezes foram secas em estufa de ventilacéo forcada a 55 °C por 72 horas
para determinacdo da MS a 55 °C. Posteriormente as amostras foram moidas em
moinho tipo Wiley (Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) com peneiras com crivos
de 1,0 mm. ApGs a moagem, as amostras foram secas em estufa a 105 °C por 24
horas para determinacdo da MS a 105 °C. A matéria mineral (MM) foi determinada
através da incineracdo das amostras em mufla a 550 °C por 4 horas (AOAC, 1990),
subtraindo a MM de 100, obteve-se a matéria organica (MO). A concentracdo de
nitrogénio total foi obtida utilizando um aparelho Leco FP528 (Leco Corporation, St.
Joseph, Michigan, EUA; AOAC, 1997). A proteina bruta (PB) foi calculada
multiplicando a concentracéo de nitrogénio total por 6,25. A determinacao da fracao
fibrosa foi realizada pelo método sequencial, utilizando a-amilase termoestavel e
sulfito de sédio para determinacao da fibra em detergente neutro (FDN; Van Soest et
al., 1991), e a fibra em detergente acido (FDA; Goering; Van Soest, 1970), utilizando
um aparelho Ankom A2000 (Ankom Tech. Corp., Fairport, Nova lorque, EUA). O teor
de extrato etéreo foi determinado utilizando um aparelho extrator Ankom XT15 (Ankom
Tech Corp., Macedon, Nova lorque, EUA). Os carboidratos néo fibrosos (CNF) foram
estimados conforme a equacéao:

CNF (%) = 100% - (%FDN + %PB + %EE + %MM)

O NDT foi calculado por meio da equacao:

NDT (%) = %PBudig. + (Y0EEdig. X 2,25) + %FDNuig. + CNFudig.

Para a determinacdo dos AGCC, 1,6 mL de fluido ruminal adicionado com 0,4
mL de solucéo 3:1 de acido metafosforico (25%) com acido férmico (98 — 100%) e 0,2
mL de solucdo de acido 2-etil-butirico 100 mM (padréo interno) foram centrifugados a
15.000g (Sorvall Superspeed RC2-B, Newton, Connecticut, EUA) por 15 min a 4 °C.
Apos a centrifugacdo 1,2 mL de cada amostra foi transferida para vials
cromatograficos. Do extrato obtido foi injetado 1 pL em cromatégrafo gasoso (CG HP
7890A; Injetor HP 7683B, Agilent Technologies, Santa Clara, Califérnia, EUA)
equipado com coluna capilar HP-FFAP (19091F-112; 25 m; 0,320 mm; 0,50 um; J &
W Agilent Technologies, Santa Clara, Califérnia, EUA). A injecdo foi realizada de
maneira automatica, o gas de arraste foi o H2 e mantido em fluxo de 31,35 mL/min. A
temperatura do injetor e do detector foi de 260 °C. O tempo total da corrida
cromatografica foi de 16,5 min dividido em trés rampas de aquecimento, como segue:
80 °C (1 min), 120 °C (20 °C/min; 3 min), 205 °C (10 °C/min; 2 min). A concentragao
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dos AGCC (mM) foi determinada com base em uma curva de calibracdo externa. Para
analise estatistica, os dados foram transformados para propor¢cédo molar (mM/100mM),
ou seja, a relacao entre a quantia de um determinado AGCC e o total observado.

A area total de pH sob a curva e a &rea abaixo do pH 5,5 foram calculadas
conforme descrito por Maulfair et al. (2013).

A concentracdo de N-NHs foi determinada pelo método colorimétrico descrito
por Chaney e Marbach (1962), adaptado para leitura em leitor de microplacas (BIO —
RAD, Hercules, Califérnia, EUA), utilizando-se filtro para absorbéancia de 550 nm.

3.2.8 Caracterizacdo dos compostos presentes no 6leo essencial

A caracterizacdo do 6leo essencial de laranja (CP Kelco Brasil S/A — Matéo,
S&o Paulo, Brasil) foi realizada no Laborato6rio de Oleos e Gorduras do Departamento
de Agroinduastria, Alimentos e Nutricdo (LAN/ESALQ) da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, Brasil. A

composicdo do 6leo essencial de laranja é descrita na Tabela 3.

Tabela 3. Composi¢éo do 6leo essencial de laranja.

Composto? %

D-limoneno 95,1
Mirceno 3,8
a-pineno 1,1

lQuantidade relativa dos compostos identificados com base na area de cada pico no cromatograma.

A identificacdo dos compostos volateis foi realizada em cromatografia
gasosa/espectrometria de massa (GC/MS) em um GCMS-QP2010 Plus (Shimadzu
Corp., Téquio, Japéo). Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida Rtx-5MS (30
m x 0,25 mm x 0,25 pum; metil silicone 5% como fase estacionaria; Bellefonte,
Pensilvania, EUA). O gas de arraste utilizado foi o hélio no fluxo de 1,0 mL/min. O
espectro de massa foi adquirido via ionizagcdo a 70 eV na faixa de 40 a 500 m/z.
Amostras de 1 yL foram injetadas em modo split. As temperaturas do injetor e detector
foram de 220 a 230 °C, respectivamente. A rampa de temperatura come¢cou em 50 °C
e mantida por 1,5 min, seguida de 200 °C a 4 °C/min e 240 °C a 10 °C/min, mantida
por 7 min. Para identificagdo dos compostos volateis, os dados (tempo de retencéo e
area no TIC) foram processados usando o software GCMS Solution (versao 4.20)
(Shimadzu, Téquio, Japéo). A identificagcdo foi feita por similaridade com dados da
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biblioteca (WILEY8.LIB e FFNSC1.3.lib) e por calculo do indice de retencéo linear

(LRI) por corrida de série de alcanos C7-C30 (Supelco, Bellefonte, Pensilvania, EUA).

3.2.9 Analise estatistica

Os dados de caracteristicas de fermentacdo ruminal foram analisados como
medidas repetidas no tempo usando o procedimento MIXED do SAS (1999). Todos
os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificagdo da normalidade
dos residuos e remocao de outliers. A homogeneidade das variancias foi verificada
pelo teste de Levene. O modelo estatistico para as medidas repetidas foi: Y = yu + Aj
+Ti+ej+K+Tijx K+ P+ Qm+ eijkm, €m que 4 = média, Ai = efeito de animal (i=1 a
5), Tj= efeito de tratamento (j = 1 a 5), ejj = erro residual A, K = efeito de horas apos a
alimentacao, Tjx K = efeito de interacdo entre tratamentos e horas apds a alimentacao,
Pi = efeito de periodo (I = 1 a 5), Qm = efeito de quadrado latino e ejxm = erro residual
B. Para os dados de consumo e digestibilidade dos nutrientes, e balanco de nitrogénio
foi utilizado o seguinte modelo: Y = p + Ai+ Tj + ejj + Pi + Qm + €ejj, em que: © = média
geral, Ai = efeito de animal (i = 1 a 5), Tj= efeito de tratamento (j = 1 a 5), ejj= erro
residual A, Pi = efeito de periodo (I = 1 a 5), Qm = efeito de quadrado latino e ejm =
erro residual B. A matriz de covariancia que melhor se ajustou aos conjuntos de dados
foi a simétrica composta (CS). As médias de cada tratamento foram obtidas utilizando
o comando LSMEANS. Os efeitos dos teores de inclusdo do OEL (LO, L100, L500 e
L1000) nas dietas foram avaliados por meio de contrastes ortogonais, linear (L) e
guadratico (Q). O PROC IML do SAS (1999) foi usado para obter os coeficientes
apropriados para o0s contrastes ortogonais. Para comparar o efeito dos tratamentos
foram realizados dois contrastes: 1 — dieta com monensina (controle positivo) vs. dieta
sem aditivo (controle negativo) (M25 vs. LO) e 2 — dietas com OEL vs. dieta com
monensina (OEL vs. M25). Os efeitos dos periodos e da interacdo entre o0s
tratamentos e os periodos foram definidos pelo teste F da analise de variancia

(ANOVA). Os efeitos foram declarados significativos quando P < 0,05.

3.3 Resultados

3.3.1 Consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes
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Os resultados de consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes séo
apresentados na Tabela 4. O consumo dos nutrientes (MS, MO, PB, EE, FDN, FDA,
CNF e NDT) nao foi afetado quando os teores de OEL aumentaram na dieta. Nao
houve diferengca para o consumo de nutrientes entre os tratamentos M25 e LO. As
dietas contendo OEL tiveram maior consumo de MS, MO, PB, FDN, CNF e NDT
guando comparadas ao tratamento M25 (P < 0,05). Porém, os consumos de EE e FDA
nao diferiram nesse mesmo contraste.

O aumento nos teores de OEL n&o afetou a digestibilidade aparente da MS,
MO, PB, EE, FDN, FDA e NDT. No entanto, a digestibilidade aparente do CNF reduziu
linearmente quando os teores de OEL aumentaram na dieta (P < 0,01). A
digestibilidade aparente da MS, MO, PB, EE, FDA e NDT né&o diferiu entre M25 e LO.
Para essa mesma comparacéo, a digestibilidade aparente da FDN e do CNF foi menor
no tratamento M25 (P < 0,05). Na comparacao entre as dietas com OEL e M25, a
digestibilidade aparente da MS, MO, PB, EE, FDN, FDA e NDT néo foi afetada. Mas
para esse mesmo contraste, a digestibilidade aparente do CNF foi menor para M25 (P
<0,001).
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Tabela 4. Consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes por cordeiros recebendo dietas contendo teores crescentes de 0leo
essencial de laranja (OEL) ou monensina sédica.

Tratamentos? P-valor?3
Itens* EPM?
LO L100 L500 L1000 M25 L Q M25 vs. LO OEL vs. M25
Consumo (g/dia)
MS 856 975 867 843 756 52,26 0,25 0,09 0,19 0,03
MO 808 925 821 798 718 49,37 0,24 0,08 0,20 0,03
PB 135 155 138 132 119 8,27 0,20 0,09 0,18 0,03
EE 29 33 29 27 26 1,79 0,36 0,09 0,18 0,06
FDN 140 158 142 140 124 8,44 0,24 0,14 0,20 0,03
FDA 56 61 55 53 50 3,32 0,48 0,24 0,23 0,11
CNF 504 579 511 499 448 31,26 0,26 0,08 0,22 0,03
NDT 761 868 778 761 674 51,21 0,25 0,14 0,24 0,04
Coeficiente de digestibilidade (%)
MS 84,9 84,5 84,3 85,1 84,5 0,45 0,42 0,81 0,42 0,70
MO 86,9 86,6 86,4 87,6 87,4 0,73 0,16 0,89 0,50 0,31
PB 86,1 85,9 85,7 86,2 86,8 0,99 0,35 0,99 0,48 0,27
EE 69,8 62,5 66,7 66,7 71,9 3,71 0,28 0,22 0,69 0,14
FDN 65,6 65,5 62,1 63,5 59,6 1,94 0,84 0,54 0,04 0,08
FDA 44,3 44,1 40,7 50,2 48,9 2,50 0,06 0,53 0,19 0,16
CNF 97,9 98,1 98,2 97,5 97,2 0,18 <0,01 0,68 <0,01 <0,001
NDT 84,9 84,5 84,3 85,2 84,4 0,44 0,42 0,81 0,42 0,70

1L0: dieta base sem inclusdo de aditivo (controle negativo); L100: adicdo de 100 mg de OEL/kg de MS; L500: adicdo de 500 mg de OEL/kg de MS; L1000:
adicdo de 1000 mg de OEL/kg de MS; M25: inclusdo de 25 mg de monensina sodica/kg de MS (controle positivo). 2EPM: Erro padrdo da média. 2 L: efeito
linear; Q: efeito quadratico; M25 vs. LO: dieta controle negativo (dieta sem inclusdo de aditivo) vs. dieta com 25 mg de monensina /kg de MS (controle positivo);
OEL vs. M25: dietas contendo 6leo essencial de laranja vs. dieta com 25 mg de monensina/kg de MS (controle positivo). “MS: matéria seca; MO: matéria
organica; PB: proteina bruta; EE: extrato etéreo; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente acido; CNF: carboidrato ndo fibroso; NDT: nutrientes
digestiveis totais.
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3.3.2 Balanco de nitrogénio

Os resultados do balanco de nitrogénio sdo apresentados na Tabela 5. O
consumo de nitrogénio (N) n&o foi afetado pelo aumento na inclusdo de OEL na dieta.
O consumo de N entre M25 e LO nao diferiu. No entanto, as dietas contendo OEL
tiveram maior consumo de N quando comparadas a M25 (P = 0,03). A excrecao de N
nas fezes e na urina nao diferiu entre os tratamentos experimentais.

A quantidade de N absorvido (g/dia e g/kg de N consumido) ndo foram
afetadas pelo aumento nos teores de OEL. O tratamento M25 teve menor absor¢ao
de N quando comparado ao tratamento LO (P < 0,01). Entretanto, o N absorvido em
g/kg de N consumido néo diferiu nessa mesma comparac¢ao. A absorcédo de N (g/dia)
foi maior para as dietas com OEL em comparacgéo ao tratamento M25 (P = 0,02), mas
nao houve diferenga para o N absorvido em g/kg de N consumido.

O N retido (g/dia, g/kg de N ingerido e g/kg de N absorvido) ndo diferiu entre

os tratamentos.
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Tabela 5. Balanco de nitrogénio em cordeiros recebendo dietas contendo teores crescentes de 6leo essencial de laranja (OEL) ou
monensina sodica.

Tratamentos? P-valor?3
Itens* EPM?
LO L100 L500 L1000 M25 L Q M25vs. LO OEL vs. M25

N consumido (g/dia) 21,7 24,8 22,1 21,1 19,1 1,35 0,20 0,09 0,18 0,03
N fecal (g/dia) 2,3 2,4 2,3 2,3 2,2 0,08 0,65 0,75 0,35 0,23
N urina (g/dia) 10,8 12,8 11,2 10,9 10,8 0,88 0,51 0,10 0,94 0,43
N absorvido

g/dia 20,9 21,1 19,8 18,2 16,9 1,01 0,47 0,64 <0,01 0,02

g/kg de N consumido 889,3 902,1 8923 877,9 876,1 6,61 0,19 0,19 0,17 0,07
N retido

g/dia 8,6 8,0 8,6 7,5 6,0 1,12 0,42 0,66 0,14 0,12

g/kg de N consumido 377,4 354,7 3751 336,2 276,0 4295 0,43 0,65 0,12 0,10

g/kg de N absorvido 421,7 391,6 4187 378,9 309,3 47,46 0,44 0,60 0,10 0,13

1L0: dieta base sem inclusdo de aditivo (controle negativo); L100: adicdo de 100 mg de OEL/kg de MS; L500: adicdo de 500 mg de OEL/kg de MS; L1000:
adicdo de 1000 mg de OEL/kg de MS; M25: inclusédo de 25 mg de monensina sédica’kg de MS (controle positivo). 2EPM: Erro padrdo da média. 2 L: efeito
linear; Q: efeito quadratico; M25 vs. LO: dieta controle negativo (dieta sem inclusdo de aditivo) vs. dieta com 25 mg de monensina /kg de MS (controle positivo);
OEL vs. M25: dietas contendo 6leo essencial de laranja vs. dieta com 25 mg de monensina/kg de MS (controle positivo). “N: nitrogénio.
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3.3.3 Caracteristicas de fermentacdo ruminal

Os resultados das caracteristicas de fermentacao ruminal sédo apresentados
na Tabela 6. O aumento nos teores de OEL na dieta ndo afetou a concentracao total
dos AGCC, nem a propor¢cdao molar de acetato, propionato, butirato, isobutirato,
valerato, isovalerato e a relacdo acetato:propionato. Quando o tratamento M25 foi
comparado ao tratamento LO, houve menor (P = 0,05) concentracéo total de AGCC
para M25. Nessa mesma comparacdo, a propor¢cdo molar dos AGCC e a relacao
acetato:propionato néo foram afetadas. No contraste entre as dietas com OEL e M25,
nao houve diferenca na concentracéo total dos AGCC, a proporcao molar dos AGCC
e a relacdo acetato:propionato.

O pH ruminal, a &rea abaixo do pH 5,5 e a area total abaixo da curva nao
foram afetados pelos tratamentos experimentais. A concentragéo de N-NHs n&o diferiu

entre os tratamentos.
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Tabela 6. Parametros de fermentacdo ruminal de cordeiros recebendo dietas contendo teores crescentes de 6leo essencial de
laranja (OEL) ou monensina sodica.

ltens? Tratamentos!? EPM? P-valor?
LO L100 L500 L1000 M25 L Q M25vs.LO OEL vs. M25 H TxH
AGCC total (mM) 60,6 50,1 56,1 50,1 50,4 1,07 0,85 0,06 0,05 0,66 <0,0001 0,77
AGCC (mM/100 mM)
Acetato 55,9 552 56,3 59,3 549 180 0,73 0,69 0,74 0,36 <0,0001 0,26
Propionato 296 284 279 25,4 30,1 2,52 0,54 0,92 0,88 0,35 <0,0001 0,33
Butirato 11,0 11,8 11,8 12,3 111 1,26 0,62 0,81 0,96 0,57 0,04 0,98
Isobutirato 0,64 0,73 0,68 0,73 0,74 0,047 0,93 0,20 0,15 0,66 <0,0001 0,28
Valerato 181 2,28 2,15 1,54 2,14 0,304 0,52 041 0,44 0,67 0,19 0,96
Isovalerato 1,19 137 142 1,49 1,36 0,131 0,31 0,68 0,36 0,68 <0,0001 0,35
AP 223 245 2,73 2,80 2,26 0,271 0,16 0,94 0,93 0,22 <0,0001 0,12
pH 581 589 5,80 5,93 592 0,068 0,56 0,31 0,27 0,58 <0,0001 0,97
pH area < 5,5 (uni. pH xh/d) 49,6 49,9 51,3 44,8 343 9,78 047 094 0,28 0,22 - -
pH areatotal (uni. pH x h/d)  136,9 138,5 136,9 1404 1399 166 0,58 0,41 0,22 0,52 - -
N-NHs (mg/dL) 189 18,1 19,7 18,9 178 0,89 0,24 0,21 0,33 0,24 <0,0001 0,99

1L0: dieta base sem inclusdo de aditivo (controle negativo); L100: adicdo de 100 mg de OEL/kg de MS; L500: adicdo de 500 mg de OEL/kg de MS; L1000:
adicao de 1000 mg de OEL/kg de MS; M25: inclusdo de 25 mg de monensina sodica/kg de MS (controle positivo). 2EPM: Erro padrdo da média. 2 L: efeito
linear; Q: efeito quadratico; M25 vs. LO: dieta controle negativo (dieta sem inclusdo de aditivo) vs. dieta com 25 mg de monensina /kg de MS (controle positivo);
OEL vs. M25: dietas contendo 6leo essencial de laranja vs. dieta com 25 mg de monensina/kg de MS (controle positivo); H: efeito de hora; T x H: efeito entre
tratamento e hora 4 AGCC: 4cido graxo de cadeia curta; A:P: relagdo acetato:propionato; N-NHzs: nitrogénio amoniacal.
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3.4 Discusséo
3.4.1 Consumo de nutrientes e digestibilidade

A semelhanga no CMS quando os teores de OEL aumentaram na dieta €
coerente com a auséncia de efeito do OEL sobre a digestibilidade da MS e as
caracteristicas de fermentacao ruminal (Tabelas 4 e 6).

Os cordeiros que receberem OEL tiveram maior CMS quando comparados
aos cordeiros que receberam M25. Esse resultado pode ser explicado pela dose de
monensina utilizada no presente estudo. Polizel et al. (2021) relataram que a dose de
24 mg/kg MS de monensina sodica reduziu o CMS de cordeiros recebendo dietas de
alta energia, o que corrobora com os resultados do presente estudo utilizando a dose
de 25 mg/kg MS de monensina sédica no mesmo padrdo de dieta. Os autores do
artigo citado acima indicam que o maior CMS e os melhores resultados de modulac&o
da fermentacdo ruminal e desempenho foram observados quando foi utilizada a
inclusdo de 8 mg de monensina sédica/kg de MS.

O aumento nos teores de OEL na dieta diminuiu a digestibilidade do CNF.
Esse resultado pode ser justificado pela presenca majoritaria de D-limoneno no OEL.
E relatado que o D-limoneno possui efeito sobre bactérias Gram-negativas (Gupta et
al., 2021), as quais sdo majoritariamente responsaveis pela digestdo de CNF no
rimen. Sendo assim, pode-se dizer que a maior inclusdo de OEL na dieta aumentou
proporcionalmente o efeito antimicrobiano do 6leo essencial e contribuiu na reducéo
da digestibilidade aparente do CNF. Houve menor digestibilidade do CNF para M25
em relacdo a LO. Este efeito ndo era esperado, uma vez que doses semelhantes de
monensina sbdica associadas a dietas a base de concentrado ndo foram associadas
a reducao na digestibilidade do CNF (Gonzalez-Momita et al., 2009; Muntifering et al.,
1981). Entretanto, ja foi descrito que altas doses de monensina sédica podem reduzir
a digestibilidade do amido ruminal quando associadas a dietas com alto teor de graos
(Muntifering et al., 1981; Spears, 1990). Esse efeito pode ter ocorrido no presente
estudo e contribuido para a menor digestibilidade da CNF quando os cordeiros
receberam a dose de 25 mg/kg MS de monensina sodica. Por sua vez, a maior
digestibilidade do CNF nas dietas com OEL em relacdo a dieta M25, é coerente com

o fato de que a dose de 25 mg/kg MS de monensina sddica atuou negativamente
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sobre a digestibilidade do CNF no presente estudo, o que € corroborado pela diferenca
observada entre os tratamentos M25 e LO para essa mesma variavel.

A menor digestibilidade aparente da FDN quando o tratamento M25 foi
comparado ao LO concorda com o que € reportado na literatura quando a monensina
€ incluida na dieta. A monensina possui efeito antimicrobiano seletivo, agindo sobre
bactérias Gram-positivas, as quais sdo responsaveis pela degradacdo da fracao
fibrosa da dieta (Russell; Strobel, 1988).

3.4.2 Balanco de nitrogénio

O maior consumo de N quando os cordeiros receberam dietas com OEL em
comparacao aos que receberam a dieta M25 pode ser explicado pelo maior CMS
guando as dietas continham OEL (Tabela 4). Complementarmente, a diferengca no
consumo de N explica a maior absorcédo de N (g/dia) nas dietas com OEL. Por outro
lado, a menor quantidade de N absorvido (g/dia) na comparacao entre as dietas M25
e LO é justificado pelo menor consumo de N em M25. Mesmo que sem significAncia
(P =0,18) o consumo de N foi 13% menor para M25 em relagdo a LO.

A auséncia de efeito significativo sobre os parametros relacionados as perdas
nitrogenadas (N nas fezes e N na urina) sustentam os resultados observados para a
retencéo de N. E destacado que a retencdo de N em ruminantes esta diretamente

associada a quantidade de N excretado (Castillo et al., 2001).

3.4.3 Caracteristicas de fermentacao ruminal

A partir dos resultados obtidos no presente estudo € possivel dizer que a
inclusdo de até 1000 mg de OEL/kg de MS nao reflete em efeito adicional positivo,
nem compromete negativamente a fermentacéo ruminal. A auséncia de efeitos sobre
a fermentacédo ruminal pode ser justificada pela composicdo do OEL, pois o D-
limoneno, composto majoritario, € caracterizado como um monoterpeno
hidrocarbonado. Monoterpenos hidrocarbonados s&o destacados por possuirem
menor taxa de inibicdo aos microrganismos do rimen em relacdo aos monoterpenos

compostos oxigenados (Dorman et al., 2000). Nesse cenario, é recomendado estudos
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com teores maiores de OEL a fim de encontrar o teor ideal capaz de modular a
fermentacao ruminal de cordeiros recebendo dietas ricas em concentrado.

O pH ruminal ndo foi afetado pelos tratamentos do presente estudo. A
auséncia de efeito significativo sobre a area abaixo do pH 5,5 e a area total abaixo da
curva de pH indicam que os tratamentos experimentais agiram na mesma magnitude
sobre a estabilidade do pH ruminal. Diante disso, é possivel dizer que o OEL incluido
na dieta até a dose de 1000 mg/kg de MS pode exercer efeitos como a monensina
sobre o pH ruminal. Esse resultado merece destague, uma vez que as dietas com
OEL tiveram maior CMS que a dieta M25 (Tabela 4), o que poderia refletir em menor
pH ruminal nos cordeiros que receberam dietas com OEL.

O aumento nos teores de OEL néo afetou a concentragdo de N-NHs ruminal.
Esse resultado concorda com o que é reportado por Samii et al. (2016), os quais ndo
observaram alteragéo da concentracdo N-NHs quando utilizaram diferentes teores de
D-limoneno na dieta de bovinos. Benchaar et al. (2008) e Wallace (2004) destacaram
que os efeitos dos 6leos essenciais sobre a concentracdo de N-NHs ruminal estdo
diretamente associados ao tipo de 6leo essencial, 0 composto majoritario, a dose e o
perfil da dieta utilizada. Dessa forma, o OEL por ser rico em D-limoneno e associado
a uma dieta rica em concentrado pode ter efeito menos pronunciado em modular a

concentracdo de N-NHs ruminal.

3.5 Conclusao

O aumento nos teores de OEL néo resultou em efeito sobre a concentracao
total de AGCC e a propor¢ao molar dos AGCC. Porém, a digestibilidade aparente do
CNF reduziu com o aumento dos teores de OEL, indicando que a inclusdo de altos
teores de OEL em dietas ricas em CNF deve ser realizada com cautela. Apesar disso,
experimentos avaliando os efeitos do OEL no desempenho animal sdo necessarios
para uma melhor recomendacdo a este respeito. Nenhum dos teores se mostrou
positivamente efetivo sobre os parametros estudados. Tendo em vista a similaridade
dos efeitos do OEL comparado a monensina em modular a fermentag&o ruminal é
possivel indicar grande potencial do OEL em substituir a monensina em dietas ricas
em concentrado para cordeiros. Vale destacar, que a inclusdo de OEL refletiu em
aumento no CMS em relagédo a dieta com monensina, surpreendentemente, o0 maior

CMS néo refletiu em decréscimo no pH ruminal, indicando que o OEL pode ser
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eficiente na manutencdo do pH ruminal quando comparado a monensina na dose de
25 mg/kg de MS. Recomenda-se a conducdo de mais estudos para investigar teores
maiores de OEL sobre o metabolismo ruminal, bem como estudos que associem o

OEL com outros 6leos essenciais ou até mesmo com ionoéforos.
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4 OLEO ESSENCIAL DE LARANJA (Citrus sinensis) EM DIETAS
PARA CORDEIROS EM TERMINACAO: DESEMPENHO,
COMPORTAMENTO INGESTIVO, CARACTERISTICAS DE
CARCACA, MORFOLOGIA DO EPITELIO RUMINAL E PERFIL DE
ACIDOS GRAXOS DA CARNE

Resumo

O oleo essencial de laranja (OEL) é rico em D-limoneno e por esse motivo tem
ganhado grande atencdo da comunidade cientifica. Na alimentac&o de ruminantes os
resultados de pesquisa utilizando esse produto sdo escassos. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o efeito de diferentes teores de OEL como aditivo sobre o
desempenho, comportamento ingestivo, caracteristicas de carcaca, morfologia do
epitélio ruminal e perfil de acidos graxos da carne de cordeiros em terminagédo. Foram
utilizados 40 cordeiros mesticos Dorper x Santa Inés, ndo castrados, com peso medio
inicial de 21,76 £ 4,65 kg (média = desvio padrdo) e 86 * 15 dias de idade (média +
desvio padrao). O delineamento experimental foi em blocos completos casualizados
(5 tratamentos e 8 blocos). Os tratamentos experimentais foram: LO - controle negativo
(dieta padréao sem incluséo de aditivo); L100 - inclusdo de 100 mg de OEL/kg de MS;
L500 —inclusdo de 500 mg de OEL/kg de MS; L1000 —incluséo de 1000 mg de OEL/kg
de MS; M25 - controle positivo (dieta contendo 25 mg de monensina sédica/kg de MS).
Todas as dietas experimentais continham 90% de concentrado e 10% de forragem
(feno de Coastcross). A incluséo de OEL na dieta aumentou linearmente (P < 0,05) o
consumo de matéria seca (CMS), ganho de peso médio diario (GMD), eficiéncia
alimentar (EA), peso corporal ao abate (PCA), peso de carcaca quente (PCQ), peso
de carcaca fria (PCF), espessura de gordura subcutanea (EGS), area de olho de
lombo (AOL) e espessura de parede corporal (EPC). As dietas contendo OEL tiveram
maior (P < 0,05) CMS, GMD, EA, PCA, PCQ, PCF, EGS, AOL e EPC quando
comparadas ao tratamento M25. Por sua vez, M25 teve menor (P < 0,05) CMS, GMD
e PCA que o tratamento LO. Nessa mesma comparacao a EA, o PCQ, PCF, EGS,
AOL e EPC néo diferiram. Os teores de OEL nao afetaram a contagem de oocistos/g
de fezes. Contudo, dietas com OEL tiveram maior (P = 0,02) contagem de oocistos
em relacdo a M25. Por sua vez, M25 teve menor (P < 0,01) contagem de oocistos que
LO. O tempo de alimentacdo, ruminacdo, mastigacdo, ocio e ingestdo de agua nao
diferiram entre os tratamentos. As taxas de alimentacdo, ruminacdo e mastigacao
(min/g de MS e min/g de FDN) foram superiores para M25 (P < 0,05) em relacdo as
dietas com OEL e LO. N&o houve diferenga entre os tratamentos sobre a morfologia
do epitélio ruminal. A inclusdo de OEL aumentou o somatério de acidos graxos
monoinsaturados, melhorou o indice de promocao a saude humana e reduziu o indice
de trombogenicidade em relacdo a M25 (P < 0,05). A utilizacdo de OEL conferiu maior
indice de dessaturacédo de acidos graxos com 16 e 18 carbonos em comparacao a
M25 (P < 0,05). As dietas com OEL tiveram maior (P = 0,03) relacdo n-6/n-3 quando
comparadas ao tratamento M25. O OEL pode ser utilizado como aditivo alimentar em
substituicdo a monensina em dietas com alto teor de concentrado para cordeiros em
terminacdo, tendo em vista que aumentou o GMD, a EA e as caracteristicas de
carcaga. Zootecnicamente o teor de 1000 mg de OEL/kg de MS é o mais promissor.
Quando comparado com a monensina na dose de 25 mg/kg de MS, o OEL apresentou
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resultados promissores no que se refere ao desempenho e as caracteristicas de
carcaga, embora o OEL tenha sido menos eficiente no controle da coccidiose.

Palavras-chave: Aditivo, Bioinsumos, Epitélio ruminal, Monensina, Perfil de acidos
graxos, Ovinos.

Abstract

Orange essential oil (OEO) is rich in D-limonene and for this reason has gained
great attention from the scientific community. In ruminant feed, research results using
this product are scarce. The objective of this study was to evaluate the effect of
different levels of OEO as an additive on performance, ingestive behavior, carcass
characteristics, morphology of the ruminal epithelium, and fatty acid profile of the meat
of feedlot lambs. Forty Dorper x Santa Inés crossbred, uncastrated lambs with an
average initial weight of 21.76 + 4.65 kg (mean + standard deviation) and 86 + 15 days
of age (mean * standard deviation) were used. The experimental design was in
randomized complete blocks (5 treatments and 8 blocks). The experimental treatments
were: LO - negative control (diet without additive inclusion); L100 - inclusion of 100 mg
OEO/kg DM; L500 - 500 mg OEO /kg DM; L1000 - 1000 mg OEO/kg DM; M25 -
positive control (25 mg sodium monensin /kg DM). All diets contained 90% concentrate
and 10% roughage (Coastcross hay). The inclusion of OEO in the diet linearly
increased (P < 0.05) dry matter intake (DMI), average daily weight gain (ADG), feed
efficiency (FE), body weight at slaughter (BWS), hot carcass weight (HCW), cold
carcass weight (CCW), subcutaneous fat thickness (SFT), loin eye area (LEA) and
body wall thickness (BWT). The diets containing OEO had higher (P < 0.05) DMI, ADG,
FE, BWS, HCW, CCW, SFT, LEA, and BWT when compared to the M25 treatment.
The M25 had lower (P < 0.05) DMI, ADG, and BWS than the LO treatment. In this same
comparison the FE, HCW, CCW, SFT, LEA, and BWT did not differ. The OEO contents
did not affect the oocyst count/g of feces. However, diets with OEO had higher (P =
0.02) oocyst count compared to M25. The M25 had a lower (P < 0.01) oocyst count
than LO. Feeding, rumination, chewing, idling, and water intake times did not differ
between treatments. Feeding, rumination, and chewing rates (min/g DM and min/g
NDF) were higher for M25 (P < 0.05) relative to OEO and LO diets. There was no
difference between treatments on rumen epithelium morphology. The inclusion of OEO
increased the sum of monounsaturated fatty acids, improved the human health
promotion index, and reduced the thrombogenicity index relative to M25 (P < 0.05).
The use of OEO conferred a higher desaturation index of 16- and 18-carbon fatty acids
compared to M25 (P < 0.05). The diets with OEO had a higher (P = 0.03) n-6/n-3 ratio
when compared to the M25 treatment. The OEO can be used as a feed additive to
replace monensin in high-concentrate diets for feedlot lambs as it increased ADG, FE,
and carcass characteristics. Zootechnically the 1000 mg OEO/kg DM content is the
most promising. When compared to sodium monensin at 25 mg/kg DM, OEO showed
promising results regarding performance and carcass characteristics, although OEO
was less efficient in controlling coccidiosis.
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Keywords: Additive, Bio inputs, Ruminal epithelium, Monensin, Fatty acid profile,
Sheep.

4.1 Introducao

O 6leo essencial de laranja (OEL) € composto majoritariamente por D-
limoneno (Gonzalez-Mas et al., 2019). Na industria o0 OEL como fonte de D-limoneno
€ caracterizado como um produto quimico renovavel, o qual possui inidmeras e
crescentes aplicacfes. Na area da saude humana, o OEL é destacado por seus efeitos
antioxidante, anti-inflamatério, anticancerigeno, antibacteriano, imunomodulador e
antiestresse (Anandakumar et al., 2021; Gonzalez-Mas et al., 2019). O OEL é
reconhecido como uma substancia segura (detendo classificacdo GRAS da Food and
Drug Administration dos EUA) e incluido na Farmacopeia Europeia. Sendo assim, por
possuir baixa toxicidade, € seguro para 0 consumo humano.

Na alimentacao de ruminantes o composto majoritario encontrado no OEL (D-
limoneno) é destacado por aumentar a concentracdo de propionato, reduzir a
producdo de metano e melhorar a estabilidade do pH ruminal (Crane et al., 1957,
Samii et al., 2016). Na literatura, sdo escassos os estudos in vivo utilizando o OEL
como aditivo alimentar. Entretanto, a avaliacdo de ovelhas leiteiras recebendo teores
crescentes de OEL (133, 266 e 399 mg/kg de MS de concentrado) evidenciou que 0
teor de 266 mg proporcionou aumento na producédo de leite, enquanto o teor de 399
mg reduziu o consumo de matéria seca (CMS), melhorou a eficiéncia alimentar (EA)
e a atividade antioxidante no sangue e no leite (Kotsampasi et al., 2018).

Existem fortes evidéncias de que o OEL possa exercer efeitos positivos sobre
a fermentacédo ruminal e o desempenho animal. No entanto, diversos fatores ainda
precisam ser investigados para que o OEL possa ser utilizado como uma ferramenta
nutricional passivel de substituir os aditivos ionoforos em larga escala (Samii et al.,
2016). A hipdtese desse trabalho foi que o OEL, similarmente a monensina sddica ira
melhorar o desempenho, as caracteristicas de carcaca e o perfil de acidos graxos da
carne, quando associado a uma dieta contendo 90% de concentrado para cordeiros
em terminagao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de teores crescentes de OEL
em dietas ricas em concentrado para cordeiros, sobre o CMS, ganho de peso,

eficiéncia alimentar, comportamento ingestivo, caracteristicas de carcaga, morfologia
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do epitélio ruminal e o perfil de acidos graxos da carne. A partir dos resultados sera
possivel definir o melhor teor de OEL, como também comparar os efeitos do OEL com

a monensina sdodica.

4.2 Materiais e métodos
421 Local, animais e instalagcfes experimentais

O experimento foi conduzido nas instalagbes para confinamento do Sistema
Intensivo de Producgéo de Ovinos e Caprinos (SIPOC) do Departamento de Zootecnia
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao Paulo,
localizada em Piracicaba — SP (22°42'24" S e 47° 37'53" O), Brasil. O experimento
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/ESALQ), protocolo
n.° 5160100220.

Foram utilizados 40 cordeiros ndo castrados, mesticos (Dorper x Santa Inés),
com peso médio inicial de 21,8 + 5,76 kg (média + desvio padréo) e idade média de
86 * 15 dias (média + desvio padrdo). Todos os cordeiros utilizados nesse ensaio
pertenciam ao rebanho do SIPOC e receberam durante a fase lactente até o desmame
dieta com 100% de concentrado contendo 25 mg de monensina sédica/kg de MS em
sistema de creep feeding. Apés o desmame, os animais foram confinados em galpao
coberto em baias individuais (Tie Stall). As baias eram providas de bebedouro e cocho
para fornecimento das dietas experimentais e 4gua potavel. Todos 0s animais no
inicio do experimento foram desverminados com 1,0% moxidectin (Cydectin, Fort
Dodge Saude Animal, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) na dosagem de 1 mL/50 kg de
peso corporal e receberam aplicacdo de suplemento vitaminico ADE (Vallée Injetavel

ADE, Montes Claros, Minas Gerais, Brasil) antes do inicio do experimento.

4.2.2 Delineamento experimental, tratamentos e manejo experimental

O delineamento experimental foi em blocos completos casualizados com 8
blocos e 5 tratamentos. Os blocos foram definidos conforme o peso e idade dos
animais no inicio do experimento. O periodo experimental foi de 84 dias, divididos em

trés subperiodos de 28 dias.
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As dietas experimentais foram isoenergéticas e isonitrogenadas, contendo
90% de concentrado e 10% de volumoso (feno de Coastcross). A formulacédo foi
realizada utilizando o “Small Ruminant Nutrition System” (SRNS; Cannas et al., 2004,
Tabela 7). Os tratamentos experimentais foram: LO - controle negativo (dieta padréo
sem inclusado de aditivo); L100 - inclusdo de 100 mg de OEL/kg de MS; L500 - incluséo
de 500 mg de OEL/kg de MS; L1000 - inclusdo de 1000 mg de OEL/kg de MS; M25 -
controle positivo (dieta contendo 25 mg de monensina sodica/kg de MS; Rumensin
100, Elanco do Brasil, Sdo Paulo, Sao Paulo, Brasil).
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Tabela 7. Proporcéo dos ingredientes e composi¢cao quimica das dietas experimentais (% da MS).

item Tratamentos?

LO L100 L500 L1000 M25
Ingredientes
Feno de Coastcross 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Milho moido 72,0 71,9 71,9 71,9 71,9
Farelo de Soja 14,0 14,0 14,0 14,0 14,0
Ureia 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Cloreto de amoénio 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Calcério 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Mistura mineral? 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
OEL3, mg/kg de MS 0 100 500 1000 -
Monensina*, mg/kg de MS - - - - 25
Composicao guimica®
Matéria seca 84,2 +0.49 84,1 +046 84,2 +0,90 84,2 +061 84.0 +0,44
Matéria organica 94,5 + 057 94,6 +0,19 94,5 +0,18 94,6 +0,17 94,3 0,21
Proteina bruta 16,1 + 0,60 16,2 +0,33 16,3 0,33 16,3 0,33 16,6 0,33
Fibra em detergente neutro 16,0 0,96 15,9 + 0,96 15,9 +0,93 15,9 0,95 16,1 +1,14
Fibra em detergente acido 5,9+033 6,2 0,13 6,2 +0,14 6,2 0,13 6,6 043
Extrato etéreo 3,5z+061 3,5 1064 3,510,063 3,5z+065 3,4 10,74
EM®, Mcal/kg de MS 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9

1 L0 (controle negativo) — dieta base, sem adigcéo de aditivo; L100 — adicdo de 100 mg de OEL/kg de MS; L500 — adicdo de 500 mg de OEL/kg de MS; L1000
— adicdo de 1000 mg de OEL/kg de MS; M25 (controle positivo) — adicdo de 25 mg de monensina sédica/kg de MS. 2 Ca: 150 g/kg; P: 40 g/kg; Na: 118 g/kg;
Mg: 8 g/kg; S: 19 g/kg; Cu: 300 mg/kg; Mn: 1.250 mg/kg; Zn: 6.480 mg/kg; I: 80 mg/kg; Co: 40 mg/kg; Se: 27 mg/kg; F: 400 mg/kg. 30leo essencial de laranja:
95,1% de D-limoneno, 3,8% de mirceno e 1,1% de a-pineno (CP Kelco Brasil S/A — Matédo, Sao Paulo, Brasil). 4 Rumensin 100 (monensina sédica, Elanco do
Brasil, Sdo Paulo, Sédo Paulo, Brasil). 3Considera trés amostras por tratamento (n = 3). ®Estimada usando o Small Ruminant Nutrition System (Cannas et al.,
2004).
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Amostras das dietas e dos ingredientes foram colhidas a cada batida de racao.

A composic¢ao quimica dos ingredientes € descrita na Tabela 8.

Tabela 8. Composi¢do quimica dos ingredientes utilizados nas dietas experimentais

(% da MS).
ltem? Ingredientes

Feno de Coastcross Milho moido Farelo de soja
n 3 3 3
Matéria seca 77,4 +291 88,7 +0,20 87,9 0,30
Matéria organica 90,9 + 0,64 97,1 0,38 93,4 0,10
Proteina bruta 7,0 053 9,4 +0,10 45,8 0,65
Fibra em detergente neutro 75,3 £0,36 11,7 zo,25 11,4 z0,18
Fibra em detergente acido 37,8 £0,36 2,57 0,38 7,0 0,30
Extrato etéreo 1,9 0,06 3,53 £0,30 2,3 +021

In: ndmero de amostras.

O feno de Coastcross e o milho foram moidos utilizando triturador (Nogueira
DPM — 4, Itapira, Sao Paulo, Brasil) com peneira com crivos de 10 mm. Todos 0s
ingredientes das dietas LO e M25 foram misturados utilizando misturador horizontal
com capacidade para 500 kg (Lucato, Limeira, Sao Paulo, Brasil). Para confeccao das
dietas L100, L500 e L1000 foi preparada uma pré-mistura (contendo apenas a fracédo
concentrada da dieta) utilizando o mesmo misturador horizontal. O OEL foi pesado
diariamente em balanca analitica com acuracia de 0,0001 g (Sartorius BA110S,
Gottingen, Niedersachsen, Alemanha) e misturado manualmente a pré-mistura, sendo
posteriormente o feno adicionado e homogeneizado a pré-mistura com OEL. As dietas
foram pesadas diariamente em balanca eletrénica com precisdo de 1g (Marte, LC 100,
Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil) e imediatamente ofertadas (as 7 horas da manha) na
forma de ragéo total.

Com objetivo de manter as sobras em torno de 10% da quantidade ofertada
do dia anterior, a quantidade ofertada foi diariamente definida com base na leitura de
cocho realizada, momentos antes do inicio da pesagem das ragdes. As sobras foram
retiradas, pesadas e amostradas (10%) somente ao final de cada periodo
experimental. Posteriormente as amostras foram compostas por tratamento e
armazenadas a -18 °C até o momento das analises bromatolégicas. O CMS foi
determinado pela diferenca entre a quantidade de rag&o ofertada e a respectiva sobra,

ambas com base na concentracdo de MS (dieta e sobra). O resultado (consumido total



88

por periodo) foi dividido por 28, obtendo-se 0 CMS diario para cada animal em cada
tratamento.

Para o célculo do ganho médio diario de peso corporal (GMD), os cordeiros
foram pesados nos dias 0, 28, 56 e 84 do periodo experimental apds jejum de sélidos
de 16 horas em balanca eletrénica com precisdo de 0,100 kg (KM3-N; Coimma,
Dracena, Sdo Paulo, Brasil). A partir dos dados de CMS e GMD, foi calculado a
eficiéncia alimentar (EA; EA = g de GMD/g de CMS).

Para o melhor controle sanitario e reduzir a incidéncia de fatores que
comprometessem o desempenho, a ocorréncia de coccidiose foi avaliada através do
exame de fezes para contagem de oocistos/g de fezes (OOPG). Essa avaliacao foi
realizada ao final de cada periodo experimental utilizando metodologia descrita por
Ueno e Gongalves (1988).

4.2.3 Comportamento ingestivo

Nos dias 26, 52 e 78 do experimento foi realizada a avaliacdo do
comportamento ingestivo de cada animal, durante 24 horas, com observagdes
realizadas a cada 5 minutos. Dois observadores devidamente treinados observaram
20 animais cada um em turnos de avaliacdo de 3 horas. Foram determinados os
tempos gastos com ingestdo de alimento, ruminagédo, mastigacéo, 6cio e ingestao de
agua em min/dia. O numero de refei¢des foi contabilizado pelo nUmero de sequéncias
de atividades observadas na planilha para a atividade de ingestdo de alimento (Filho
et al., 2016).

O tempo despendido em cada atividade (expresso em min/dia) foi calculado
por meio da multiplicacdo do numero de observacdes por 5. O tempo total de
mastigacédo foi considerado como a soma dos tempos de ingestdo e ruminagao
(Weidner; Grant, 1994). Os tempos de ingestdo, ruminagdo e mastigacdo foram
expressos em min/g de MS e min/g de FDN ingerido. As taxas de ingestédo, ruminacao
e mastigacao foram calculadas utilizado o teor de MS e FDN das dietas e sobras do
dia do comportamento. As sobras remontadas de cada periodo experimental foram
colhidas e armazenadas antes do inicio de cada observacdo e posteriormente as
dietas foram ofertadas. Ao final da observagéo do comportamento as sobras foram

colhidas, pesadas, amostradas por animal e compostas por tratamento. Apds a
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remocao das sobras do dia do comportamento, as sobras coletadas no inicio da

avaliacao foram devolvidas ao cocho e em seguida foi ofertada a dieta.

4.2.4 Abate dos animais e caracteristicas de carcaca

Ao final do periodo de confinamento, todos os animais foram abatidos. Antes
do abate, os animais foram submetidos a jejum de sélidos de 16 horas. Apés o periodo
de jejum, os animais foram pesados para obtenc&o do peso corporal ao abate (PCA)
e abatidos. O abate foi realizado por atordoamento por concusséao cerebral com pistola
de dardo cativo, seguido de sangria por seccdo das veias jugulares, esfola,
evisceracdo e remocao da cabeca e dos membros. No abate foram seguidas as
orientacdes do Servico de Inspecdo Federal de abate humanitario conforme a
Instrucdo Normativa n.° 3 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Imediatamente ap6s o abate as carcacas foram pesadas para obtencao do
peso de carcaca quente (PCQ), foi utilizado uma balanca com 0,100 kg de precisao
(Filizola, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil). Posteriormente as carcagas
foram refrigeradas em camara de refrigeracéo a 4 °C por 24 horas. ApGs esse periodo,
as carcacas foram novamente pesadas para a obtencdo do peso de carcaca fria
(PCF). O rendimento de carcaca quente (RCQ), rendimento de carcaca fria (RCF) e a
perda por resfriamento (PR) foram calculados pelas formulas: RCQ = (PCQ / PCA) x
100; RCF = (PCF / PCA) x 100; PR = [(PCQ — PCF) / PCQ] x 100.

Ap6bs registrado o PCF, as carcacas foram penduradas pelo tendado de Aquiles
e 0 musculo Longissimus lumborum foi seccionado transversalmente entre a 122 e 132
costelas. A espessura de gordura subcutanea (EGS) foi determinada dos dois lados
da carcaca utilizando paquimetro digital graduado em mm (Asimeto, Mooresville,
Carolina do Norte, EUA) de acordo com Fisher e Boer (1994). A face exposta do
musculo Longissimus lumborum direito e esquerdo foram desenhadas em papel
vegetal. Posteriormente a area foi mensurada com auxilio do software ImageJ
(Institutos Nacionais de Saude, Bethesda, Maryland, EUA) para obtencéo da area de
olho de lombo (AOL). A espessura de parede corporal (EPC) foi mensurada dos dois
lados da carcaca, considerando a profundidade do tecido mole (musculo e gordura) e
a 122 costela em um ponto a 11 cm de distancia da linha média do lombo (Cezar;
Souza, 2007). A partir dos valores obtidos do lado direito e esquerdo da carcaca, foi
calculada a média aritmética de EGS, AOL e EPC por carcaga.
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4.2.5 Avaliacdo morfoldgica do epitélio ruminal

Um fragmento de aproximadamente 5 cm? da regido cranial do saco dorsal do
rimen de cada animal foi coletada e armazenada em fracos contendo solucdo de
alcool 70%. Os fracos foram mantidos sob refrigeracéo por um dia até o momento da
avaliacao do epitélio ruminal. Para a avaliacdo, um fragmento de 1 cm?2 foi utilizado
para contagem do numero de papilas por trés avaliadores (Pereira et al., 2020;
Resende-Junior et al., 2006). Apos a contagem do numero de papilas, doze papilas
foram removidas aleatoriamente do fragmento e com esse fragmento foram dispostas
em laminas de vidro e escaneadas em um escaner (Samsung SCX 4200, Seul, Coreia
do Sul).

As variaveis morfolégicas macroscépicas avaliadas foram ndmero de papilas
por cm? de parede (NP), altura, largura e area média das papilas (AMP), area da
superficie absortiva por cm?2 de parede (ASA) e porcentagem de papilas por area de
superficie absortiva (% papilas/ASA). A area da superficie absortiva bem como a area
e a altura das papilas foram mensuradas utilizando-se o programa para analise de
imagens ImageJ (Institutos Nacionais de Saude, Bethesda, Maryland, EUA). A éarea
de superficie absortiva da parede (ASA) em centimetros quadrados foi calculada
como: 1 + (NP x AMP) - (NP x 0,002), onde 1 representa 1 cm? de fragmento coletado
e 0,002 é a area basal estimada das papilas em centimetros quadrados. A area das
papilas, expressa em porcentagem de ASA, foi calculada como: (NP x AMP)/(ASA x
100) (Pereira et al., 2020; Resende-Junior et al., 2006).

426 Andlises laboratoriais

Apos descongeladas, as amostras dos ingredientes, das dietas ofertadas e
das sobras foram secas em estufa de ventilagéo forcada a 55 °C por 72 horas para
determinacdo da matéria seca a 55 °C. Posteriormente as amostras foram moidas em
moinho tipo Wiley (Marconi, Piracicaba, Sado Paulo, Brasil) com peneiras com crivos
de 1,0 mm. ApOGs a moagem, as amostras foram secas em estufa a 105 °C por 24
horas para determinagdo da matéria seca a 105 °C. A matéria mineral (MM) foi
determinada pela incineragcéo das amostras em mufla a 550 °C por 4 horas (AOAC,
1990), subtraindo a MM de 100, obteve-se a matéria organica (MO). A concentragédo

de nitrogénio total foi mensurada utilizando um aparelho Leco FP528 (Leco
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Corporation, St. Joseph, Michigan, EUA; AOAC, 1997). A proteina bruta foi calculada
multiplicando a concentracdo de nitrogénio total por 6,25. A determinacao da fracéao
fibrosa foi realizada pelo método sequencial, utilizando a-amilase termoestavel e
sulfito de sédio para analise de fibra em detergente neutro (FDN; Van Soest et al.,
1991), e a fibra em detergente acido (FDA; Goering; Van Soest, 1970), utilizando um
aparelho Ankom A2000 (Ankom Tech. Corp., Fairport, Nova lorque, EUA). O teor de
extrato etéreo foi determinado utilizando um aparelho extrator Ankom XT15 (Ankom
Tech Corp., Macedon, Nova lorque, EUA).

4.2.7 Determinacdo do perfil de acidos graxos da carne, indices de

atividade enzimética e valor nutricional

As etapas de extracdo e metilacdo dos &cidos graxos foram realizadas
conforme descrito por Ferreira et al. (2014).

O perfil de acidos graxos foi determinado em um cromatografo gasoso
Shimadzu, Série 2010 Plus, equipado com uma coluna Supelco (100 m x 0,25 mm x
0,25 um), acoplado a um detector de ionizagdo de chama (FID). A programacao de
temperatura iniciou em 140 °C, permanecendo nessa temperatura durante 5 minutos,
na sequéncia, a uma taxa de 4 °C/min, a programacao atingiu 240 °C permanecendo
nessa condi¢do por 15 minutos. A temperatura do detector FID foi de 240 °C e do
injetor de 230 °C. Como gés de arraste foi utilizado hidrogénio com velocidade linear
de 20,0 cm/s. O volume da inje¢éo foi de 1,0 pL no modo split de 1/10. A identificacéo
dos acidos graxos foi realizada com base no tempo de retencdo dos ésteres metilicos
dos acidos graxos dos padrfes. Foi utilizado um padrdo de 37 compostos (Supelco
mix C4 - C24 — CRMA47885 — Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA). Para
identificacdo dos acidos graxos C18:2 cis-9, trans-11 e C18:2 trans-10, cis-12 foi
utilizado o padrdo de acido linoleico conjugado (O5507- Sigma-Aldrich, San Luis,
Missouri, EUA).

A atividade da enzima A°-dessaturase e elongases foi determinada conforme
descrito por Malau-Aduli et al. (1997), por meio de indices matematicos. Os calculos
foram realizados da seguinte maneira:

Cl1l4 index =100 x [(C14:1 cis-9) / (C14:1 cis-9 + C14:0)];

C16 index = 100 x [(C16:1 cis-9) / (C16:1 cis-9 + C16:0)];

C18 index =100 x [(C18:1 cis-9) / (C18:1 cis-9 + C18:0)];
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Total dessaturase index = 100 x [(C14:1 cis-9 + C16:1 cis-9 + C18:1 cis-9) /
(C14:1 cis-9 + C16:1 cis-9 + C18:1 cis-9 + C14:0 + C16:0 + C18:0)];

Elongase =100 x [(C18:1 cis-9 + C18:0) / (C16:1 cis-9 + C16:0 + C18:1 cis-9
+ C18:0)].

Os indices de aterogenicidade (IA) e trombogenicidade (IT) foram estimados
de acordo com Ulbricht e Southgate (1991), como indicador para o risco de doencas
cardiovasculares:

IA =[C12:0 + (4 x C14:0) + C16:0] / (XMUFA + Zn6 + Zn3);

IT = (C12:0 + C16:0 + C18:0) / [(0,5 x ZMUFA) + (0,5 x 2n6) + (3 x Zn3) +
(n3/n6)].

Em que: ZMUFA = somatorio de acidos graxos monoinsaturados; 2n6 =
somatorio dos acidos graxos da série dmega-6; 2n3 = somatério dos acidos graxos
da série dmega-3; n3/n6 = relacdo 6mega-6:6mega-3.

A razao entre os acidos graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos
(h/H) foi calculada de acordo com Fernandez et al. (2007):

h/H = (C18:1 cis-9 + PUFA) — (C12:0 + C14:0 + C16:0).

O indice de promocéao a saude (IPS) foi calculado de acordo com Chen et al.
(2004):

IPS = (XPUFA n3 + ZPUFA n6 + ZMUFA) / [C12:0 + (4 x C14:0) + C16:0].

4.2.8 Caracterizacdo dos compostos presentes no 6leo essencial

A caracterizacao do 6leo essencial de laranja (CP Kelco Brasil S/A — Matéo,
S&o Paulo, Brasil) foi realizada no Laboratério de Oleos e Gorduras do Departamento
de Agroindastria, Alimentos e Nutricdo (LAN/ESALQ) da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, Brasil. A

composicdo do oOleo essencial de laranja é descrita na Tabela 9.

Tabela 9. Composicéo do dleo essencial de laranja.

Composto? %

D-limoneno 95,1
Mirceno 3,8
a-pineno 1,1

1Quantidade relativa dos compostos identificados com base na area de cada pico no cromatograma.
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A identificacdo dos compostos volateis foi efetuada em cromatografia
gasosa/espectrometria de massa (HS-GC/MS) em um GCMS-QP2010 Plus
(Shimadzu Corp., Toquio, Japéo). Foi utilizado uma coluna capilar de silica fundida
Rtx-56MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um; metil silicone 5% como fase estacionéria;
Bellefonte, PA). O gas de arraste utilizado foi o hélio no fluxo de 1,0 mL/min. O
espectro de massa foi adquirido via ionizacdo a 70 eV na faixa de 40 a 500 m/z.
Amostras de 1 pL foram injetadas em modo split. A temperatura do injetor e detector
foi de 220 a 230 °C. A rampa de temperatura comecou em 50 °C sendo mantida por
1,5 min, seguida de 200 °C a 4 °C/min e 240 °C a 10 °C/min, mantida por 7 min. Para
identificacdo dos compostos volateis, os dados (tempo de retencdo e area no TIC)
foram processados usando o software GCMS Solution (verséo 4.20) (Shimadzu,
Téquio, Japao). A identificacdo foi feita por similaridade com dados de bibliotecas
(WILEY8.LIB e FFNSC1.3.lib) e por célculo do indice de retencéo linear (LRI) por

corrida de série de alcanos C7-C30 (Supelco, Bellefonte, Pensilvania, EUA).

429 Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o procedimento MIXED do SAS (1999).
Todos os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificacdo da
normalidade dos residuos e remocéo de outliers. A homogeneidade das variancias
pelo teste de Levene. O modelo estatistico para medidas repetidas foi: Yik = u + Bi+
Tj + ejj + Pk + (TP)ik + eik, em que: p = média geral, Bi = efeito de bloco (i=1a8), Tj=
efeito de tratamento (j = 1 a 5), ejj= erro residual A, Pk = efeito de periodo (k =1 a 3),
(TP)jk = interacdo entre tratamento e periodo experimental, ek = erro residual B. Para
medidas Unicas, foi utilizado o seguinte modelo: Y = u + Bi+ Tj + ej, em que: 4 = média
geral, Bi = efeito de bloco (i = 1 a 8), Tj = efeito de tratamento (j = 1 a 5), ejj = erro
residual. A matriz de covariancia que melhor se ajustou aos conjuntos de dados foi a
simétrica composta (CS). As médias de cada tratamento foram obtidas utilizando o
comando LSMEANS. Os efeitos dos teores de inclusdo do OEL (LO, L100, L500 e
L1000) nas dietas foram avaliados por meio de contrastes ortogonais, linear (L) e
quadratico (Q). O PROC IML do SAS (1999) foi usado para obter os coeficientes
apropriados para os contrastes ortogonais. Para comparar o efeito dos tratamentos
foram realizados dois contrastes: 1 — dieta com monensina (controle positivo) vs. dieta

sem aditivo (controle negativo) (M25 vs. LO) e 2 — dietas com OEL vs. dieta com
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monensina (OEL vs. M25). Os efeitos dos periodos e da interacdo entre o0s
tratamentos e os periodos foram definidos pelo teste F da analise de variancia

(ANOVA). Os efeitos foram declarados significativos quando P < 0,05.

4.3 Resultados
4.3.1 Desempenho e caracteristicas de carcaca

Os resultados de desempenho e caracteristicas de carcaga sédo apresentados
na Tabela 10. O aumento nos teores de OEL promoveu aumento linear no CMS (g/dia,
%PV, %PV%"®; P < 0,05), GMD (P < 0,001), EA (P = 0,03) e PCA (P = 0,004). O
tratamento M25 teve menor CMS (g/dia, %PV, PV0:’>; P < 0,05), GMD (P = 0,003) e
PCA (P = 0,02) quando comparado ao tratamento LO. Nessa mesma comparacao nao
houve diferenca na EA. As dietas com OEL comparadas ao tratamento M25 tiveram
maior CMS (g/dia, %PV, PV0-"®; P < 0,05), GMD (P < 0,001), EA (P = 0,001) e PCA
(P <0,0001).

Os teores de OEL nédo alteraram a contagem de oocistos/g de fezes. O
tratamento M25 comparado a LO reduziu a contagem de oocistos (P < 0,01). As dietas
contendo OEL tiveram maior contagem de oocistos em relagdo a M25 (P = 0,02).

O PCQ, PCF, EGS, AOL e EPC aumentaram linearmente (P < 0,05) com a
inclusdo de OEL na dieta. Na comparacado entre M25 e LO n&o houve diferenca sobre
as caracteristicas de carcaca. Entretanto, as dietas com OEL comparadas a M25
proporcionaram maior PCQ, PCF, EGS, AOL e EPC (P < 0,05). O RCQ e RCF nao

diferiram entre os tratamentos.
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Tabela 10. Desempenho e caracteristicas de carcaca de cordeiros recebendo dietas com teores crescentes de Oleo essencial de
laranja (OEL) ou monensina sodica.

itens? Tratamentos’ EPM? P-valor?

LO L100 L500 L1000 M25 L Q M25vs.LO  OEL vs. M25 P TxP
Idade Inicial (dias) 87 86 86 87 88 14,59 - - - - - -
Pl (kg) 21,7 21,8 21,6 21,8 21,8 4,65 - - - - - -
PCA (kg) 42,9 445 457 46,4 38,2 1,31 0,004 0,99 0,02 <0,0001 - -
CMS (g/dia) 944 963 1007 1021 781 42,3 0,01 0,75 0,01 0,0001 <0,001 0,76
CMS (% PV) 2,88 2,89 3,03 2,94 2,56 0,079 0,02 0,45 <0,01 <0,001 <0,0001 0,54
CMS (% PVO™) 6,95 7,02 7,32 7,18 6,09 0,195 0,004 0,59 <0,01 <0,0001 <0,0001 0,65
GMD (g/dia) 253 270 285 299 194 12,8 <0,001 0,97 0,003 <0,0001 <0,001 0,62
EA 0,275 0,284 0,290 0,303 0,257 0,0082 0,03 0,92 0,14 0,001 <0,0001 0,67
OOPG 16,93 12,19 12,23 10,20 5,37 1,304 0,59 0,56 <0,01 0,02 <0,01 0,38
Caracteristicas de carcaca
PCQ (kg) 225 235 243 24,8 20,2 0,86 0,01 0,94 0,07 <0,001 - -
PCF (kg) 22,1 22,0 23,7 24,1 19,7 0,85 0,02 0,97 0,06 <0,001 - -
RCQ (%) 52,2 528 529 53,1 52,7 0,58 0,49 0,80 0,57 0,73 - -
RCF (%) 51,2 51,5 51,7 51,8 51,5 0,69 0,57 0,93 0,75 0,76 - -
PR (%) 2,02 237 191 2,23 1,99 0,092 0,77 <0,01 0,11 0,82 - -
EGS (mm) 2,03 3,04 319 3,33 2,38 0,304 <001 0,26 0,43 0,03 - -
AOL (cm?) 10,34 12,19 12,18 14,90 10,22 0,381 <0,01 0,11 0,86 <0,0001 - -
EPC (mm) 17,99 21,010 23,23 2398 17,05 1,113 <0,001 0,79 0,55 <0,001 - -

1L0: dieta base sem inclusdo de aditivo (controle negativo); L100: adicdo de 100 mg de OEL/kg de MS; L500: adicdo de 500 mg de OEL/kg de MS; L1000:
adicdo de 1000 mg de OEL/kg de MS; M25: inclusédo de 25 mg de monensina sédica/kg de MS (controle positivo). 2EPM: Erro padrdo da média. 2 L: efeito
linear; Q: efeito quadratico; M25 vs. LO: dieta controle negativo (dieta sem inclusao de aditivo) vs. dieta com 25 mg de monensina /kg de MS (controle positivo);
OEL vs. M25: dietas contendo 6leo essencial de laranja vs. dieta com 25 mg de monensina/kg de MS (controle positivo); P: efeito de periodo; TxP: efeito entre
tratamento e periodo. *PCA: peso corporal ao abate; CMS: consumo de matéria seca; % PV: porcentagem do peso vivo; % PV%75: porcentagem do peso
metabdlico; GMD: ganho médio diario; EA: eficiéncia alimentar; OOPG: oocistos/g de fezes; PCQ: peso de carcaca quente; PCF: Peso de carcaca fria; RCQ:
rendimento de carcaga quente; RCF: rendimento de carcaga fria; PR: perda por resfriamento; EGS: espessura de gordura subcuténea; AOL: area de olho de
lombo; EPC: espessura de parede corporal.
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4.3.2 Comportamento ingestivo

Os resultados referentes ao comportamento ingestivo sdo apresentados na
Tabela 11. O acréscimo nos teores de OEL na dieta refletiu em aumento linear no
CMS (P = 0,03). Quando a dieta M25 foi comparada a LO, o CMS foi menor no
tratamento M25 (P = 0,05). Na comparacao entre as dietas com OEL e M25, houve
maior (P < 0,001) CMS quando as dietas continham OEL. O consumo de FDN néo
diferiu com o aumento nos teores de OEL. Na comparacao entre M25 e LO, o consumo
de FDN foi menor (P = 0,04) em M25. As dietas com OEL tiveram maior (P < 0,001)
consumo de FDN quando comparadas ao tratamento M25.

O numero de refeicbes nao foi afetado pelo aumento nos teores de OEL na
dieta. O numero de refeicdes também nao diferiu entre os tratamentos M25 e LO.
Entretanto, na comparacdo com M25, as dietas com OEL tiveram menor (P = 0,04)
namero de refeicdes.

O tempo de alimentacdo (min/dia) ndo diferiu entre os tratamentos
experimentais. Entretanto, o incremento nos teores de OEL conferiu redugéo linear (P
< 0,05) sobre as taxas de alimentacdo (min/g de MS e min/g de FDN). As taxas de
alimentacdo (min/g de MS e min/g de FDN) nao diferiram na comparacéo entre M25
e LO. Porém, foi observado menores (P < 0,05) taxas de alimentacdo (min/g de MS e
min/g de FDN) quando as dietas continham OEL.

O tempo de ruminacao (min/dia) néo foi afetado pelos tratamentos. As taxas
de ruminagédo (min/g de MS e min/g de FDN) n&o foram afetadas pelo aumento nos
teores de OEL na dieta. Na comparacéo entre M25 e L0 as taxas de ruminac¢ao (min/g
de MS e min/g de FDN) néo foram alteradas. Mas as taxas de rumina¢édo (min/g de
MS e min/g de FDN) foram menores (P < 0,05) para as dietas contendo OEL quando
comparadas ao tratamento M25.

O tempo de mastigacdo (min/dia) ndo foi afetado pelos tratamentos
experimentais. O aumento nos teores de OEL na dieta conferiu efeito linear
decrescente (P < 0,05) sobre as taxas de mastigacédo (min/g de MS e min/g de FDN).
O tratamento M25 teve maiores (P < 0,05) taxas de mastigacao (min/g de MS e min/g
de FDN) comparado ao tratamento LO. As dietas com OEL tiveram menores (P < 0,05)
taxas de mastigacdo (min/g de MS e min/g de FDN) comparadas ao tratamento M25.

O tempo em ocio e de ingestdo de agua (min/dia) ndo foram afetados pelos

tratamentos experimentais.
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Tabela 11. Comportamento ingestivo de cordeiros recebendo dietas com teores crescentes de 6leo essencial de laranja (OEL) ou
monensina sodica.

itens? Tratamentos® EPM? P-valor?
LO L100 L500 L1000 M25 L Q M25vs.LO  OEL vs. M25 P T<P
CMS (g/dia) 1130 1191 1197 1277 983 48,8 0,03 0,70 0,05 <0,001 0,11 0,61
CFDN (g/dia) 192 198 198 215 169 7,6 0,07 0,75 0,04 <0,001 0,01 0,61
N.° de refei¢Bes 154 15,0 15,9 14,7 16,8 0,62 0,74 0,47 0,12 0,04 <0,01 0,36
Alimentacao
min/dia 173 154 165 157 174 11,2 0,37 0,24 0,94 0,21 <0,0001 0,58
min/g de MS 0,16 0,13 0,13 0,13 0,18 0,014 <0,001 0,23 0,10 <0,0001 <0,0001 0,13
min/g de FDN 094 0,78 0,79 0,75 1,04 0,052 <0,01 0,19 0,20 <0,001 <0,001 0,12
Ruminando
min/dia 341 342 348 358 336 17,7 0,67 0,89 0,82 0,51 0,08 0,25
min/g de MS 0,31 0,28 0,30 0,29 035 0,023 0,24 0,37 0,17 0,02 0,47 0,12
min/g de FDN 192 169 181 1,68 2,05 0,134 0,19 0,27 0,46 0,03 <0,001 0,18
Mastigando
min/dia 515 497 511 518 509 18,72 0,89 0,46 0,84 0,98 0,42 0,34
min/g de MS 046 041 043 041 053 0,033 <001 0,20 0,03 <0,0001 0,20 0,19
min/g de FDN 2,72 248 2,59 2,43 3,10 0,141 0,02 0,22 0,03 <0,0001 0,01 0,15
Ocio (min/dia) 919 935 923 914 927 18,6 0,92 0,51 0,76 0,89 0,45 0,33
IA (min/dia) 6,1 7,6 5,9 6,0 3,9 1,48 0,53 0,38 0,29 0,14 0,43 0,98

1L0: dieta base sem inclusdo de aditivo (controle negativo); L100: adicdo de 100 mg de OEL/kg de MS; L500: adicdo de 500 mg de OEL/kg de MS; L1000:
adicao de 1000 mg de OEL/kg de MS; M25: inclusdo de 25 mg de monensina sodica/kg de MS (controle positivo). 2EPM: Erro padrdo da média. 3 L: efeito
linear; Q: efeito quadratico; M25 vs. LO: dieta controle negativo (dieta sem inclusdo de aditivo) vs. dieta com 25 mg de monensina /kg de MS (controle positivo);
OEL vs. M25: dietas contendo 6leo essencial de laranja vs. dieta com 25 mg de monensina/kg de MS (controle positivo); P: efeito de periodo; TxP: efeito entre
tratamento e periodo. 4 CMS: consumo de matéria seca; CFDN: consumo de fibra em detergente em neutro IA: ingestao de agua.
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4.3.3 Caracterizacao do epitélio ruminal

As variaveis estudadas para caracterizacdo do epitélio ruminal ndo foram

afetadas pelos tratamentos experimentais (Tabela 12).
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Tabela 12. Caracterizacdo macroscopica do epitélio ruminal de cordeiros recebendo dietas com teores crescentes de 6leo essencial
de laranja (OEL) ou monensina sddica.

Tratamentos? P-valor®
ltens* EPM?2
LO L100 L500 L1000 M25 L Q M25 vs. LO OEL vs. M25

Papila (n°/cm?) 96,62 88,04 88,04 92,00 82,75 5,868 0,69 0,53 0,11 0,34
Altura (cm) 0,62 0,64 0,60 0,64 0,60 0,023 0,59 0,25 0,59 0,36
Largura (cm) 0,25 0,27 0,24 0,26 0,24 0,011 0,82 0,10 0,76 0,35
Area papila (cm?) 0,30 0,33 0,31 0,31 0,29 0,019 026 0,17 0,78 0,17
ASA (cm?) 29,43 30,74 24,92 30,88 24,96 1,082 0,46 0,21 0,14 0,13
%papila/ASA 96,88 96,95 96,17 96,97 96,43 0,281 0,19 0,21 0,26 0,42

1LO: dieta base sem inclusdo de aditivo (controle negativo); L100: adicdo de 100 mg de OEL/kg de MS; L500: adi¢do de 500 mg de OEL/kg de MS; L1000:
adicdo de 1000 mg de OEL/kg de MS; M25: inclusdo de 25 mg de monensina sédica/kg de MS (controle positivo). 2EPM: Erro padrdo da média. 3 L: efeito
linear; Q: efeito quadratico; M25 vs. LO: dieta controle negativo (dieta sem inclusao de aditivo) vs. dieta com 25 mg de monensina /kg de MS (controle positivo);
OEL vs. M25: dietas contendo 6leo essencial de laranja vs. dieta com 25 mg de monensina/kg de MS (controle positivo). 4 ASA: area de superficie absortiva;
%papilas/ASA: porcentagem de papilas por area de superficie absortiva.
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4.3.4 Perfil de acidos graxos da carne, indices de atividade enzimatica e

valor nutricional

Os resultados referentes ao perfil de acidos graxos da carne sao
apresentados na Tabela 12. O aumento nos teores de OEL diminuiu linearmente a
proporcao de C8:0 (P =0,01) e o indice de promocao a saude humana IPS (P = 0,04).
As demais variaveis associadas ao perfil de acidos graxos da carne nao foram
afetadas pelo aumento nos teores de OEL na dieta.

A gordura da carne dos cordeiros do tratamento M25 teve maior proporc¢ao de
C18:0 (P < 0,01) e maior indice de trombogenicidade (P = 0,03) em relacdo ao
tratamento LO. O tratamento M25 comparado ao tratamento LO, contribuiu para o
aumento no ZMUFA (P = 0,05) e reducdo no indice de dessaturacdo dos &cidos
graxos com 18 carbonos e o indice de dessaturacao total (P < 0,05). A proporcao dos
demais &cidos graxos, bem como os demais indices enzimaticos e os indices
associados a qualidade nutricional da gordura da carne nao diferiram entre os
tratamentos M25 e LO.

Quando as dietas com OEL foram comparadas ao tratamento M25 foi
observado menor propor¢cao dos acidos graxos C6:0, C8:0 e C18:0 nas dietas com
OEL (P < 0,05). As dietas com OEL tiveram maior relacdo n6/n3 (P = 0,03) e menor
indice de trombogenicidade (P < 0,01) quando comparas ao tratamento M25. A
inclusdo de OEL na dieta aumentou a proporcdo de C16:1 cis-9, o somatoério dos
acidos graxos monoinsaturados (XMUFA), o indice de dessaturagdo dos &acidos
graxos de 16 e 18 carbonos e o indice de dessaturacao total em relacédo ao tratamento
M25 (P < 0,05). A adicdo de OEL aumentou o IPS em relacdo ao tratamento M25 (P
= 0,05). Os demais acidos graxos, o indice de dessaturacdo dos acidos graxos com
14 carbonos, o indice de elongacéo e os demais indices ligados a qualidade nutricional
da gordura da carne nédo diferiram na comparagao entre as dietas com OEL e o

tratamento M25.
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Tabela 13. Perfil de acidos graxos (% FAME) do musculo Longissimus lumborum de cordeiros recebendo dietas com teores

crescentes de 6leo essencial de laranja (OEL) ou monensina sddica. (continua)

ftens? Tratamentos® EPM? P-valor?
LO L100 L500 L1000 M25 L Q M25vs. LO OEL vs. M25

C6:0 0,026 0,019 0,024 0,027 0,035 0,0033 0,12 0,15 0,06 <0,01
C8:0 0,030 0,007 0,005 0,021 0,039 0,0129 0,01 0,21 0,22 <0,01
C10:0 0,212 0,091 0,094 0,097 0,106 0,0455 0,35 0,64 0,44 0,15
C12:0 0,070 0,062 0,061 0,081 0,068 0,0066 0,56 0,95 0,53 0,95
C13:.0 0,030 0,032 0,021 0,052 0,026 0,0173 0,90 0,12 0,50 0,67
C14:0 1,42 1,53 1,42 1,68 1,44 0,073 094 0,19 0,88 0,16
C14:1c9 0,074 0,075 0,061 0,090 0,058 0,0075 0,60 0,35 0,09 0,06
C15:.0 0,42 0,46 0,42 0,43 0,43 0,025 0,78 0,18 0,80 0,68
C16:0 21,24 20,78 20,94 21,24 21,16 0,406 0,52 0,54 0,89 0,76
C16:1c9 1,50 1,52 1,44 1,78 1,33 0,072 0,71 0,57 0,07 <0,01
C17:0 1,87 2,01 1,93 1,70 2,05 0,129 0,97 0,40 0,27 0,21
C18:0 10,48 10,92 11,43 10,42 12,41 0,482 0,92 0,93 <0,01 <0,01
C18:1c9 38,66 39,52 37,72 37,14 36,27 0,860 0,73 0,24 0,06 0,07
C18:1 19 3,41 3,67 3,97 3,78 3,21 0,358 0,08 0,94 0,64 0,10
C18:1111 1,12 1,36 1,54 1,48 1,35 0,168 0,13 0,86 0,33 0,59
C18:2 ¢9,12 6,00 6,20 6,48 6,32 6,06 0,447 0,41 0,93 0,92 0,60
C18:2 c9, t11 0,121 0,160 0,126 0,157 0,122 0,0157 0,61 0,07 0,96 0,15
C18:2110, c12 0,101 0,101 0,121 0,116 0,097 0,0136 0,23 0,55 0,85 0,34
C18:3 ¢9,12,15 0,209 0,245 0,224 0,211 0,214 0,0193 0,21 0,19 0,53 0,12
C18:3 n-6 0,090 0,082 0,090 0,082 0,087 0,0074 0,99 0,42 0,81 0,77
C20:2 c11,14 0,054 0,057 0,062 0,066 0,059 0,0060 0,40 0,90 0,61 0,61
C20:5n-3 0,035 0,042 0,041 0,043 0,042 0,0234 0,89 0,46 0,83 0,68
C21:3 c11,14,17 0186 0,176 0,185 0,179 0,200 0,0174 0,67 0,68 0,58 0,33
C22:0 0,210 0,195 0,222 0,204 0,218 0,0238 0,43 0,77 0,25 0,14
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Tabela 13. Perfil de acidos graxos (% FAME) do musculo Longissimus lumborum de cordeiros recebendo dietas com teores
crescentes de 6leo essencial de laranja (OEL) ou monensina sddica. (concluséo)

tens? Tratamentos! EPM? P-valor®
LO L100 L500 L1000 M25 L Q M25 vs. LO OEL vs. M25

C22:6 n-3 0,285 0,261 0,286 0,275 0,312 0,0315 0,66 0,50 0,49 0,13
C23:0 2,25 2,07 2,19 1,92 2,49 0,277 0,47 0,62 0,50 0,21
>SFA 3583 3539 3587 3549 37,20 0,707 0,43 0,63 0,17 0,06
>MUFA 40,23 41,10 39,22 38,92 37,66 0,876 0,72 0,24 0,05 0,05
ZPUFA 6,30 6,52 6,80 6,61 6,36 0,463 0,41 0,96 0,92 0,60
2n-6 6,09 6,28 6,58 6,40 6,15 0,453 0,42 0,92 0,92 0,61
Zn-3 0,524 0546 0,550 0,526 0,566 0,041 0,38 0,84 0,36 0,18
n-6/n-3 11,717 11,56 11,89 12,18 10,94 0,366 0,27 0,56 0,15 0,03
C14:1 A® — index 4,72 4,71 4,14 5,03 3,88 0,425 0,78 0,64 0,17 0,14
C16:1 A® — index 6,59 6,82 6,45 7,31 5,93 0,277 053 0,42 0,10 <0,01
C18:1 A® — index 77,95 7831 76,66 78,09 74,50 0,938 0,69 0,43 0,01 <0,01
A°-total 54,44 5527 53,67 53,76 51,81 0,764 0,50 0,23 0,02 0,01
Elongase index 68,58 69,33 68,72 67,35 68,37 0,522 0,60 0,31 0,78 0,87
Trombogenicidade 1,30 1,25 1,32 1,31 1,42 0,039 0,32 0,26 0,03 <0,01
Aterogenicidade 0,58 0,56 0,57 0,61 0,61 0,018 0,30 0,47 0,31 0,22
h/H 1,91 2,06 2,02 1,93 1,88 0,061 0,06 0,17 0,73 0,06
IPS 1,65 1,77 1,76 1,65 1,61 0,063 0,04 0,27 0,59 0,05

1L0: dieta base sem inclusdo de aditivo (controle negativo); L100: adicdo de 100 mg de OEL/kg de MS; L500: adi¢do de 500 mg de OEL/kg de MS; L1000:
adicao de 1000 mg de OEL/kg de MS; M25: inclusdo de 25 mg de monensina sodica/kg de MS (controle positivo). 2EPM: Erro padrdo da média. 3 L: efeito
linear; Q: efeito quadratico; M25 vs. LO: dieta controle negativo (dieta sem inclusao de aditivo) vs. dieta com 25 mg de monensina /kg de MS (controle positivo);
OEL vs. M25: dietas contendo 6leo essencial de laranja vs. dieta com 25 mg de monensina/kg de MS (controle positivo). “2SFA: somatério dos acidos graxos
saturados; ZMUFA: somatério dos acidos graxos monoinsaturados; 2PUFA: somatério dos acidos graxos poli-insaturados; n-6: somatorio dos acidos graxos
da série 6mega-6; Zn-3: somatorio dos acidos graxos da série 6mega-3; n-6/n-3: relacdo 6mega-6/6mega-3; C14:1 A° —index = 100 [(C14:1 cis-9) / (C14:1 cis-
9 + C14:0)]; C16:1 A° —index = 100 [(C16:1 cis-9) / (C16:1 cis-9 + C16:0)]; C18:1 A® —index = 100 [(C18:1 cis-9) / (C18:1 cis-9 + C18:0)]; A® — total = (C14:1A°
— index + C16:1A° — index + C18:1A° — index); Elongase index = 100 [(C18:1 cis-9 + C18:0) / (C16:1 cis-9 + C16:0 + C18:1 cis-9 + C18:0)]; h/H: proporcao
hipocolesterolémico e hipercolesterolémico; IPS: indice de promogédo a sadde humana.
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4.4 Discusséo
44.1 Desempenho e caracteristicas de carcaca

Segundo o NRC (2007), o consumo de energia € determinante sobre o GMD.
Dessa forma, o acréscimo no CMS e consequentemente no consumo de energia
proporcionou maior GMD quando as dietas continham OEL. Entretanto, o aumento
linear na EA quando os teores de OEL aumentaram na dieta é um indicativo de que
outros fatores possam ter contribuido para o aumento no GMD. J4 € bem estabelecido
que alguns 6leos essenciais podem modular a fermentacdo ruminal e favorecer o
desempenho animal. Entretanto, os Oleos essenciais também podem atuar sobre
aspectos fisiolégicos, digestivos e antioxidantes, e consequentemente aumentar o
GMD e melhorar a EA (Nehme et al., 2021). O teor de 1000 mg de OEL/kg de MS foi
0 mais promissor em promover o desempenho, pois aumentou em 15% o GMD e em
9% a EA em relacdo ao tratamento LO. Por sua vez, na comparacdo com M25, a
inclusdo de 1000 mg de OEL/kg de MS aumentou em 35% o GMD e 15% a EA.

O D-limoneno foi o principal composto encontrado no OEL (95,1%). No
metabolismo ruminal, Samii et al. (2016) n&o observaram efeito sobre os produtos da
fermentacdo ruminal quando teores de D-limoneno (10, 20, 40 e 80 mg/kg de MS)
foram adicionadas a uma dieta contendo 70% de concentrado para bovinos. Porém,
em experimento in vitro, o D-limoneno associado a uma dieta com elevada inclusao
de concentrado aumentou a concentragdo de propionato e diminuiu a producéo de
metano (Crane et al., 1957). Em relacdo aos aspectos fisiolégicos, o D-limoneno foi
indicado como promotor de crescimento em peixes (Aanyu et al., 2018) e codornas
(Dalkilic et al., 2015). Nesses trabalhos, o D-limoneno foi relacionado ao aumento na
taxa de crescimento, que foi relacionado a maior sintese do fator semelhante a insulina
tipo 1 (IGF-1). Aanyu et al. (2018) também descreveram que a utilizagdo de D-
limoneno na alimentacdo de peixes foi responsavel pelo aumento na expressdo do
gene associado a producao de muco, o que foi relacionado a melhor absorgéo de
nutrientes e aproveitamento da dieta. Os mesmos autores também relataram que o D-
limoneno aumentou a expresséo do gene transportador de oligopeptideos no intestino,
o que foi relacionado ao transporte mais eficiente de di e tripeptideos no intestino.
Apesar dos efeitos positivos destacados para o D-limoneno em outras espécies, as

variaveis apontadas nao foram mensuradas no presente estudo. No entanto, acredita-
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se gue esses fatores possivelmente foram promovidos no presente estudo, uma vez
gue o GMD e EA aumentaram consideravelmente em resposta a maior inclusdo de
OEL na dieta. Essa hipétese é sustentada pela auséncia de efeito sobre as
caracteristicas de fermentagéo de ruminal no Experimento 1, utilizando o mesmo 6leo
essencial e o mesmo padréo de dieta. Diante dos resultados obtidos no experimento
de desempenho, fica evidente a necessidade de mais pesquisas com o OEL como
fonte de D-limoneno, pois os efeitos relacionados aos parametros fisiologicos sao
escassos para ruminantes.

Quando o tratamento M25 foi comparado ao tratamento LO, o GMD foi menor
em M25, o que concorda com o menor CMS observado nesse tratamento. Por sua
vez, na comparacao entre as dietas com OEL e M25, as dietas com OEL tiveram maior
GMD. Esse resultado € explicado pelo maior CMS quando os animais receberam
dietas contendo OEL. A monensina sodica é conhecida por reduzir o CMS e aumentar
a EA (Duffield et al., 2012; Tedeschi et al., 2003). No entanto, no presente trabalho a
dose de 25 mg de monensina prejudicou o desempenho dos animais. Este achado
concorda com Polizel et al. (2021), os quais reportaram reducéo no desempenho de
cordeiros recebendo uma dieta com 90% de concentrado e inclusdo de 24 mg de
monensina/kg de MS. Os mesmos autores destacaram que a dose 8 mg/kg de MS foi
a mais eficiente em otimizar o desempenho de cordeiros recebendo dietas ricas em
energia. Dessa forma, doses menores de monensina podem ser mais promissoras
guando utilizadas como controle positivo em estudos avaliando aditivos na dieta de
cordeiros em confinamento.

Apesar dos resultados inferiores sobre o desempenho, a dose de 25 mg de
monensina/kg de MS foi a mais eficiente em controlar a coccidiose no presente estudo.
Esse resultado evidencia a necessidade de pesquisas para avaliar o efeito de
diferentes doses de monensina sobre o desempenho e o controle da coccidiose em
cordeiros confinados, uma vez que na literatura ndo é descrito uma dose ideal de
monensina que possibilite otimizar esses fatores. O OEL reduziu em 32% a contagem
de oocistos em comparagdo ao tratamento sem aditivo (LO). Gainza et al. (2015)
observaram em estudo in vitro que o D-limoneno possui efeito pronunciado sobre
parasitas gastrointestinais. Os resultados do presente trabalho indicam que o OEL
pode ter efeito promissor no controle da coccidiose. No entanto, € necessario 0
desenvolvimento de mais pesquisas para a adequacdo do teor ideal de OEL no

controle da coccidiose em cordeiros em confinamento.
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O aumento linear no PCA, PCQ, PCF, EGS, AOL e EPC teve relacéo direta
com o maior GMD dos animais em resposta a inclusédo de teores crescentes de OEL
nas dietas. E reportado que altas doses de 6leo essencial podem reduzir o PCQ e
PCF (Torres et al., 2020). Entretanto, existe uma grande divergéncia nos resultados
da literatura sobre esses parametros, onde a magnitude da resposta sobre esses
parametros € associada ao tipo de 6leo essencial, sua composicdo, a dose e as
caracteristicas nutricionais da dieta (Khiaosa-Ard; Zebeli, 2013). Do mesmo modo, o
maior GMD dos animais alimentados com as dietas contendo OEL explica o maior

PCA, PCQ e PCF na comparagao com os animais alimentados com a dieta M25.

4.4.2 Comportamento ingestivo

O aumento linear sobre o CMS na avaliagdo do comportamento ingestivo
guando os teores de OEL aumentaram na dieta € um indicativo que o OEL pode ter
melhorado a aceitabilidade da dieta. E relatado na literatura que alguns Oleos
essenciais podem melhorar a aceitabilidade da dieta e otimizar o CMS e o
desempenho em outras espécies (Franz et al., 2009). Possivelmente, o aumento nos
teores de OEL melhorou a aceitabilidade da dieta pelos cordeiros do presente estudo,
e resultou em aumento no CMS. InformacgBes sobre os efeitos dos 6leos essenciais
em melhorar a aceitabilidade da dieta e promover positivamente o CMS sao escassas
para ruminantes. Oleos essenciais quando fornecidos a ruminantes s&o relacionados
ao comprometimento do CMS, devido ao sabor e odor acentuado (Nehme et al., 2021).
Estell et al. (1998) relataram que 0s compostos secundarios das plantas podem afetar
o consumo de ovelhas. Entretanto, os mesmos autores destacaram que o D-limoneno
em comparagao a outros compostos (canfora, a-pineno e borneol) ndo comprometeu
o CMS. Franz et al. (2009) evidenciaram a necessidade de mais pesquisas com
ruminantes a fim de compreender os efeitos dos 6leos essenciais sobre o consumo,
uma vez que esse fator esta intimamente associado a fermentagdo ruminal e ao
desempenho animal.

O aumento na inclusdo de OEL contribuiu para reducao linear na taxa de
alimentacdo (min/g de MS e min/g de FDN). Esses resultados concordam com o
aumento no consumo de MS e FDN, ou seja, a maior inclusdo de OEL refletiu em
menor tempo de ingestao para cada unidade de MS e FDN consumida. Por sua vez,
a menor taxa de alimentacao nas dietas com OEL em comparacéo ao tratamento M25,
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pode ser justificada pelo maior CMS quando as dietas continham OEL, pois o tempo
de alimentacao nao diferiu para essa mesma comparacao.

As taxas de ruminacdo e mastigacdo (min/g de MS e min/g de FDN) foram
menores nas dietas contendo OEL quando comparadas ao tratamento M25. Esse
resultado pode ser associado a reducéo no numero de refeicdes na comparacao entre
as dietas com OEL e M25. A monensina pode modular o padrdo de consumo dos
animais, aumentando o numero de refeicdes (Goodrich et al., 1984), possibilitando
maior frequéncia de substrato fermentescivel que chega ao rimen com potencial de
estimular a ruminacéao.

As menores taxas de ruminacdo e mastigacdo nas dietas contendo OEL,
alinhadas ao maior consumo de MS e FDN, indicam que a eficiéncia de ruminacao e
mastigagéo foi menor nas dietas com OEL quando comparadas ao tratamento M25.
A maior taxa de ruminacao e mastigacao observada para o tratamento M25 pode ser
justificada pelo menor consumo de FDN em relacdo aos demais tratamentos. Grant
(1997) sugeriu que a reducdo no consumo de FDN est4 associada ao aumento na
eficiéncia de ruminagdo e mastigacdo, sendo resultante de um mecanismo de
adaptacdo que visa reduzir desordens metabdlicas, como a acidose ruminal.
Woodford e Murphy (1988) destacaram que o aumento na eficiéncia de mastigacéo
guando o consumo de fibra € comprometido visa corrigir o pH ruminal e aumentar a
passagem de particula através do ramen. Jaramillo-Lopez et al. (2017) mencionaram
gue o aumento na eficiéncia de mastigacdo eleva a producéo de saliva, o que
proporciona maior entrada de tamp&o no rimen e elevacdo do pH ruminal. E possivel
inferir que os resultados obtidos no comportamento ingestivo foram dependentes do
consumo de MS e FDN. Dessa forma, pode-se dizer que a inclusdao de OEL nao

exerceu efeitos extras sobre o comportamento alimentar.

4.4.3 Avaliacdo morfologica do epitélio ruminal

A auséncia de efeito sobre as variaveis estudadas para caracterizar o epitélio
ruminal indicam que os animais de todos os tratamentos apresentaram boa saude
ruminal, uma vez que condigcbes ruminais adversas podem comprometer o

desenvolvimento do epitélio ruminal (Baldwin; Connor, 2017).
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4.4.4 Perfil de &cidos graxos da carne, indices de atividade enzimatica e

valor nutricional

O aumento nos teores de OEL na dieta resultou em poucas modificacdes
sobre o perfil de &cidos graxos da carne. Era esperado que a inclusdo de OEL na dieta
alterasse a proporcéo de alguns acidos graxos, principalmente no que diz respeito aos
intermediarios do processo de biohidrogenacédo. Lourenco et al. (2009) observaram
em experimento in vitro que a utilizacdo de D-limoneno resultou em acimulo de C18:2
cis-9, trans-11 devido ao comprometimento da extensdo total do processo de
biohidrogenacédo. Durmic et al. (2008) reportaram que alguns Oleos essenciais podem
inibir o crescimento de bactérias envolvidas no processo de biohidrogenacédo. No
presente estudo, a auséncia de efeito sobre a proporcdo dos &cidos graxos oriundos
da biohidrogenacédo e a proporcao dos &cidos graxos de cadeia impar indica que
possivelmente os grupos de bactérias responsaveis pela biohidrogenacao ndo foram
afetados e que processo de biohidrogenacdo ocorreu ha mesma magnitude com o
aumento nos teores de OEL na dieta.

As dietas com OEL comparadas ao tratamento M25 tiveram aumento no
somatorio de acidos graxos monoinsaturados (XMUFA), na proporgao de C16:1 cis-9
e no indice total de dessaturacdo. Esses resultados sdo coerentes com o aumento
nos indices de dessaturacdo dos acidos graxos de 16 e 18 carbonos quando as dietas
continham OEL. Segundo Oliveira et al. (2014), a atividade da A°-dessaturase possui
alta correlacdo com o GMD. Dessa forma, o aumento no indice de dessaturacéo pode
ser justificado pelo aumento no GMD quando as dietas continham OEL. O aumento
no indice de atividade da enzima A°-dessaturase também pode justificar a reducdo na
proporcdo de C18:0 nas dietas com OEL quando essas foram comparadas ao
tratamento M25.

A inclusdo de OEL na dieta conferiu melhor valor nutricional ao perfil de acidos
graxos da carne de cordeiro. Essa afirmacao é corroborada pela reducéo no indice de
trombogenicidade, aumento no indice de promoc¢ao a saude humana e tendéncia para
a redugao no somatdrio de acidos graxos saturados (2SFA; P =0,06) e a relacdo entre
os acidos graxos hipercolesterolémicos e hipocolesterolémicos (h/H; P = 0,06) quando
as dietas com OEL foram comparadas ao tratamento M25. O indice de
trombogenicidade recomendado para carne de cordeiro € 1,33 (Ulbricht; Southgate,
1991), no presente trabalho as dietas contendo OEL tiveram uma reducdo de 10%
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sobre o indice de trombogenicidade em relacdo ao tratamento M25, o que pode ser
associado ao aumento no XMUFA nas dietas com OEL. O aumento do *MUFA
sustenta 0 aumento para o indice de promocao a saude humana quando o OEL foi
utilizado, o que concorda com a auséncia de efeito sobre os outros fatores utilizados
para o calculo desse indice.

A relacéo n-6/n-3 foi maior para os tratamentos contendo OEL em relacéo ao
tratamento M25. No entanto, apesar do menor valor observado para o tratamento M25
esse esta fora do recomendado visando os beneficios da saude humana. Boughalmi
e Araba (2016) descreveram valores aceitaveis para o beneficio da saude humana da
relacdo n-6/n-3 estdo em torno de 4:1, ou seja, abaixo do observado no presente
trabalho, média de 11,65 respectivamente. Por outro lado, para Russo (2009), a
proporcdo de até 10:1 ndo é prejudicial & saude humana. Acredita-se que 0s
resultados obtidos para relacdo n-6/n-3 no presente trabalho estejam associados a
genética dos animais. Madruga et al. (2006) relataram que cordeiros Dorper em
terminacdo podem depositar maiores concentracdes de &cidos graxos saturados
guando mais jovens, o que pode reduzir a quantidade de PUFA presente na carne e

influenciar a relacédo n-6/n-3.

4.5 Concluséao

O OEL agiu como aditivo alimentar, tendo em vista que aumentou o ganho de
peso, melhorou as caracteristicas de carcaca e o valor nutricional do perfil de &cidos
graxos da carne. Portanto, zootecnicamente, entre os teores avaliados, recomenda-
se 0 uso de 1000 mg de OEL/kg de MS em dietas para cordeiros em terminacao. No
qgue se refere aos beneficios sobre o desempenho animal e as caracteristicas de
carcaca, o OEL foi superior a monensina sodica na dose de 25 mg/kg de MS. Contudo,
vale mencionar que a monensina sédica foi mais efetiva no controle da coccidiose.
Considerando que os melhores resultados de desempenho foram obtidos com o maior
teor de OEL (1000 mg de OEL/kg de MS), novas pesquisas deverédo ser desenvolvidas

com teores superiores.
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5 EFEITOS DO OLEO ESSENCIAL DE Arnica montana SOBRE O
CONSUMO E  DIGESTIBILIDADE DOS  NUTRIENTES,
FERMENTACAO RUMINAL E RETENCAO DE NITROGENIO EM
CORDEIROS CONFINADOS

Resumo

O dleo essencial de Arnica montana (OEAM) € utilizado na medicina humana
por seu efeito antimicrobiano. Entretanto, para ruminantes nao ha relatos da utilizacéao
do OEAM como aditivo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de teores de
OEAM como aditivo sobre o consumo e a digestibilidade dos nutrientes, o balango de
nitrogénio e as caracteristicas de fermentacdo ruminal em cordeiros confinados.
Foram utilizados cinco cordeiros mesticos Dorper x Santa Inés, com peso médio inicial
de 50,56 + 1,19 kg (média + desvio padrao) e 14,6 + 1,28 meses (média + desvio
padrdo), castrados e canulados no rumen. Os cordeiros foram distribuidos em
delineamento em quadrado latino 5 x 5. Os tratamentos experimentais foram: AO -
controle negativo (dieta padrdo sem inclusdo de aditivo); A450 - inclusdo de 450 mg
de OEAM/kg de MS; A900 - inclusédo de 900 mg de OEAM/kg de MS; A1350 - incluséo
de 1350 mg de OEAM/kg de MS; M25 - controle positivo (dieta contendo 25 mg de
monensina sodica/kg de MS). Todas as dietas continham 90% de concentrado e 10%
de volumoso (feno de Coastcross). Os teores de OEAM néo alteraram o consumo de
matéria seca (CMS) e dos nutrientes (MO, PB, EE, FDN, FDA, CNF e NDT). Para a
comparacao entre M25 vs. A0, houve menor consumo de MS e dos nutrientes para
M25 (P < 0,05). Houve maior consumo de MS e de nutrientes quando as dietas
continham OEAM em comparacao a M25 (P < 0,05). Houve aumento linear (P = 0,03)
na digestibilidade da proteina bruta com os teores crescentes de OEAM. Porém, a
digestibilidade dos demais nutrientes ndo foi afetada pela inclusdo de OEAM. Néao
houve diferenca na digestibilidade dos nutrientes na comparagéo entre M25 vs. AO e
as dietas com OEAM vs. M25. A inclusdo de OEAM nas dietas diminuiu linearmente
(P = 0,03) o nitrogénio (N) na urina, o que foi associado a diminuic¢ao linear (P = 0,03)
na concentracdo de amdnia no rimen. Os teores de OEAM aumentaram linearmente
a retencdo de N (g/kg de N ingerido e g/kg de N absorvido; P < 0,05). Na comparacao
entre as dietas M25 vs. A0, houve menor consumo de N e menor excrecao de N via
urina para M25 (P < 0,05). As dietas com OEAM tiveram maior consumo de N e
excrecdo de N na urina em relacédo a M25 (P < 0,05). Houve aumento na retencao de
N para as dietas com OEAM quando comparadas a M25 (P = 0,02). Os teores de
OEAM conferiram efeito quadratico (P = 0,03) a propor¢cdo molar de acetato, com
menor proporgdo para A450. A concentragéo total e a proporgdo molar dos demais
acidos graxos de cadeia curta ndo foram afetadas pela inclusdo de OEAM. A
concentracdo total e a proporcdo molar dos acidos graxos de cadeia curta ndo
diferiram entre M25 vs. A0, nem entre as dietas contendo OEAM vs. M25. O pH
ruminal ndo foi alterado pela inclusdo de OEAM nas dietas. Porém, houve efeito
quadratico (P = 0,02) dos teores de OEAM sobre a area abaixo do pH 5,5, com maior
area abaixo de 5,5 para A450. O tratamento M25 conferiu aumento no pH ruminal em
relacdo a A0 (P < 0,01), esse resultado contribuiu para menor area abaixo do pH 5,5
e maior area total de pH para M25 (P < 0,05). As dietas com OEAM tiveram menor pH
ruminal quando comparadas a M25 (P = 0,01). Em concluséo, o teor de 1350 mg de
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OEAM/kg de MS foi 0 mais promissor, especialmente para o aumento na eficiéncia de
uso do N dietético em relagédo a dose de 25 mg de monensina/kg de MS.

Palavras-chave: Aditivo, Limoneno, Metabolismo, Monensina, Ovinos, RUmen.

Abstract

Arnica montana essential oil (AMEO) is used in human medicine for its
antimicrobial effect. However, for ruminants, there are no reports of using AMEO as
an additive. The objective of this study was to evaluate the effect of AMEO content as
an additive on nutrient intake and digestibility, nitrogen balance, and rumen
fermentation characteristics in feedlot lambs. Five Dorper x Santa Inés crossbred
lambs, with a mean initial weight of 50.56 + 1.19 kg (mean + standard deviation) and
14.6 + 1.28 months (mean * standard deviation), castrated and cannulated in the
rumen were used. The lambs were distributed in a Latin square design 5 x 5. The
experimental treatments were: AO - negative control (standard diet without additive
inclusion); A450 - inclusion of 450 mg AMEO/kg DM; A900 - inclusion of 900 mg
AMEO/kg DM; A1350 - inclusion of 1350 mg AMEO/kg DM; M25 - positive control (diet
containing 25 mg sodium monensin/kg DM). All diets contained 90% concentrate and
10% roughage (Coastcross hay). The levels of AMEO did not alter the intake of dry
matter (DMI) and nutrients (OM, CP, EE, NDF, ADF, NFC, and TDN). For the
comparison between M25 vs. A0, there was a lower intake of DM and nutrients for M25
(P < 0.05). There was higher DM and nutrient intake when diets contained AMEO
compared to M25 (P < 0.05). There was a linear increase (P = 0.03) in crude protein
digestibility with increasing AMEO contents. However, the digestibility of the other
nutrients was not affected by the inclusion of AMEO. There was no difference in
nutrient digestibility when comparing M25 vs. A0 and the diets with AMEO vs. M25.
The inclusion of AMEO in the diets linearly decreased (P = 0.03) nitrogen (N) in the
urine, which was associated with a linear decrease (P = 0.03) in ammonia
concentration in the rumen. The AMEO contents linearly increased N retention (g/kg
ingested N and g/kg absorbed N; P < 0.05). When comparing M25 vs. AO diets, there
was lower N intake and lower N excretion via urine for M25 (P < 0.05). Diets with AMEO
had higher N intake and N excretion in urine compared to M25 (P < 0.05). There was
increased N retention for AMEO diets when compared to M25 (P = 0.02). The AMEO
contents gave a quadratic effect (P = 0.03) to the molar proportion of acetate, with the
lowest proportion for A450. The total concentration and molar ratio of the other short-
chain fatty acids were not affected by the inclusion of AMEO. The total concentration
and molar ratio of short-chain fatty acids did not differ between M25 vs. AQ, nor
between diets containing AMEO vs. M25. Rumen pH was not altered by the inclusion
of AMEO in the diets. However, there was a quadratic effect (P = 0.02) of AMEO
content on the area under pH 5.5, with greater area under 5.5 for A450. The M25
treatment conferred an increase in rumen pH compared to AO (P < 0.01), this result
contributed to a lower area below pH 5.5 and a greater total pH area for M25 (P <
0.05). Diets with AMEO had lower rumen pH when compared to M25 (P = 0.01). In
conclusion, the 1350 mg AMEO/kg DM content was the most promising, especially for
the increase in dietary N use efficiency compared to the 25 mg monensin/kg DM dose.
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5.1 Introducéao

Os ionéforos séo utilizados de longa data na alimentacdo de ruminantes para
melhorar os parametros de fermentagéo ruminal, a digestibilidade dos nutrientes, o
desempenho e a eficiéncia alimentar dos animais (Duffield et al., 2012; Goodrich et
al., 1984; Russel; Strobel, 1989). No entanto, por serem considerados antibiéticos, sua
utilizacdo na alimentacdo animal tem sido questionada (Abadi et al.,, 2019), pois,
resquicios desses aditivos na carne ou no leite podem contribuir para resisténcia
bacteriana aos antibiéticos utilizados na medicina humana (Ben et al., 2019; He et al.,
2020). Diante desse cenario, a busca por alternativas que possuam efeitos
semelhantes aos ionéforos e sejam seguras ao consumo humano ganharam mais
atencdo da comunidade cientifica nos ultimos anos. Dentre as diversas possibilidades
consideradas naturais, se destacam os 0leos essenciais. Esses sdo constituidos por
compostos formados a partir do metabolismo secundario das plantas, os quais sdo
responsaveis pelo odor e sabor caracteristicos de cada espécie (Calsamiglia et al.,
2007).

Alguns 6leos essenciais podem modular a fermentacéo ruminal (Calsamiglia
et al.,, 2007; Nehme et al., 2021). Existem relatos de que alguns 6leos essenciais
podem aumentar a proporcéo de propionato e reduzir a relacao acetato:propionato no
raimen (Benchaar et al., 2007). Essas alteracfes tornam o rimen energeticamente
mais eficiente e melhora a eficiéncia de utilizac&o dos nutrientes da dieta, contribuindo
para o melhor desempenho (Parvar et al., 2018; Smeti et al., 2018). Os Oleos
essenciais também podem melhorar a digestibilidade da proteina, reduzir a producéo
de amoénia no rimen e promover maior retencdo de nitrogénio (Benchaar et al., 2008;
Newbold et al., 2004). As alteracbes sobre o metabolismo proteico sdo bem vistas,
pois podem melhorar o aproveitamento da proteina dietética e reduzir o impacto
ambiental devido & menor excrecdo de nitrogénio (Hristov et al., 2019). Apesar dos
resultados promissores, € destacado que os efeitos dos 6leos essenciais sobre a
fermentacao ruminal sdo dependentes da origem do 6leo essencial, da composicéo e

da dose utilizada (Calsamiglia et al., 2007; Nehme et al., 2021).
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Dentre os diversos 6leos essenciais, destaca-se o 6leo essencial de Arnica
montana (OEAM). O OEAM proveniente das flores é rico em sesquiterpenos,
destacando-se o 3-cariofileno (Judzentiene; Budiene, 2009). O OEAM obtido da planta
inteira, das raizes ou dos rizomas contém maior concentragdo de monoterpenos
(Kriplani et al., 2017), com destaque para o canfeno, felandreno e limoneno (Kriplani
etal., 2017; Sugier et al., 2020). O OEAM € amplamente utilizado na medicina humana
por possui efeitos comprovados como anti-inflamatério, antioxidante, antisséptico,
antibacteriano e antifingico (Ganzera et al., 2008; Sugier et al., 2017). Entdo, a
hipétese desse trabalho foi que 0 OEAM iria exercer efeito antimicrobiano semelhante
a monensina sédica no ramen e por consequéncia poderia modular a fermentacao
ruminal, aumentar a digestibilidade da proteina e a retenc&o de nitrogénio.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de teores crescentes de OEAM
em dietas ricas em concentrado para cordeiros, sobre o consumo e digestibilidade de
nutrientes, o balanco de nitrogénio e as caracteristicas de fermentacdo ruminal. A
partir dos resultados sera possivel definir a melhor dose de OEAM, como também

comparar os efeitos do OEAM com a monensina soédica.

5.2 Material e métodos
5.2.1 Animais e instalacdes experimentais

O experimento foi conduzido nas instalacBes para estudos metabdlicos do
Sistema Intensivo de Producéo de Ovinos e Caprinos (SIPOC) do Departamento de
Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba - SP (22°42'24" S e 47°37'53" O), Brasil. O experimento foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/ESALQ), protocolo n.°
5160100220.

Foram utilizados cinco cordeiros castrados, mesticos (Dorper x Santa Inés),
com peso médio inicial de 50,56 + 1,19 kg (média * desvio padrédo) e idade média de
14,6 + 1,28 meses (média + desvio padrdo), canulados no raimen. Um més antes do
inicio do experimento, os animais foram preparados cirurgicamente para colocagao
das canulas (Kehl, S&o Carlos — S&o Paulo, Brasil). Apos a cicatrizacdo, os cordeiros
foram alojados individualmente em gaiolas para ensaios de metabolismo com

dimensdes de 1,30 x 0,55 m, providas de cocho, bebedouro e sistema para colheita
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de fezes e urina. As gaiolas foram mantidas em ambiente coberto, ao abrigo da chuva

e da luz solar direta.

5.2.2 Delineamento experimental, tratamentos e manejo alimentar

Os animais foram distribuidos em quadrado latino 5 x 5, sendo cinco
tratamentos e cinco periodos experimentais. O experimento teve duracdo de 105 dias,
divididos em cinco periodos de 21 dias, dos quais 15 dias foram destinados a
adaptacdo dos animais as racfes experimentais, cinco dias para mensuracdo do
consumo de matéria seca (CMS), colheita de fezes e urina, e um dia para colheita de
fluido ruminal.

As dietas experimentais foram isoenergéticas e isonitrogenadas, contendo
90% de concentrado e 10% de volumoso (feno de Coastcross), a formulagéo foi
realizada utilizando o “Small Ruminant Nutrition System” (SRNS; Cannas et al., 2004
Tabela 14). Os tratamentos experimentais foram: AO - controle negativo (dieta padréo
sem inclusdo de aditivo); A450 - inclusdo de 450 mg de OEAM/kg de MS; A900 -
inclusdo de 900 mg de OEAM/kg de MS; A1350 - inclusdo de 1350 mg de OEAM/kg
de MS; M25 - controle positivo (dieta contendo 25 mg de monensina sddica/kg de MS;

Rumensin 100, Elanco do Brasil, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil).
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Tabela 14. Proporcéo dos ingredientes e composi¢cado quimica das dietas experimentais (% da MS).

ltem Tratamentos!?

A0 A450 A900 A1350 M25
Ingredientes
Feno de Coastcross 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Milho moido 73,0 72,9 72,9 72,9 72,9
Farelo de soja 13,5 13,5 13,5 13,5 13,5
Cloreto de amonio 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Calcario 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Mistura mineral? 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
OEAM3, mg/kg de MS 0 450 900 1350 -
Monensina*, mg/kg de MS - - - - 25
Composicéo quimica®
Matéria seca 86,5 +0,46 86,6 +0,23 86,6 +0,31 86,6 +0,27 86,5 +0,39
Matéria organica 94,3 +0,16 94,2 +0,23 94,3 +0,28 94,3 +0,29 94,2 +0,17
Proteina bruta 16,1 +0,26 16,0 0,20 16,1 +0,31 16,0 +o0,48 16,0 +o0,28
Fibra em detergente neutro 19,0 <062 19,1 z051 19,2 o058 19,2 0,56 19,1 0,65
Fibra em detergente acido 6,3 £1,10 6,2 £1,10 6,2 +1,08 6,2 +1,08 6,2 £0,08
Extrato etéreo 3,1 +o061 3,2 +0,69 3,2 +0,64 3,3 £0,66 3,2 +0,82
CNF 55,5 +0,90 55,4 +1,09 55,5 +1,08 55,4 +1,05 55,6 +1,07
EM®, Mcal/kg de MS 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0

1 AO (controle negativo) — dieta base, sem adicdo de aditivo; A450 — adicdo de 450 mg de OEAM/kg de MS; A900 — adicdo de 900 mg de OEAM/kg de MS;
A1350 — adicdo de 1350 mg de OEAM/kg de MS; M25 (controle positivo) — adicdo de 25 mg/kg de MS de monensina sédica. 2 Ca: 154 g/kg; P: 85 g/kg; Na:
120 g/kg; Mg: 10 g/kg; S: 35 g/kg; Cu: 756 mg/kg; Mn: 2.180 mg/kg; Zn: 2.800 mg/kg; |: 56 mg/kg; Co: 44 mg/kg; Se: 14 mg/kg; F: 1.000 mg/kg. 30leo essencial
de Arnica montana: 1,58% de 2-hexanal; 0,91% de mirceno; 61,50% de limoneno; 36,01% de tricaprilato de glicerol (PipingRock Health Products, Ronkonkoma
— Nova lorque, EUA). 4 Rumensin 100 (monensina sédica, Elanco do Brasil, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil). °Considera cinco amostras por tratamento (n = 5).

5Estimada usando o Small Ruminant Nutrition System (Cannas et al., 2004).
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Amostras das dietas e dos ingredientes foram colhidas a cada batida de racéao.

A composicao quimica dos ingredientes € descrita na Tabela 15.

Tabela 15. Composi¢do quimica dos ingredientes utilizados nas dietas experimentais

(% da MS).
tem? Ingredientes
Feno de Coastcross Milho moido Farelo de soja
n 5 5 5

Matéria seca 86,7 +052 86,9 + 0,6 89,2 056
Matéria organica 91,0 +0,25 98,8 +0,12 93,6 +0,18
Proteina bruta 18,2 0,32 9,6 +0,18 53,5 0,26
Fibra em detergente neutro 75,9 0,82 11,7 +o0,06 11,4 +o0,07
Fibra em detergente acido 30,0 +1,12 2,8 +0,05 7,0 +0,08
Extrato etéreo 1,5+015 3,4 +0,08 2,6 +0,06

In: ndmero de amostras.

O feno de Coastcross e o milho foram moidos utilizando triturador (Nogueira
DPM — 4, Itapira, Sdo Paulo, Brasil) com peneira com crivos de 10 mm. Todos 0s
ingredientes das dietas A0 e M25 foram misturados utilizando misturador horizontal
com capacidade para 500 kg (Lucato, Limeira, Sao Paulo, Brasil). Para confeccdo das
dietas A450, A900 e A1350 foi preparado uma pré-mistura (contendo apenas a fracdo
concentrada da dieta) utilizando o mesmo misturador horizontal. As dietas foram
oferecidas ad libitum diariamente as 7 horas da manha na forma de racéo total. No
caso das dietas A450, A900 e A1350, o OEAM foi pesado em balanca analitica com
acuracia de 0,0001 g (Sartorius BA110OS, Gottingen, Niedersachsen, Alemanha) e
misturado a pré-mistura, sendo posteriormente o feno adicionado e homogeneizado a
pré-mistura com OEAM. Diariamente, as sobras foram pesadas em balanca de
eletrbnica com precisdo de 1 g (Marte, LC 100, S&do Paulo, Sdo Paulo, Brasil) e a
guantidade ofertada foi ajustada com base no consumo do dia anterior, ndo permitindo
gue as sobras fossem superiores a 10% da quantidade ofertada.

524 Digestibilidade aparente dos nutrientes

Nos dias 16, 17, 18, 19 e 20 de cada periodo experimental, as 7 horas da

manha, as sobras foram pesadas, amostradas (10%) e armazenadas a -18 °C para
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posterior analise e determinacédo do consumo de MS e de nutrientes. Nesses mesmos
dias e horario foi quantificada a producao fecal total. A colheita de fezes foi realizada
por bolsas coletoras de lona, revestidas internamente com napa. As bolsas foram
presas aos animais por meio de arreios. As fezes foram pesadas em balanca
eletrébnica (Marte LC 100, S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil), amostradas (10%) e

armazenadas a -18 °C para posterior analise e calculo de digestibilidade.

5.2.5 Balango de nitrogénio

Nos dias 16, 17, 18, 19 e 20 de cada periodo experimental, as 7 horas da
manha foi realizada a colheita total de urina, utilizando recipiente plastico contendo 50
mL de solucéo de 4cido cloridrico a 50%, a fim de manter o pH abaixo de 3,0 e evitar
perdas de nitrogénio. O volume total de urina foi registrado diariamente e uma amostra

de 10% do volume total diario foi retida e armazenada a -18 -C.

5.2.6 Colheita de fluido ruminal

Amostras do fluido ruminal foram colhidas no dia 21 de cada periodo
experimental. As colheitas foram realizadas em intervalos de quatro horas, sendo a
hora zero o momento anterior ao fornecimento das dietas, e 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas
apos o arracoamento. O contetdo ruminal colhido de cada animal foi filtrado em tecido
de néilon com 150 um, e a frag&o sdlida foi devolvida ao rimen. Em cada colheita foi
obtido aproximadamente 200 mL de fluido ruminal filtrado, o qual foi utilizado para a
mensuracao imediata do pH em pHmetro digital (Digimed DM20, Sao Paulo, Sdo
Paulo, Brasil). Apds a determinacéo do pH, foram retiradas 3 aliquotas de 2,5 mL do
fluido ruminal que foram imediatamente armazenadas em frascos plasticos e
congeladas a -20 °C. As amostras de fluido ruminal foram utilizadas para
determinacdo da concentracdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e nitrogénio

amoniacal (N-NHs).

527 Analises laboratoriais e calculos
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Apoés descongeladas, as amostras dos ingredientes, das dietas ofertadas, das
sobras e das fezes foram secas em estufa de ventilacédo forcada a 55 °C por 72 horas
para determinacdo da matéria seca a 55 °C. Posteriormente as amostras foram
moidas em moinho tipo Wiley (Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) com peneiras
com crivos de 1,0 mm. Apds a moagem, as amostras foram secas em estufa a 105 °C
por 24 horas para determinacao da matéria seca a 105 °C. A matéria mineral (MM) foi
determinada através da incineragdo das amostras em mufla a 550 °C por 4 horas
(AOAC, 1990), subtraindo a MM de 100, obteve-se a matéria organica (MO). A
concentracdo de nitrogénio total foi mensurada utilizando um aparelho Leco FP528
(Leco Corporation, St. Joseph, Michigan, EUA; AOAC (1997). A proteina bruta (PB)
foi calculada multiplicando a concentracdo de N total por 6,25. A determinacdo da
fracao fibrosa foi realizada pelo método sequencial, utilizando a-amilase termoestavel
e sulfito de sddio para determinacdo da fibra em detergente neutro (FDN; Van Soest
etal., 1991), e a fibra em detergente acido (FDA; Goering; Van Soest, 1970), utilizando
um aparelho Ankom A2000 (Ankom Tech. Corp., Fairport, Nova lorque, EUA). O teor
de extrato etéreo foi determinado utilizando um aparelho extrator Ankom XT15 (Ankom
Tech Corp., Macedon, Nova lorque, EUA). Os carboidratos nédo fibrosos (CNF) foram
estimados conforme a equacao:

CNF (%) = 100% - (%FDN + %PB + %EE + %MM)

O NDT foi calculado por meio da equacao:

NDT (%) = %PBudig. + (Y%EEdig. x 2,25) + %FDNudig. + CNFudig.

Para determinacdo dos AGCC; 1,6 mL de fluido ruminal adicionado com 0,4
mL de solucéo 3:1 de acido metafosforico (25%) com acido férmico (98 — 100%) e 0,2
mL de solucéo de acido 2-etil-butirico 100 mM (padréo interno) foram centrifugados a
15.000g (Sorvall Superspeed RC2-B, Newton, Connecticut, EUA) por 15 min a 4 °C.
Apds a centrifugacdo 1,2 mL de cada amostra foi transferida para vials
cromatograficos. Do extrato obtido foi injetado 1 pL em cromatdgrafo gasoso (CG HP
7890A; Injetor HP 7683B, Agilent Technologies, Santa Clara, California, EUA)
equipado com coluna capilar HP-FFAP (19091F-112; 25 m; 0,320 mm; 0,50 um; J &
W Agilent Technologies, Santa Clara, Califérnia, EUA). A injecdo foi realizada de
maneira automatica, o gas de arraste foi o0 Hz2, mantido em um fluxo de 31,35 mL/min.
A temperatura do injetor e do detector foi de 260 °C. O tempo total da corrida
cromatografica foi de 16,5 min dividido em trés rampas de aquecimento, como segue:
80 °C (1 min), 120 °C (20 °C/min; 3 min), 205 °C (10 °C/min; 2 min). A concentragao
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dos AGCC (mM) foi determinada com base em uma curva de calibracéo externa. Para
analise estatistica, os dados foram transformados para propor¢céo molar (mM/100mM),
ou seja, a relacdo entre a quantia de um determinado AGCC e o total observado.

A area total de pH sob a curva e a area abaixo do pH 5,5 foram calculadas
conforme descrito por Maulfair et al. (2013).

A concentracdo de N-NHs foi determinada pelo método colorimétrico descrito
por Chaney et al. (1962), adaptado para leitura em leitor de microplacas (BIO — RAD,
Hercules, Califérnia, EUA), utilizando-se filtro para absorbancia de 550 nm.

5.2.8 Caracterizacdo dos compostos presentes no 6leo essencial

A caracterizacdo do 6leo essencial de Arnica montana (PipingRock Health
Products, Ronkonkoma, Nova lorque, EUA) foi realizada no Laboratorio de Oleos e
Gorduras do Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo (LAN/ESALQ) da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de S&o Paulo,
Piracicaba, Brasil. A composicao do 6leo essencial de Arnica montana € descrita na
Tabela 16.

Tabela 16. Composicéo do 6leo essencial de Arnica montana.

Composto? %

D-limoneno 61,50
Tricaprilato de glicerol 36,01
2-Hexanal 1,58
Mirceno 0,91

1Quantidade relativa dos compostos identificados com base na area de cada pico no cromatograma.

O oleo essencial utilizado foi obtido por extracdo com CO2. Dessa forma, para
obtencdo apenas dos compostos volateis, 1 mL de 6leo foi adicionado em vial de 20
mL, o qual foi fechado hermeticamente com tampa de rosca com septo de
politetrafluoretileno/silicone e mantido por 30 min em banho-maria a 40 °C. Ap0s esse
processo para atingir o equilibrio na concentracdo de volateis entre o headspace e a
amostra foi aguardado 5 minutos e foi posteriormente realizada a insercdo manual de
fibra com polimeros de divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS, 50/30 um; Supelco, Bellefonte, Pensilvania, EUA) anexada a um
suporte para micro extragdo de fase solida furando o septo da tampa do vial e expondo

a fibraem 2 cm no headspace no interior do vial por 10 min para adsorcao dos volateis.
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A amostra obtida foi injetada manualmente da fibra para o equipamento de leitura com
3 min para dessor¢cdo dos compostos volateis.

A identificagdo dos compostos volateis foi realizada em cromatografia
gasosa/espectrometria de massa (HS-GC/MS) em um GCMS-QP2010 Plus
(Shimadzu Corp., Téquio, Japdo). Foi utilizado uma coluna capilar de silica fundida
Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum; metil silicone 5% como fase estacionaria;
Bellefonte, PA). O gas de arraste utilizado foi o hélio no fluxo de 1,0 mL/min. O
espectro de massa foi adquirido via ionizagcdo a 70 eV na faixa de 40 a 500 m/z.
Amostras de 1 pL foram injetadas em modo split. A temperatura do injetor e detector
foi de 220 a 230 °C. A rampa de temperatura comecou em 50 °C e mantida por 1,5
min, seguida de 200 °C a 4 °C/min e 240 °C a 10 °C/min, mantida por 7 min. Para
identificacdo dos compostos volateis, os dados (tempo de retencdo e area no TIC)
foram processados usando o software GCMS Solution (versao 4.20) (Shimadzu,
Toquio, Japédo). A identificacdo foi feita por similaridade com dados da biblioteca
(WILEYS8.LIB e FFNSC1.3.lib) e por calculo do indice de retencéo linear (LRI) por
corrida de série de alcanos C7-C30 (Supelco, Bellefonte, Pensilvania, EUA).

5.29 Andalise estatistica

Os dados de caracteristicas de fermentacdo ruminal foram analisados como
medidas repetidas no tempo usando o procedimento MIXED do SAS (1999). Todos
os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificacdo da normalidade
dos residuos e remocéao de outliers. A homogeneidade das variancias foi verificada
pelo teste de Levene. O modelo estatistico para as medidas repetidas foi: Y = p + Ai+
Tj +ejj + K + Tjx K + P+ ejk, em que g = média, Ai= efeito de animal (i=1ab5), Tj=
efeito de tratamento (j = 1 a 5), ejj = erro residual A, K = efeito de horas apés a
alimentacao, TjxK = efeito de interagdo entre tratamentos e horas apés a alimentacao,
P = efeito de periodo (I = 1 a 5) e eijj = erro residual B. Para os dados de consumo e
digestibilidade dos nutrientes, e balan¢o de nitrogénio foi utilizado o seguinte modelo:
Y =+ Ai + Tj +ejj + P1 + ejj, em que: 1 = média geral, Ai = efeito de animal (i=1 a 5),
Tj = efeito de tratamento (j = 1 a 5), ejj= erro residual A, P, = efeito de periodo (I=1a
5) eij = erro residual B. A matriz de covariancia que melhor se ajustou aos conjuntos
de dados foi a simétrica composta (CS). As médias de cada tratamento foram obtidas
utilizando o comando LSMEANS. Os efeitos dos teores de inclusdo do OEAM (AOQ,
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A450, A900 e A1350) nas dietas foram avaliados por meio de contrastes ortogonais,
linear (L) e quadratico (Q). Para comparar o efeito dos tratamentos foram realizados
dois contrastes: 1 — dieta com monensina (controle positivo) vs. dieta sem aditivo
(controle negativo) (M25 vs. AO) e 2 —dietas com OEAM vs. dieta com monensina
(OEAM vs. M25). Os efeitos dos periodos e da interacdo entre os tratamentos e 0s
periodos foram definidos pelo teste F da analise de variancia (ANOVA). Os efeitos

foram declarados significativos quando P < 0,05.

5.3Resultados
5.3.1 Consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes

Os resultados de consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes s&o
apresentados na Tabela 17. Os teores crescentes de OEAM né&o alteraram o consumo
dos nutrientes. Contudo, na comparacdo por meio dos contrastes, o tratamento M25
diminuiu o consumo de MS (P < 0,001), MO (P < 0,001), PB (P < 0,001), FDN (P <
0,01), FDA (P = 0,02), CNF (P < 0,001) e NDT (P < 0,001) quando comparado ao
tratamento AO (controle negativo; Tabela 11). Para esse mesmo contraste ndo houve
diferenca no consumo de EE. Na comparacao entre as dietas com OEAM e M25,
houve menor consumo de MS (P < 0,001), MO (P < 0,0001), PB (P < 0,0001), EE (P
=0,03), FDN (P < 0,001), FDA (P = 0,02), CNF (P < 0,0001) e NDT (P < 0,0001) para
o tratamento M25.

O aumento nos teores de OEAM na dieta conferir aumento linear (P = 0,03)
na digestibilidade aparente da PB. Entretanto, ndo houve efeito dos teores de OEAM
na digestibilidade dos demais nutrientes. Nos contrastes M25 vs. AO e OEAM vs. M25,

nao houve diferenca na digestibilidade aparente dos nutrientes.
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Tabela 17. Consumo e digestibilidade aparente de nutrientes por cordeiros recebendo dietas contendo teores crescentes de 6leo

essencial de Arnica montana (OEAM) ou monensina sodica.

Tratamentos? P-valor 3

ltens® EPM?

A0 A450 A900 A1350 M25 Q M25 vs. AO OEAM vs. M25
Consumo (g/dia)
MS 1297 1412 1286 125 94 54,3 0,30 0,22 <0,001 <0,001
MO 1244 1344 1230 1204 907 49,1 0,31 0,25 <0,001 <0,0001
PB 215 235 211 207 155 10,7 0,26 0,21 <0,001 <0,0001
EE 40 43 38 40 33 2,4 0,68 0,88 0,07 0,03
FDN 255 273 250 242 196 10,5 0,21 0,26 <0,01 <0,001
FDA 79 80 73 75 64 3,7 0,32 0,94 0,02 0,02
CNF 734 789 725 716 523 30,1 0,38 0,31 <0,001 <0,0001
NDT 1036 1181 1081 1055 782 45,9 0,37 0,21 <0,001 <0,0001
Coeficiente de digestibilidade (%)
MS 81,8 82,7 83,0 82,9 84,4 0,98 0,41 0,62 0,12 0,28
MO 84,5 85,4 85,8 86,0 87,4 0,94 0,25 0,71 0,07 0,22
PB 77,9 79,1 81,9 82,0 81,6 1,36 0,03 0,67 0,08 0,72
EE 56,0 55,8 64,6 63,8 56,9 6,64 0,30 0,96 0,92 0,57
FDN 62,2 64,6 65,1 64,1 65,9 4,00 0,66 0,59 0,44 0,74
FDA 43,5 51,8 54,5 51,5 56,9 5,58 0,19 0,21 0,07 0,20
CNF 97,9 97,6 97,6 97,1 97,9 0,41 0,19 0,94 0,86 0,39
NDT 83,6 84,0 84,6 84,7 83,9 1,07 0,42 0,88 0,82 0,68

1A0: dieta base sem inclusédo de aditivo (controle negativo); A450: adigdo de 450 mg de OEAM/kg de MS; A900: adicdo de 900 mg de OEAM/kg de MS; A1350:
adicdo de 1350 mg de OEAM/kg de MS; M25: inclusdo de 25 mg de monensina sddica/kg de MS (controle positivo). 2EPM: Erro padrdo da média. 3 L: efeito
linear; Q: efeito quadratico; M25 vs. AO: dieta com monensina (controle positivo) vs. dieta sem aditivo (controle negativo); OEAM vs. M25: dietas contendo 6leo
essencial de Arnica montana vs. dieta com 25 mg de monensina/kg de MS (controle positivo). “MS: matéria seca; MO: matéria organica; PB: proteina bruta;
EE: extrato etéreo; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente &cido; CNF: carboidrato ndo fibroso; NDT: nutrientes digestiveis totais.
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5.3.2 Balanco de Nitrogénio

Os resultados do balanco de nitrogénio sdo apresentados na Tabela 18. Os
teores crescentes de OEAM néo influenciaram o consumo de N, a excreg¢ao de N nas
fezes, a quantidade de N absorvido e N retido (g/dia e g/kg de N consumido), mas
reduziram linearmente a excrecdo de N pela urina (P = 0,03) e aumentaram
linearmente (P < 0,05) o N retido (g/kg de N consumido e g/kg de N absorvido). Na
comparacao entre M25 e AQ, o tratamento M25 teve menor (P < 0,05) consumo de N,
excrecdo de N na urina e quantidade de N absorvido (g/dia e g/kg de N consumido).
Entretanto, nessa mesma comparacao nao foi observado diferenca na quantidade de
N nas fezes e de N retido (g/dia, g/kg de N consumido e g/kg de N absorvido). Quando
as dietas com OEAM foram comparadas a M25, foi observado reducéo (P < 0,05) no
consumo de N, na excregao de N na urina, na quantidade de N absorvido (g/dia e g/kg
de N consumido) e no N retido (g/dia, g/kg de N consumido e g/kg de N absorvido)

para o tratamento M25.
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Tabela 18. Balanco de nitrogénio em cordeiros recebendo dietas contendo teores crescentes de 6leo essencial de Arnica montana

(OEAM) ou monensina sodica.

Tratamentos? P-valor 3
ltens® EPM?
A0 A450 A900 A1350 M25 L Q M25 vs. AO OEAM vs. M25

N consumido (g/dia) 34,4 37,7 33,8 33,1 24,7 1,72 0,26 0,21 <0,001 <0,0001
N fecal (g/dia) 59 5,8 59 57 6,1 0,21 069 0,75 0,50 0,31
N urina (g/dia) 23,6 22,9 19,9 17,8 15,3 1,96 0,03 0,71 <0,01 0,05
N absorvido

g/dia 28,5 31,8 27,9 27,4 18,6 1,40 0,25 0,20 <0,001 <0,0001

g/kg de N consumido 822,2 819,3 807,0 820,6 7215 21,88 0,86 0,71 <0,01 <0,01
N retido

g/dia 4,9 8,9 7.9 9,6 3,3 1,82 0,13 0,53 0,55 0,02

g/kg de N consumido 1355 2345 212;3 286,9 128,2 43,67 0,04 0,79 0,90 0,04

g/kg de N absorvido 163,8 277,7 261,5 350,9 176,7 53,72 0,04 0,82 0,86 0,07

1A0: dieta base sem inclusédo de aditivo (controle negativo); A450: adigdo de 450 mg de OEAM/kg de MS; A900: adicdo de 900 mg de OEAM/kg de MS; A1350:
adicdo de 1350 mg de OEAM/kg de MS; M25: inclusdo de 25 mg de monensina sddica/kg de MS (controle positivo). 2EPM: Erro padrdo da média. 3 L: efeito
linear; Q: efeito quadratico; M25 vs. AO: dieta com monensina (controle positivo) vs. dieta sem aditivo (controle negativo); OEAM vs. M25: dietas contendo 6leo

essencial de Arnica montana vs. dieta com 25 mg de monensina/kg de MS (controle positivo). “N: nitrogénio.
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5.3.3 Caracteristicas de fermentacao ruminal

Os resultados das caracteristicas de fermentacdo ruminal sédo apresentados
na Tabela 19. O aumento nos teores de OEAM conferiu efeito quadratico (P = 0,03)
na proporgcdo molar de acetato, com menor concentracdo para o tratamento A450. A
proporcdo molar dos demais AGCC (propionato, butirato, isobutirato, valerato e
isovalerato), a relacédo acetato:propionato (A:P) e a concentracédo total de AGCC néao
diferiram entre os teores de OEAM. A concentracao total de AGCC, a proporgéao molar
dos AGCC e arelagdo A:P nao diferiram nos contrastes entre M25 vs. AO e as dietas
contendo OEAM vs. M25.

O pH ruminal e a area total abaixo da curva néo diferiram entre as dietas
contendo OEAM. No entanto, houve efeito quadratico (P = 0,02) para a area abaixo
do pH 5,5, com maior area abaixo de 5,5 quando os cordeiros receberam o tratamento
A450. O tratamento M25 teve maior pH ruminal (P < 0,01), menor area abaixo do pH
5,5 (P <0,01) e maior area total abaixo da curva (P = 0,01) em relacdo ao tratamento
AO0. Por sua vez, o tratamento M25 teve maior pH quando comparado as dietas com
OEAM (P < 0,01). Nessa mesma comparacao, a area abaixo do pH 5,5 néo diferiu,
mas a area total abaixo da curva foi maior para M25 (P = 0,02).

Para concentracdo de N-NHs ruminal houve efeito dos tratamentos (P < 0,01),
de hora (P < 0,0001) apés a alimentacdo e de interacdo entre os tratamentos e as
horas apés a alimentacéo (P = 0,03). Com o desdobramento da interacdo, observou-
se gque o0s animais que receberam as dietas A450, A900 e A1350 apresentaram menor
concentragdo N-NHs ruminal em relacdo aos que receberam as dietas A0 e M25 nas
horas 4, 8 e 12 (P = 0,03; Figura 3). Nas horas 16, 20 e 24 ap6s alimentacéo, a
concentragdo de N-NHs néo diferiu entre os tratamentos. Em termos gerais, a
concentragdo de N-NHs ruminal diminuiu linearmente (P = 0,03) com os teores
crescentes de OEAM nas dietas. Na comparacéo entre M25 vs. AO, ndo houve
diferencga para a concentracdo de N-NHs ruminal. Porém, os animais alimentados com
as dietas contendo OEAM apresentaram menor (P < 0,03) concentragdo de N-NH3
ruminal em relacéo aos da dieta M25.
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Tabela 19. Parametros de fermentacdo ruminal de cordeiros recebendo dietas contendo teores crescentes de 6leo essencial de
Arnica montana (OEAM) ou monensina sédica.

Tratamentos? P-valor?

Itens* A0 A450 AQ00 A1350 M25 =FM L o szo"s' OEAMvs.M25 H  TxH
AGCC total (mM) 609 548 549 551 555 429 036 045 0,90 034 <0.0001 0,95
AGCC (mM/100 mM)

Acetato 503 41,7 481 51,0 505 228 041 003 0,20 0,94 <0001 0,51

Propionato 367 456 399 376 373 262 080 006 024 0,88 <0,0001 0,74

Butirato 81 72 75 73 70 083 061 065 0,76 0,38 0,08 0,19

Isobutirato 072 072 051 058 075 0112 024 073 0,29 0,88 <0,0001 0,50

Valerato 266 286 226 210 212 0369 019 064 052 0,32 004 0,16

Isovalerato 155 126 115 130 1095 0288 052 045 0,06 0,36 <0,0001 0,28
AP 151 092 135 145 155 0192 079 010 0,19 0,89 <0,0001 0,49
pH 551 552 548 559 568 0048 024 022 <001 0,01 <0,0001 0,36
pHarea<55 (uni. pHxhid) 752 97,5 881 686 529 7,69 041 002 <001 0,06 i ;
pH area total (uni. pH x h/d) 1301 129.9 1292 1324 1341 1,5 022 014 001 0,02 i i
N-NHs (mg/dL) 16,0 146 136 132 155 069 <001 045 061 0,03 <0,0001 0,03

1A0: dieta base sem inclusédo de aditivo (controle negativo); A450: adi¢cdo de 450 mg de OEAM/kg de MS; A900: adi¢do de 900 mg de OEAM/kg de MS; A1350:
adicdo de 1350 mg de OEAM/kg de MS; M25: inclusédo de 25 mg de monensina sédica/kg de MS (controle positivo). 2EPM: Erro padrdo da média. 2 L: efeito
linear; Q: efeito quadratico; M25 vs. AO: dieta com monensina (controle positivo) vs. dieta sem aditivo (controle negativo); OEAM vs. M25: dietas contendo 6leo
essencial de Arnica montana vs. dieta com 25 mg de monensina/kg de MS (controle positivo); H: efeito de hora; T x H: efeito entre tratamento e hora. * AGCC:
acido graxo de cadeia curta; A:P: relacdo acetato:propionato; N-NHs: aménia ruminal.
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Figura 3. Variagdo da concentracdo de amobnia ruminal (N-NHsz) ap6s a
alimentacdo de cordeiros recebendo dietas com teores crescentes de Oleo
essencial de Arnica montana (OEAM) ou monensina sodica. AO: dieta base sem
inclusdo de aditivo (controle negativo); A450: 450 mg de OEAM/kg de MS; A900:
900 mg de OEAM/kg de MS; A1350: 1350 mg de OEAM/kg de MS; M25: 25 mg de
monensina sodica/kg de MS (controle positivo). * Letras diferentes para a mesma
hora de colheita diferem pelo teste de Tukey a 5%. EPM = 0,69.

5.4 Discussao
54.1 Consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes

A pouca influéncia do OEAM nas caracteristicas de fermentagcdo ruminal
(Tabela 19) e a auséncia de efeito sobre a digestibilidade da MS (Tabela 17) justificam
a similaridade no CMS entre as dietas contendo OEAM (Tabela 17). O OEAM utilizado
no presente estudo continha majoritariamente D-limoneno (61,50%). Esse composto
€ encontrado em grandes propor¢cdes no Oleo essencial de laranja. Contudo, os
resultados do presente experimento né&o corroboram com o0s observados por
Kotsampasi et al. (2018), que ao fornecerem dietas contendo 0, 133, 266 e 399 mg de
oleo essencial de laranja/kg de MS de concentrado como fonte de D-limoneno para

ovelhas em lactacdo observaram resposta quadratico sobre o CMS, com maior CMS
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para o teor de 266 mg. A diferenca nas respostas entre 0s experimentos pode ser
explicada pela diferenca na composicdo dos Oleos essenciais utilizados em cada
experimento. A categoria animal e a composi¢ao das dietas utilizadas também podem
ter influenciado, tendo em vista que os animais avaliados por Kotsampasi et al. (2018),
além de serem adultos, receberam dietas com 43% de volumoso, 76% a mais que 0
teor de volumoso do presente estudo.

Com relacdo a diminuicdo no CMS dos animais que receberam a dieta M25
na comparagcao com os que receberam a dieta sem aditivo (AO) ou as dietas com
OEAM, os resultados do presente experimento reafirmam o que foi observado por
Polizel et al. (2021), que demonstraram que a dose de 24 mg/kg de MS de monensina
sbdica foi excessiva para cordeiros, tendo em vista que diminuiu 0 CMS e o0 GMD. Os
melhores resultados de modulacdo da fermentacéo ruminal e de desempenho obtidos
pelos autores citados anteriormente foram com a inclusdo de 8 mg/kg de MS.
Provavelmente, a baixa palatabilidade da monensina seja o fator responséavel pelo
efeito negativo no CMS de cordeiros quando os teores de inclusdo sao elevados. Esse
efeito da monensina sobre a palatabilidade ja foi destacado para bovinos (Moseley et
al., 1977). A ideia de que a palatabilidade da monensina comprometeu o CMS ¢é
coerente com o fato de que no trabalho de Polizel et al. (2021), a modulacdo da
fermentacao ruminal foi similar nos teores de 8, 16 e 24 mg/kg de MS de monensina,
entdo, supbe-se que os ganhos energéticos para o animal a partir dos AGCC foi similar
entre os teores avaliados, restando a palatabilidade como maior responséavel pela
diminuicdo no CMS. O maior consumo de nutrientes para 0s animais que receberam
as dietas com OEAM em relacdo a M25 foi devido exclusivamente ao maior CMS.

Acredita-se que o sitio de digestdo da PB foi possivelmente modificado do
rimen para o intestino, o que pode ser justificado pela reducdo linear na concentracéo
de N-NHs no rimen (Tabela 19) e aumento linear na digestibilidade aparente da PB
no trato digestivo total (Tabela 17). A adicdo de O6leo essencial como aditivo na
alimentacdo de ruminantes € destacada por aumentar o fluxo de PB para o intestino
e melhorar a eficiéncia de utilizagdo da proteina dietética (Newbold et al., 2004). E
importante destacar que alguns 6leos essenciais estao relacionados ao aumento na
digestibilidade dos nutrientes no intestino de ruminantes (Lin et al., 2013; Torres et al.,
2020). Considerando os principais compostos do OEAM, D-limoneno (61,50%) e
tricaprilato de glicerol (36,01%), a literatura apresenta subsidios para inferéncia de

gue provavelmente esses compostos contribuiram para o aumento na digestibilidade
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da PB quando o OEAM foi adicionado a dieta. A suplementacdo com D-limoneno, foi
relacionada em aumentar a expressao dos genes responsaveis pela secrecao de
muco e dos transportadores de di e tri peptideos no intestino de peixes (Aanyu et al.,
2018). Por sua vez, o tricaprilato de glicerol, foi relacionado ao aumento na secrecéo
de colecistocinina em aves (Mabayo et al., 1992). A colecistocinina estimular a
contracao da vesicula biliar e a secrecao de enzimas pancreaticas, contribuindo para
melhor digestédo dos nutrientes no intestino (Wiener et al., 1981). No presente trabalho,
os fatores especificos relacionados a digestibilidade intestinal ndo foram avaliados.
Dessa forma, a partir dos resultados do presente estudo fica evidente a necessidade
de mais estudos para investigar os efeitos do OEAM sobre a digestibilidade da PB no
rimen e no intestino. Vale destacar também que a literatura é escassa sobre os efeitos
dos Oleos essenciais sobre a digestibilidade intestinal em animais ruminantes,
enquanto para outras espécies esse conhecimento se encontra mais avancado. Os
resultados do presente estudo indicam que mesmo que a digestibilidade da PB tenha
reduzido no rimen, ndo houve comprometimento do crescimento microbiano, essa
hipotese é sustentada pela auséncia de efeito dos teores de OEAM no CMS e na
digestibilidade da MS, MO, FDN, FDA, CNF e NDT.

5.4.2 Balanco de nitrogénio

A diminuicé&o linear na concentracao de N-NHs ruminal e como consequéncia
a diminuicdo de N excretado na urina com 0 aumento nos teores de OEAM nas dietas
indica provavel efeito inibidor do OEAM sobre as bactérias proteoliticas no ramen.
Vale destacar que existem relatos sobre os efeitos dos 6leos essenciais na inibicdo
de bactérias responsaveis pela desaminacéo de aminoacidos no rimen (Benchaar et
al., 2008; Torres et al., 2021), com consequente diminuicdo na producao de N-NHs
ruminal (Calsamiglia et al., 2007; Nehme et al.,, 2021). Wallace et al. (2002)
observaram que as bactérias hiperprodutoras de N-NHs, Clostridium sticklandii e
Peptostreptococcus anaerobius foram sensiveis a presenca de uma mistura de
compostos secundarios (timol, eugenol, valina e limoneno). No presente estudo,
provavelmente o D-limoneno juntamente com o tricaprilato de glicerol exerceram, em
alguma medida, efeito inibidor sobre este grupo de bactérias.

A maior retencdo de N promovida pelo aumento nos teores de OEAM pode

ser explicada pela diminuigdo na concentragdo ruminal de N-NHs e aumento na
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digestibilidade da proteina, o que torna possivel sugerir o OEAM como aditivo capaz
de diminuir os teores de PB nas dietas para cordeiros, fator importante quando se
busca produzir de forma sustentavel (Hristov et al., 2019).

O menor consumo de N no tratamento M25 em relagdo aos tratamentos com
OEAM foi devido o menor consumo de MS e PB (Tabela 17). Por sua vez a reducéo
no consumo de N por M25 justifica a menor excrecdo de N na urina quando
comparado as dietas com OEAM. Similarmente, o menor consumo de N pelos
cordeiros que receberam a dieta M25 explica a menor excre¢cdo urinaria de N em
relacdo a dieta AO. E bem conhecido que o consumo de N esté intimamente associado
a quantidade de N excretado na urina (Van Soest, 1994). As diferencas observadas
no consumo de N entre os tratamentos justificam a maior quantidade de N absorvido
nas dietas com OEAM em relacdo a M25, e a menor quantidade de N absorvido pelos

cordeiros alimentados com a dieta M25 comparada a dieta AO.

543 Caracteristicas de fermentacéo ruminal

O CMS exerce grande influéncia na concentracao de propionato e acetato no
rimen (Dijkstra et al., 2012). No presente experimento, embora sem efeito significativo
os cordeiros alimentados com a dieta A450 apresentaram maior CMS (P = 0,22;
Tabela 11) que os da dieta A900 e A1350, o que parcialmente pode justificar a maior
concentrag&o ruminal de propionato para os animais da dieta A450. Ficou evidente o
efeito modulador da dose de 450 mg/kg de MS do OEAM, uma vez que nesta dosagem
a concentracdo ruminal de acetato também foi inferior.

Apesar da auséncia de efeito do OEAM no pH ruminal. O efeito quadratico
dos teores de OEAM na &rea abaixo do pH 5,5 permite inferir que o tratamento A1350
contribuiu para que o pH ruminal permanecesse menor tempo abaixo de 5,5, enquanto
o tratamento A450 permaneceu maior tempo abaixo do pH de 5,5.

O pH ruminal foi maior para o tratamento M25 quando comparado ao
tratamento AO e as dietas contendo OEAM, esse efeito pode ser atribuido ao menos
CMS pelos cordeiros que receberam M25 (Tabela 17). Adicionalmente, a monensina
tem efeito comprovado sobre as bactérias Streptococus bovis, as quais sao
responsaveis pela producdo de &cido latico, o principal &cido organico responséavel
pela reducao do pH ruminal (Nagaraja et al., 1982). A monensina também pode regular

o tamanho e o numero de refeicbes, contribuindo para um padréo de fermentacao
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mais estavel (Goodrich et al., 1984). A elevacdo do pH ruminal dos animais do
tratamento M25 justifica 0 menor tempo em que o pH se manteve abaixo de 5,5, como
também a maior &rea total sob a curva em relagéo aos demais tratamentos.

A interacdo entre tratamento e hora demonstrou que o OEAM conseguiu
modular a concentragéo de N-NHz no rimen. Nas horas 4, 8 e 12 ap0s a alimentacao
os tratamentos A450, A900 e A1350 reduziram significativamente a concentracéo de
N-NHs (Figura 3). No entanto, o tratamento A1350 foi mais eficiente em reduzir a
concentracdo de N-NHs (Tabela 19). Patra (2011) destacou que a inclusdo de 6leos
essenciais na dieta pode reduzir a concentracdo de N-NHs no riumen. Os mesmos
autores observaram gque esse efeito esta associado a reducdo na populacdo de
bactérias hiperprodutoras de N-NHs, as quais sdo responsaveis por desaminar
aminoécidos. Contudo, o efeito dos Oleos essenciais sobre as bactérias
hiperprodutoras de N-NHs é dependente do teor utilizado (Patra, 2011; Simitzis, 2017).
Tem sido observado que baixos teores de 6leo essencial agem seletivamente;
enquanto, altos teores atuam amplamente sobre a microbiota ruminal (Kholif;
Olafadehan, 2021). Oleos essenciais sdo relacionados a reducdo da degradacéo
proteica (Macheboeuf et al., 2008; Torres et al., 2021), reducdo da populacdo de
protozoarios (Khorrami et al., 2015; Newbold et al., 2015) e menor degradacédo de
aminoacidos (Mcintosh et al., 2003). Esses efeitos também sdo relacionados ao
decréscimo na concentracao de N-NHs ruminal.

A diferengca observada na concentracdo de N-NHs ruminal entre as dietas
contendo OEAM e M25 pode ser explicada pela maior acdo do OEAM nas enzimas
proteoliticas no rimen em relacdo a M25. Torres et al. (2021) destacaram que a
substituicdo de monensina por 6leo essencial na dieta de ruminantes diminuiu a
concentracdo de N-NHs ruminal em 5,4%. No presente trabalho, foi observado uma
reducéo de 12,7% na producdo de N-NH3 para as dietas contendo OEAM em relacao
a M25, corroborando a hip6tese de que os 6leos essenciais podem ser mais eficientes
gue a monensina em modular a producdo de N-NHsz no rimen e aumentar o

aproveitamento da proteina dietética.

5.5 Conclusao

A utilizacdo de OEAM pode ser uma alternativa para aumentar a eficiéncia do

uso do N dietético, uma vez que diminuiu a concentracédo de N-NHs ruminal, aumentou
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a digestibilidade da PB e a retencdo de N. Os resultados obtidos para inclusdo de
OEAM na dieta indicam a possibilidade de diminuir o teor de proteina na dieta.
Contudo, experimentos para avaliar os efeitos do OEAM no desempenho animal sao
necessarios para uma melhor recomendacéo a este respeito. Quanto aos teores de
inclusdo de OEAM nas dietas, a dose de 1350 mg/kg de MS foi a que se mostrou mais
efetiva. Tendo em vista os bons resultados do OEAM quando comparado a monensina
sbdica, com base nos resultados deste experimento, € possivel indicar grande
potencial do OEAM para substituir a monensina sédica em dietas ricas em
concentrado para cordeiros. Porém, vale destacar que embora nao tenha sido notado
nenhum indicio de acidose nos animais deste experimento, 0 OEAM néo foi capaz de
manter o pH ruminal com a mesma eficiéncia que a monensina sédica. Recomenda-
se a conducdo de mais estudos para investigar os efeitos do OEAM sobre as
diferentes comunidades de microrganismos do rumen e a digestibilidade da fracéo
proteica no ramen e nos intestinos, bem como estudos que associem o OEAM com

outros 6leos essenciais ou até mesmo com ionoforos.

REFERENCIAS

Aanyu, M., Betancor, M.B., Monroig, O., 2018. Effects of dietary limonene and thymol
on the growth and nutritional physiology of Nile tilapia (Oreochromis niloticus).
Aquaculture 488, 217-226. https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2018.01.036

Abadi, A.T.B., Rizvanov, A.A., Haertlé, T., Blatt, N.L., 2019. World Health Organization
Report: Current Crisis of Antibiotic Resistance. Bionanoscience 9, 778-788.
https://doi.org/10.1007/s12668-019-00658-4

AOAC, 1997. ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official
methods of analysis. Gaithersburg.

AOAC, 1990. ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official
methods of analysis, 15th ed. Arlington.

Ben, Y., Fu, C., Hu, M., Liu, L., Wong, M.H., Zheng, C., 2019. Human health risk
assessment of antibiotic resistance associated with antibiotic residues in the
environment: A review. Environ. Res. 169, 483-493.
https://doi.org/10.1016/j.envres.2018.11.040

Benchaar, C., Calsamiglia, S., Chaves, A. V., Fraser, G.R., Colombatto, D., McAllister,
T.A., Beauchemin, K.A., 2008. A review of plant-derived essential oils in ruminant
nutrition and production. Anim. Feed Sci. Technol. 145, 209-228.
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2007.04.014



136

Benchaar, C., Petit, H.V., Berthiaume, R., Ouellet, D.R., Chiquette, J., Chouinard, P.Y.,
2007. Effects of Essential Oils on Digestion, Ruminal Fermentation, Rumen
Microbial Populations, Milk Production, and Milk Composition in Dairy Cows Fed
Alfalfa  Silage or Corn Silage. J. Dairy Sci. 90, 886-897.
https://doi.org/10.3168/jds.s0022-0302(07)71572-2

Calsamiglia, S., Busquet, M., Cardozo, P.W., Castillejos, L., Ferret, A., 2007. Invited
Review: Essential Oils as Modifiers of Rumen Microbial Fermentation. J. Dairy Sci.
90, 2580-2595. https://doi.org/10.3168/jds.2006-644

Cannas, A., Tedeschi, L.O., Fox, D.G., Pell, A.N., Van Soest, P.J., 2004. A mechanistic
model for predicting the nutrient requirements and feed biological values for sheep.
J. Anim. Sci. 82, 149-169.

Chaney, A.L., Marbach, E.P., 1962. Modified reagents for determination of urea and
ammonia. Clin. Chem. 8, 130-2.

Dijkstra, J., Ellis, J.L., Kebreab, E., Strathe, A.B., Lépez, S., France, J., Bannink, A.,
2012. Ruminal pH regulation and nutritional consequences of low pH. Anim. Feed
Sci. Technol. 172, 22—-33. https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2011.12.005

Duffield, T.F., Merrill, J.K., Bagg, R.N., 2012. Meta-analysis of the effects of monensin
in beef cattle on feed efficiency, body weight gain, and dry matter intake. J. Anim.
Sci. 90, 4583-4592. https://doi.org/10.2527/jas.2011-5018

Ganzera, M., Egger, C., Zidorn, C., Stuppner, H., 2008. Quantitative analysis of
flavonoids and phenolic acids in Arnica montana L. by micellar electrokinetic
capillary chromatography. Anal. Chim. Acta 614, 196-200.
https://doi.org/10.1016/j.aca.2008.03.023

Goering, H.K., Van Soest, P.J., 1970. Forage Fiber Analysis (Apparatus, Reagents,
Procedures and Some Applications), Agriculture Handbook n° 379. US Department
of Agriculture, Washington, DC.

Goodrich, R.D., Garrett, J.. E., Gast, D.R., Kirick, M.A., Larson, D.A., Meiske, J.. C.,
1984. Influence of Monensin on the Performance of Cattle. J. Anim. Sci. 58, 1484—
1498.

He, Y., Yuan, Q., Mathieu, J., Stadler, L., Senehi, N., Sun, R., Alvarez, P.J.J., 2020.
Antibiotic resistance genes from livestock waste: occurrence, dissemination, and
treatment. npj Clean Water 3, 1-11. https://doi.org/10.1038/s41545-020-0051-0

Hristov, A.N., Bannink, A., Crompton, L.A., Huhtanen, P., Kreuzer, M., McGee, M.,
Noziére, P., Reynolds, C.K., Bayat, A.R., Yafiez-Ruiz, D.R., Dijkstra, J., Kebreab,
E., Schwarm, A., Shingfield, K.J., Yu, Z., 2019. Invited review: Nitrogen in ruminant
nutrition: A review of measurement techniques. J. Dairy Sci. 102, 5811-5852.
https://doi.org/10.3168/jds.2018-15829

Judzentiene, A., Budiene, J., 2009. Analysis of the chemical composition of fower
essential oils from Arnica montana of Lithuanian origin. Chemija 20, 190-194.



137

Kholif, A.E., Olafadehan, O.A., 2021. Essential oils and phytogenic feed additives in
ruminant diet: chemistry, ruminal microbiota and fermentation, feed utilization and
productive performance. Phytochem. Rev. 20, 1087-1108.
https://doi.org/10.1007/s11101-021-09739-3

Khorrami, B., Vakili, A.R., Mesgaran, M.D., Klevenhusen, F., 2015. Thyme and
cinnamon essential oils: Potential alternatives for monensin as a rumen modifier in
beef production systems. Anim. Feed Sci. Technol. 200, 8-16.
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2014.11.009

Kotsampasi, B., Tsiplakou, E., Christodoulou, C., Mavrommatis, A., Mitsiopoulou, C.,
Karaiskou, C., Sossidou, E., Fragioudakis, N., Kapsomenos, |., Bampidis, V.A,,
Christodoulou, V., Zervas, G., 2018. Effects of dietary orange peel essential oil
supplementation on milk yield and composition, and blood and milk antioxidant
status of dairy ewes. Anim. Feed Sci. Technol. 245, 20-31.
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2018.08.007

Kriplani, P., Guarve, K., Baghael, U.S., 2017. Arnica montana L. — a plant of healing:
review. J. Pharm. Pharmacol. 69, 925-945. https://doi.org/10.1111/jphp.12724

Lin, B., Lu, Y., Salem, A.ZM., Wang, J.H., Liang, Q., Liu, J.X., 2013. Effects of
essential oil combinations on sheep ruminal fermentation and digestibility of a diet
with  fumarate included. Anim. Feed Sci. Technol. 184, 24-32.
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2013.05.011

Mabayo, R.T., Furuse, M., Yang, S., Okumura, J., 1992. Metabolism Medium-Chain
Triacylglycerols Enhance Release of Cholecystokinin in Chicks. J. Nutr. 122, 1702—
1705. https://doi.org/10.1093/jn/122.8.1702

Macheboeuf, D., Morgavi, D.P., Papon, Y., Mousset, J.L., Arturo-Schaan, M., 2008.
Dose-response effects of essential oils on in vitro fermentation activity of the rumen
microbial  population.  Anim. Feed Sci. Technol. 145, 335-350.
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2007.05.044

Maulfair, D.D., McIntyre, K.K., Heinrichs, A.J., 2013. Subacute ruminal acidosis and
total mixed ration preference in lactating dairy cows. J. Dairy Sci. 96, 6610—6620.
https://doi.org/10.3168/jds.2013-6771

Mclintosh, F.M., Williams, P., Losa, R., Wallace, R.J., Beever, D.A., Newbold, C.J.,
2003. Effects of essential oils on ruminal microorganisms and their protein
metabolism. Appl. Environ. Microbiol. 69, 5011-5014.
https://doi.org/10.1128/AEM.69.8.5011-5014.2003

Moseley, W.M., McCartor, M.M., Randel, R.D., 1977. Effects of Monensin on Growth
and Reproductive Performance of Beef Heifers. J. Anim. Sci. 45, 961-968.
https://doi.org/10.2527/jas1977.455961x

Nagaraja, T.G., Avery, T.B., Bartley, E.E., Roof, S.K., Dayton, A.D., 1982. Effect of
lasalocid, monensin or thiopeptin on lactic acidosis in cattle. J. Anim. Sci. 54, 649—
658. https://doi.org/10.2527/jas1982.543649x



138

Nehme, R., Andrés, S., Pereira, R.B., Jemaa, M.B., Bouhallab, S., Ceciliani, F., Lopez,
S., Rahali, F.Z., Ksouri, R., Pereira, D.M., Abdennebi-Najar, L., 2021. Essential oils
in livestock: From health to food quality. Antioxidants 10, 1-42.
https://doi.org/10.3390/antiox10020330

Newbold, C.J., De la Fuente, G., Belanche, A., Ramos-Morales, E., McEwan, N.R.,
2015. The role of ciliate protozoa in the rumen. Front. Microbiol. 6, 1-14.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2015.01313

Newbold, C.J., McIntosh, F.M., Williams, P., Losa, R., Wallace, R.J., 2004. Effects of
a specific blend of essential oil compounds on rumen fermentation. Anim. Feed Sci.
Technol. 114, 105-112. https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2003.12.006

Parvar, R., Ghoorchi, T., Kashfi, H., Parvar, K., 2018. Effect of Ferulago angulata
(Chavil) essential oil supplementation on lamb growth performance and meat
quality characteristics. Small Rumin. Res. 167, 48-54.
https://doi.org/10.1016/j.smallrumres.2018.07.026

Patra, A.K., 2011. Effects of essential oils on Rumen fermentation, microbial ecology
and Ruminant production. Asian J. Anim. Vet. Adv.
https://doi.org/10.3923/ajava.2011.416.428

Polizel, D.M., Martins, A.S., Miszura, A.A., Ferraz Junior, M.V. de C., Bertoloni, A.V.,
Oliveira, G.B., Barroso, J.P.R., Ferreira, E.M., Pires, A.V., 2021. Low doses of
monensin for lambs fed diets containing high level of ground flint corn. Sci. Agric.
78, 1-8. https://doi.org/10.1590/1678-992x-2019-0263

Russel, J.B., Strobel, H.J., 1989. Effect of lonophores on ruminal fermentation. Appl.
Environ. Microbiol. 55, 1-6.

Simitzis, P.E., 2017. Enrichment of Animal Diets with Essential Oils—A Great
Perspective on Improving Animal Performance and Quality Characteristics of the
Derived Products. Medicines 4, 35. https://doi.org/10.3390/medicines4020035

Smeti, S., Hajji, H., Mekki, 1., Mahouachi, M., Atti, N., 2018. Effects of dose and
administration form of rosemary essential oils on meat quality and fatty acid profile
of lamb. Small Rumin. Res. 158, 62—68.
https://doi.org/10.1016/j.smallrumres.2017.10.007

Sugier, D., Sugier, P., Kowalski, R., Kotodziej, B., Olesinska, K., 2017. Foliar boron
fertilization as factor affecting the essential oil content and yield of oil components
from flower heads of Arnica montana L. and Arnica chamissonis Less. cultivated
for industry. Ind. Crops Prod. 109, 587-597.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2017.09.014

Sugier, P., Jakubowicz-Gil, J., Sugier, D., Kowalski, R., Gawlik-Dziki, U., Kolodziej, B.,
Dziki, D., 2020. Chemical Characteristics and Anticancer Activity of Essential Oil
from Arnica Montana L. Rhizomes and Roots. Molecules 25, 1284.
https://doi.org/doi:10.3390/molecules25061284

Torres, R.N.S., Moura, D.C., Ghedini, C.P., Ezequiel, J.M.B., Almeida, M.T.C., 2020.
Meta-analysis of the effects of essential oils on ruminal fermentation and



139

performance of sheep. Small Rumin. Res. 189, 106148.
https://doi.org/10.1016/j.smallrumres.2020.106148

Torres, R.N.S., Paschoaloto, J.R., Ezequiel, J.M.B., da Silva, D.A.V., Almeida, M.T.C.,
2021. Meta-analysis of the effects of essential oil as an alternative to monensin in
diets for beef cattle. Vet. J. 272, 105659. https://doi.org/10.1016/}.tvjl.2021.105659

Van Soest, P.J., 1994. Nutritional ecology of the ruminant, 2nd ed. Cornell Univesity
Press.

Van Soest, P.J., Robertson, J.B., Lewis, B.A., 1991. Methods for Dietary Fiber, Neutral
Detergent Fiber, and Nonstarch Polysaccharides in Relation to Animal Nutrition. J.
Dairy Sci. 74, 3583-3597. https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(91)78551-2

Wallace, R.J., McEwan, N.R., McIntosh, F.M., Teferedegne, B., Newbold, C.J., 2002.
Natural products as manipulators of rumen fermentation. Asian-Australasian J.
Anim. Sci. 15, 1458-1468. https://doi.org/10.5713/ajas.2002.1458

Wiener, 1., Inoue, K., Fagan, C.J., Lilja, P., Watson, L.C., Thompson, J.C., 1981.
Release of cholecystokinin in man. Correlation of blood levels with gallbladder
contraction. Ann. Surg. 194, 321-327. https://doi.org/10.1097/00000658-
198109000-00010



140

6 EFEITOS DO OLEO ESSENCIAL DE Arnica montana NO
DESEMPENHO, COMPORTAMENTO INGESTIVO,
CARACTERISTICAS DE CARCACA, MORFOLOGIA DO EPITELIO
RUMINAL E PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DA CARNE EM
CORDEIROS CONFINADOS

Resumo

O o6leo essencial de Arnica montana (OEAM) é conhecido na medicina humana
por seu efeito antimicrobiano. Na alimentacdo de ruminantes ndo existem relatos de
sua utilizagdo como aditivo. O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da inclusédo
de teores crescentes de OEAM na dieta de cordeiros confinados sobre o desempenho,
comportamento ingestivo, caracteristicas de carcaca, morfologia do epitélio ruminal e
perfil de acidos graxos da carne. Foram utilizados 40 cordeiros mesticos Dorper x
Santa Inés, ndo castrados, com peso médio inicial de 30,3 + 5,76 kg (média * desvio
padrdo) e 92 + 9 dias (média + desvio padrdo). O delineamento experimental foi em
blocos completos casualizados (5 tratamentos e 8 blocos). Os tratamentos
experimentais foram: AO - controle negativo (dieta padrdo sem inclusao de aditivo);
A450 - inclusdo de 450 mg de OEAM/kg de MS; A900 — inclusdo de 900 mg de
OEAM/kg de MS; A1350 — incluséo de 1350 mg de OEAM/kg de MS; M25 - controle
positivo (dieta contendo 25 mg de monensina sodica/kg de MS). Todas as dietas
continham 90% de concentrado e 10% de volumoso (feno de Coastcross). O aumento
nos teores de OEAM conferiu efeito quadratico sobre o consumo de matéria seca
(CMS; P =0,02), com maior CMS para A450. O CMS néo diferiu entre as dietas A0 e
M25. Porém, na comparacao entre as dietas com OEAM e M25, o CMS foi maior (P <
0,01) para as dietas com OEAM. Houve aumento linear no GMD, peso corporal ao
abate (PCA), peso de carcaca quente e fria (PCQ e PCF) em resposta aos teores de
OEAM (P < 0,05). Os cordeiros que receberam as dietas com OEAM apresentaram
maior GMD, PCA, PCQ e PCF que aqueles que receberam a dieta M25 (P < 0,05). A
contagem de oocistos/g de fezes diminuiu linearmente (P < 0,0001) com o aumento
nos teores de OEAM. O tratamento M25 teve menor contagem de oocistos (P < 0,01)
gue AO0. Os cordeiros que receberam OEAM tiveram maior (P < 0,001) contagem de
oocistos que os que receberam M25. Houve aumento linear (P < 0,05) no nimero de
refeices e no tempo de alimentagcdo com o aumento na inclusdo de OEAM. Essas
variaveis ndo diferiram entre M25 vs. AO e OEAM vs. M25. Foi observado efeito
guadratico (P < 0,05) para a taxa de alimentacao (min/g de MS), com menor taxa para
A450. A taxa de alimentacdo (min/g de MS e min/g de FDN) foi menor (P < 0,05) nas
dietas com OEAM comparadas a M25. O tempo de ruminacdo (min/dia) foi afetado
guadraticamente (P = 0,01) pelos teores de OEAM, com maior taxa para os cordeiros
do tratamento A900. Comparado a M25 o tempo de ruminacao foi maior (P < 0,01)
nas dietas com OEAM. O tempo de mastigacéo e as taxas de mastigacédo (min/g de
MS e min/g de FDN) n&o foram afetados pelo aumento nos teores de OEAM. O tempo
de mastigacao foi maior (P = 0,03) nas dietas com OEAM comparadas a M25. Nessa
mesma comparacao, a taxa de mastigacdo (min/g de FDN) foi menor (P = 0,01) nas
dietas com OEAM. N&o houve efeito dos tratamentos na morfologia do epitélio
ruminal. O aumento na inclusédo de OEAM nas dietas diminuiu a propor¢ao de C6:0;
C17:0; C18:0; C18:1 trans-11, C22:6 n-3 e 0 somatoério dos acidos graxos saturados
(ZSFA; P <0,05). Por outro lado, houve aumento linear na concentracdo de C18:2 cis-
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9, cis-12; C18:3 cis-9, cis-12, cis-15, no somatorio dos poli-insaturados (XPUFA) e no
somatorio dos n-6 (P < 0,05). As dietas com OEAM diminuiram a proporc¢éo de C16:0,
C17:0, C18:0 e aumentaram a proporcao de C18:2 cis-9, cis-12, 2SFA, 2n-6 e a
relacéo n-6/n-3 (P < 0,05) quando comparadas a M25. A utilizacdo de OEAM melhorou
o valor nutricional da gordura da carne de cordeiro, tendo como base a avaliacdo da
propor¢éo hipocolesterolémico/hipercolesterolémico (h/H) e o indice de promocéo a
satude humana (IPS). O OEAM pode ser utilizado como aditivo alimentar em
substituicdo a monensina sddica em dietas com elevada inclusédo de concentrado para
cordeiros em terminacdo, tendo em vista que melhorou o desempenho, as
caracteristicas da carcaca e o perfil de acidos graxos da carne. Dentre os teores
avaliados, o teor de 1350 mg de OEAM/kg de MS é o mais recomendado. O OEAM
quando comparado com a monensina sodica na dose de 25 mg/kg de MS, apresentou
resultados superiores no que se refere ao desempenho e caracteristicas de carcaca,
embora o0 OEAM tenha sido menos efetivo no controle da coccidiose.

Palavras-chave: Aditivo, Comportamento ingestivo, Epitélio ruminal, Monensina,
Perfil de acidos graxos, Ovinos.

Abstract

Arnica montana essential oil (AMEO) is known in human medicine for its
antimicrobial effect. In ruminant feed, there are no reports of its use as an additive. The
objective of this study was to evaluate the effects of including increasing levels of
AMEO in the diet of feedlot lambs on performance, ingestive behavior, carcass
characteristics, morphology of the ruminal epithelium, and fatty acid profile of the meat.
Forty Dorper x Santa Inés crossbred, uncastrated lambs with an average initial weight
of 30.3 £ 5.76 kg (mean + standard deviation) and 92 + 9 days (mean %+ standard
deviation) were used. The experimental design was in randomized complete blocks (5
treatments and 8 blocks). The experimental treatments were: AO - negative control
(standard diet without additive inclusion); A450 - inclusion of 450 mg AMEO/kg DM;
A900 - inclusion of 900 mg AMEO/kg DM; A1350 - inclusion of 1350 mg AMEO/kg DM;
M25 - positive control (diet containing 25 mg sodium monensin/kg DM). All diets
contained 90% concentrate and 10% roughage (Coastcross hay). The increase in
AMEO content conferred a quadratic effect on dry matter intake (DMI; P = 0.02), with
higher DMI for A450. The DMI did not differ between diets A0 and M25. However, when
comparing the AMEO and M25 diets, DMI was higher (P < 0.01) for the AMEO diets.
There was a linear increase in ADG, body weight at slaughter (BWS), hot and cold
carcass weight (HCW and CCW) in response to the AMEO contents (P < 0.05). Lambs
that received the diets with AMEO showed higher ADG, BWS, HCW and CCW than
those that received the M25 diet (P < 0.05). The oocyst count/g feces decreased
linearly (P < 0.0001) with increasing AMEO content. The M25 treatment had lower
oocyst counts (P < 0.01) than AO. Lambs receiving AMEO had higher (P < 0.001)
oocyst counts than those receiving M25. There was a linear (P < 0.05) increase in the
number of meals and feeding time with increasing AMEO inclusion. These variables
did not differ between M25 vs. A0 and AMEO vs. M25. A gquadratic effect (P < 0.05)
was observed for feed rate (min/g DM), with lower rate for A450. The feeding rate
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(min/g DM and min/g NDF) was lower (P < 0.05) on AMEO diets compared to M25.
Rumination time (min/day) was quadratically affected (P = 0.01) by AMEO content,
with the highest rate for lambs in the A900 treatment. Compared to M25, rumination
time was longer (P < 0.01) on diets with AMEO. Chewing time and chewing rates (min/g
DM and min/g NDF) were not affected by increasing AMEO content. Chewing time was
longer (P = 0.03) in diets with AMEO compared to M25. In this same comparison, the
chewing rate (min/g of NDF) was lower (P = 0.01) in the diets with AMEO. There was
no effect of treatments on rumen epithelium morphology. Increased inclusion of AMEO
in the diets decreased the proportion of C6:0; C17:0; C18:0; C18:1 trans-11, C22:6 n-
3, and the sum of saturated fatty acids (XSFA; P < 0.05). On the other hand, there was
a linear increase in the concentration of C18:2 cis-9, cis-12; C18:3 cis-9, cis-12, cis-
15, the sum of polyunsaturated (XPUFA) and the sum of n-6 (P < 0.05). The diets with
AMEO decreased the proportion of C16:0, C17:0, C18:0 and increased the proportion
of C18:2 cis-9, cis-12, 2SFA, Zn-6 and the n-6/n-3 ratio (P < 0.05) when compared to
M25. The use of AMEO improved the nutritional value of lamb meat fat based on the
evaluation of the hypocholesterolemic/hypercholesterolemic (h/H) ratio and the human
health promotion index (HPI). The AMEO can be used as a feed additive to replace
sodium monensin in diets with high inclusion of concentrate for feedlot lambs,
considering that it improved performance, carcass characteristics, and fatty acid profile
of the meat. Among the contents evaluated, the content of 1350 mg AMEO/kg DM is
the most recommended. The AMEO when compared to sodium monensin at a dose of
25 mg/kg DM, showed superior results regarding performance and carcass
characteristics, although AMEO was less effective in controlling coccidiosis.

Keywords: Additive, Fatty acid profile, Ingestive behavior, Performance, Monensin,
Sheep.

6.1 Introducéao

Aditivos ionéforos atuam na modulacao da fermentacdo ruminal (Fonseca et
al., 2019; Goodrich et al., 1984; Tedeschi; Gorocica-Buenfil, 2018) e como promotores
de crescimento. No entanto, sdo considerados antibioticos. Devido a isso, sua
utilizacdo na alimentagdo animal é discutida pelo fato de contribuirem para o
surgimento de resisténcia aos antibioticos utilizados na medicina humana (Abadi et
al., 2019). Neste cenario, pesquisadores tém explorado estratégias de manipulacéo
da fermentacao ruminal e do desempenho animal a partir de produtos naturais, como
0s Oleos essenciais (Calsamiglia et al., 2007; Ferme et al., 2004; Jafari et al., 2019).
Alguns 6leos essenciais podem agir semelhantemente aos ionéforos, aumentando a
producdo de propionato e diminuindo a produgcdo de metano, a relagao
acetato/propionato e a producdo de amoénia ruminal devido seu efeito antimicrobiano
(Benchaar et al., 2008; Geraci et al., 2012; Jahani-Azizabadi et al., 2019).
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O 6leo essencial de Arnica montana (OEAM) é utilizado na medicina humana
e possui efeito antimicrobiano comprovado (Ganzera et al., 2008; Sugier et al., 2017).
A composicdo do OEAM é dependente da fracdo da planta utilizada na extracdo. O
OEAM obtido das flores é composto majoritariamente por sesquiterpenos,
destacando-se o B-cariofileno (Judzentiene; Budiene, 2009). O OEAM extraido da
planta inteira, raizes e rizomas € rico em monoterpenos (Kriplani et al., 2017), com
destaque para o canfeno, felandreno e limoneno (Kriplani et al., 2017; Sugier et al.,
2020). Devido ao efeito antimicrobiano do OEAM, a hipétese desse trabalho foi que o
OEAM iria atuar similarmente a monensina sédica quando associado a uma dieta com
90% de concentrado para cordeiros sobre o desempenho, o0 comportamento ingestivo,
as caracteristicas de carcaca e o perfil de 4cidos graxos da carne.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de teores crescentes de OEAM
em dietas ricas em concentrado para cordeiros, sobre o consumo de MS, ganho de
peso, eficiéncia alimentar, comportamento ingestivo, caracteristicas de carcaca,
morfologia do epitélio ruminal e o perfil de acidos graxos da carne. A partir dos
resultados sera possivel definir o melhor teor de OEAM, como também comparar os

efeitos do OEAM com a monensina soédica.

6.2 Materiais e métodos
6.2.1 Local, animais e instalagbes experimentais

O experimento foi conduzido nas instalagdes para confinamento do Sistema
Intensivo de Producéo de Ovinos e Caprinos (SIPOC) do Departamento de Zootecnia
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao Paulo,
localizada em Piracicaba — SP (22° 42’ 24” S e 47° 37’ 53” O), Brasil. O experimento
foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/ESALQ), protocolo n°
5160100220.

Foram utilizados 40 cordeiros ndo castrados, mesticos (Dorper x Santa Inés),
com peso medio inicial de 30,3 + 5,76 kg (média + desvio padrdo) e idade média de
92 + 9 dias (média £ desvio padrdo). Todos os cordeiros utilizados nesse ensaio
pertenciam ao rebanho do SIPOC e receberam durante a fase lactente até o desmame
dieta com 100% de concentrado contendo 25 mg de monensina sédica/kg de MS em

sistema de creep feeding. Apds o desmame, os animais foram confinados em galpéo
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coberto em baias individuais (Tie Stall). As baias eram providas de bebedouro e cocho
para fornecimento das dietas experimentais e agua potavel. Todos os animais no
inicio do experimento foram desverminados com 1,0% moxidectin (Cydectin, Fort
Dodge Saude Animal, Campinas, Sao Paulo, Brasil) na dosagem de 1 mL/50 kg de
peso corporal e receberam aplicacdo de suplemento vitaminico ADE (Vallée Injetavel

ADE, Montes Claros, Minas Gerais, Brasil) antes do inicio do experimento.

6.2.2 Delineamento experimental, tratamentos e manejo experimental

O delineamento experimental foi em blocos completos casualizados, com 8
blocos e 5 tratamentos. Os blocos foram definidos conforme o peso e a idade dos
animais no inicio do experimento. O periodo experimental foi de 90 dias, divididos em
trés subperiodos de 30 dias.

As dietas experimentais foram isoenergéticas e isonitrogenadas, contendo
90% de concentrado e 10% de volumoso (feno de Coastcross), a formulacédo foi
realizada utilizando o “Small Ruminant Nutrition System” (SRNS; Cannas et al., 2004;
Tabela 20). Os tratamentos experimentais foram: AO - controle negativo (dieta padréo
sem inclusdo de aditivo); A450 - inclusdo de 450 mg de OEAM/kg de MS; A900 -
inclusdo de 900 mg de OEAM/kg de MS; A1350 - inclusdo de 1350 mg de OEAM/kg
de MS; M25 - controle positivo (dieta contendo 25 mg de monensina sodica/kg de MS;

Rumensin 100, Elanco do Brasil, Sdo Paulo).
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Tabela 20. Proporcéo dos ingredientes e composi¢ao quimica das dietas experimentais (% MS).

tem Tratamentos?

A0 A450 A900 A1350 M25
Ingredientes
Feno de Coastcross 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Milho moido 73,0 72,9 72,9 72,9 72,9
Farelo de soja 13,5 13,5 13,5 13,5 13,5
Cloreto de amdnio 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Calcério 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Mistura mineral? 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
OEAM3, mg/kg de MS 0 450 900 1350 -
Monensina*, mg/kg de MS - - - - 25
Composicéo quimica®
Matéria seca 86,4 0,61 86,5 0,41 86,5 + 0,40 86,4 +0,35 86,6 +0,26
Matéria organica 94,2 +0,09 94,2 +0,04 94,2 +0,07 94,2 +0,02 94,2 +0,0
Proteina bruta 16,0 +0,17 16,0 +0,11 16,0 +0,10 16,0 0,12 16,0 0,16
Fibra em detergente neutro 18,4 0,15 18,8 +0,11 18,6 0,15 18,4 +0,16 18,7 +0,44
Fibra em detergente acido 4,7 +0,26 4,7 +0,27 4,6 +0,29 4,6 +0,22 4,5+033
Extrato etéreo 3,2 +0,27 3,2 +0,20 3,2 +0,.22 3,2 +0,20 3,2 +0,20
EMS®, Mcal/kg de MS 3,0 3,0 3,00 3,0 3,0

1A0 (controle negativo) — dieta base, sem adi¢do de aditivo; A450 — adi¢cdo de 450 mg de OEAM/kg de MS; A900 — adi¢cdo de 900 mg de OEAM/kg de MS;
A1350 — adicdo de 1350 mg de OEAM/kg de MS; M25 (controle positivo) — adicdo de 25 mg de monensina sédica/kg de MS. 2 Ca: 154 g/kg; P: 85 g/kg; Na:
120 g/kg; Mg: 10 g/kg; S: 35 g/kg; Cu: 756 mg/kg; Mn: 2.180 mg/kg; Zn: 2.800 mg/kg; I: 56 mg/kg; Co: 44 mg/kg; Se: 14 mg/kg; F: 1.000 mg/kg. 3Oleo essencial
de Arnica montana: 1,58% de 2-hexanal; 0,91% de mirceno; 61,50% de limoneno; 36,01% de tricaprilato de glicerol (PipingRock Health Products, Ronkonkoma
— Nova lorque, EUA). 4 Rumensin 100 (monensina sédica, Elanco do Brasil, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil). °Considera trés amostras por tratamento (n = 3).
6Estimada usando o Small Ruminant Nutrition System (Cannas et al., 2004).
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Amostras das dietas e dos ingredientes foram colhidas a cada batida de racao.

A composicao quimica dos ingredientes € descrita na Tabela 21.

Tabela 21. Composi¢éo quimica dos ingredientes utilizados nas dietas experimentais
(% da MS).

Ingredientes

1
tem Feno de Coastcross Milho moido Farelo de soja
n 3 3 3
Matéria seca 87,2 0,42 87,9 +0,26 88,9 0,32
Matéria organica 90,2 +0,15 98,8 0,05 92,9 012
Proteina bruta 18,2 0,25 9,6 0,18 53,2 +0,22
Fibra em detergente neutro 76,8 0,28 12,1 £ 0,04 10,9 z 0,08
Fibra em detergente acido 32,0 x013 2,7 +0,03 6,9 0,04
Extrato etéreo 1,4 +010 3,3 0,06 2,7 £0,09

In: nmero de amostras.

O feno de Coastcross e 0 milho foram moidos utilizando triturador (Nogueira
DPM — 4, Itapira, Sao Paulo, Brasil) com peneira com crivos de 10 mm. Todos 0s
ingredientes das dietas A0 e M25 foram misturados utilizando misturador horizontal
com capacidade para 500 kg (Lucato, Limeira, Sao Paulo, Brasil). Para confeccao das
dietas A450, A900 e A1350 foi preparada uma pré-mistura (contendo apenas a fracéo
concentrada da dieta) utilizando o mesmo misturador. O OEAM foi pesado diariamente
em balanca analitica com acuracia de 0,0001 g (Sartorius BA110S, Gottingen,
Niedersachsen, Alemanha) e misturado manualmente a pré-mistura, sendo
posteriormente o feno adicionado e homogeneizada a pré-mistura com OEAM. As
dietas foram pesadas diariamente em balanca eletrénica com precisao de 1g (Marte,
LC 100, Séao Paulo, Sédo Paulo, Brasil) e imediatamente ofertados (as 7 horas da
manha) na forma de racao total.

Com objetivo de manter as sobras em torno de 10% da quantidade ofertada
no dia anterior, a quantidade ofertada foi diariamente definida com base na leitura de
cocho realizada momentos antes do inicio da pesagem das racdes. As sobras foram
retiradas, pesadas e amostradas (10%) somente ao final de cada periodo
experimental. Posteriormente as amostras foram compostas por tratamento e
armazenadas a -18 °C até o momento das analises bromatolégicas. O CMS foi
determinado pela diferenca entre a quantidade de racéo ofertada e a respectiva sobra,

ambas com base na concentracdo de MS (dieta e sobra). O resultado (consumido total
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por periodo) foi dividido por 30, obtendo-se o CMS diario para cada animal em cada
tratamento.

Para o célculo do ganho médio diario de peso corporal (GMD), os cordeiros
foram pesados nos dias 0, 30, 60 e 90 do periodo experimental apds jejum de sélidos
de 16 horas em balanca eletrénica com precisdo de 0,100 kg (KM3-N; Coimma,
Dracena, Sdo Paulo, Brasil). A partir dos dados de CMS e GMD, foi calculada a
eficiéncia alimentar (EA; EA = g de GMD/g de CMS).

Para o melhor controle sanitario e reduzir a incidéncia de fatores que
comprometessem o desempenho, a ocorréncia de coccidiose foi avaliada através do
exame de fezes para contagem de oocistos/g de fezes (OOPG). Essa avaliacéo foi
realizada ao final de cada periodo experimental utilizando metodologia descrita por
Ueno et al. (1988).

6.2.3 Comportamento ingestivo

Nos dias 28, 58 e 88 do experimento foi realizada a avaliagdo do
comportamento ingestivo de cada animal, durante 24 horas, com observacdes
realizadas a cada 5 minutos. Dois observadores devidamente treinados, observaram
20 animais cada um em turnos de avaliacdo de 3 horas. Foram determinados o0s
tempos gastos com ingestéo de alimento, ruminacédo, mastigacéo, ocio e ingestdo de
agua em min/dia. O nimero de refei¢des foi contabilizado pelo nUmero de sequéncias
de atividades observadas na planilha para a atividade de ingestao de alimento (Filho
et al., 2016).

O tempo despendido em cada atividade (expresso em min/dia) foi calculado
por meio da multiplicacdo do numero de observacdes por 5. O tempo total de
mastigacédo foi considerado como a soma dos tempos de ingestdo e ruminagao
(Weidner; Grant, 1994). Os tempos de ingestdo, ruminacdo e mastigacdo foram
expressos em min/g de MS e min/g de FDN ingerido. Para o célculo das taxas de
ingestéo, ruminagao e mastigacao foi utilizado o teor de MS e FDN das dietas e sobras
de cada periodo experimental.

6.2.4 Abate dos animais e caracteristicas de carcaca
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Ao final do periodo de confinamento, todos os animais foram abatidos. Antes
do abate, os animais foram submetidos a jejum de solidos de 16 horas. Apos o periodo
de jejum, os animais foram pesados para obtenc&o do peso corporal ao abate (PCA)
e abatidos. O abate foi realizado por atordoamento por concusséao cerebral com pistola
de dardo cativo, seguido de sangria por seccdo das veias jugulares, esfola,
evisceracdo e remocao da cabeca e dos membros. No abate foram seguidas as
orientacbes do Servico de Inspecdo Federal de abate humanitario conforme a
Instrucdo Normativa n.° 3 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Imediatamente apds o abate as carcacas foram pesadas para obtencao do
peso de carcaca quente (PCQ), foi utilizada uma balanca com 0,100 kg de preciséao
(Filizola, Campo Grande, Mato Grasso do Sul, Brasil). Posteriormente as carcagas
foram refrigeradas em camara de refrigeracdo a 4 °C por 24 horas, apés esse periodo
foram novamente pesadas para a obtencdo do peso de carcaca fria (PCF). O
rendimento de carcaca quente (RCQ), rendimento de carcaca fria (RCF) e a perda por
resfriamento (PR) foram calculados pelas férmulas: RCQ = (PCQ / PCA) x 100; RCF
= (PCF / PCA) x 100; PR = [(PCQ — PCF) / PCQ] x 100.

Apos registrado o PCF, as carcacas foram penduradas pelo tendao de Aquiles
e 0 musculo Longissimus lumborum foi seccionado transversalmente entre a 122 e 132
costelas. A espessura de gordura subcutanea (EGS) foi determinada dos dois lados
da carcaca utilizando paquimetro digital graduado em mm (Asimeto, Mooresville,
Carolina do Norte, EUA) de acordo com Fisher et al. (1994). A face exposta do
musculo Longissimus lumborum direito e esquerdo foram desenhadas em papel
vegetal, posteriormente a area foi mensurada com auxilio do software ImageJ
(Institutos Nacionais de Saude, Bethesda, Maryland, EUA) para obtencéo da area de
olho de lombo (AOL). A espessura de parede corporal (EPC) foi mensurada dos dois
lados da carcaca, considerando a profundidade do tecido mole (musculo e gordura) e
a 122 costela em um ponto a 11 cm de distancia da linha média do lombo (Cezar;
Souza, 2007). A partir dos valores obtidos do lado direito e esquerdo da carcaca, foi
calculada a média aritmética de EGS, AOL e EPC por carcaga.

6.2.5 Avaliacdo morfolégica do epitélio ruminal

Um fragmento de aproximadamente 5 cm? da regiéo cranial do saco dorsal do

ramen de cada animal foi coletada e armazenada em frascos contendo solugcéo de
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alcool 70%. Os frascos foram mantidos sob refrigeracdo por um dia até o momento da
avaliacao do epitélio ruminal. Na avaliacdo um fragmento de 1 cm? foi utilizado para
contagem do namero de papilas por trés avaliadores (Pereira et al., 2020; Resende-
Junior et al., 2006). Apds a contagem do numero de papilas, doze papilas foram
removidas aleatoriamente do fragmento e com esse fragmento foram dispostas em
laminas de vidro e escaneadas em um scaner (Samsung SCX 4200, Seul, Coreia do
Sul).

As variaveis morfolégicas macroscépicas avaliadas foram niamero de papilas
por cm2 de parede (NP), altura, largura e area média das papilas (AMP), area da
superficie absortiva por cm2 de parede (ASA) e porcentagem de papilas por area de
superficie absortiva (% papilas/ASA). A area da superficie absortiva bem como a area
e a altura das papilas foram mensuradas utilizando-se o programa para analise de
imagens ImageJ (Institutos Nacionais de Saude, Bethesda, Maryland, EUA). A area
de superficie absortiva da parede (ASA) em centimetros quadrados foi calculada
como: 1 + (NP x AMP) - (NP x 0,002), onde 1 representa 1 cm? de fragmento coletado
e 0,002 é a area basal estimada das papilas em centimetros quadrados. A area das
papilas, expressa em porcentagem de ASA, foi calculada como: (NP x AMP)/(ASA x
100) (Pereira et al., 2020; Resende-Junior et al., 2006).

6.2.6 Anélises laboratoriais

Apés descongeladas, as amostras dos ingredientes, das dietas ofertadas e
das sobras foram secas em estufa de ventilacdo forcada a 55 °C por 72 horas para
determinacao da matéria seca a 55 °C. Posteriormente as amostras foram moidas em
moinho tipo Wiley (Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) com peneiras com crivos
de 1,0 mm. Apés a moagem, as amostras foram secas em estufa a 105 °C por 24
horas para determinacdo da matéria seca a 105 °C. A matéria mineral (MM) foi
determinada através da incineracdo das amostras em mufla a 550 °C por 4 horas
(AOAC, 1990), subtraindo a MM de 100, obteve-se a matéria organica (MO). A
concentracdo de nitrogénio total foi mensurada utilizando um aparelho Leco FP528
(Leco Corporation, St. Joseph, Michigan, EUA; AOAC, 1997). A proteina bruta foi
calculada multiplicando a concentracdo de nitrogénio total por 6,25. A determinagéo
da fracdo fibrosa foi realizada pelo método sequencial, utilizando a-amilase

termoestavel e sulfito de sodio para analise de fibra em detergente neutro (FDN; Van
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Soest et al., 1991), e a fibra em detergente acido (FDA; Goering; Van Soest, 1970),
utilizando um aparelho Ankom A2000 (Ankom Tech. Corp., Fairport, Nova lorque,
EUA). O teor de extrato etéreo foi determinado utilizando um aparelho extrator Ankom
XT15 (Ankom Tech Corp., Macedon, Nova lorque, EUA).

6.2.7 Determinacdo do perfil de acidos graxos da carne, indices de

atividade enzimética e valor nutricional

As etapas de extracdo e metilacdo dos é&cidos graxos foram realizadas
conforme descrito por Ferreira et al. (2014).

O perfil de acidos graxos foi determinado em um cromatografo gasoso
Shimadzu, Série 2010 Plus, equipado com uma coluna Supelco (100 m x 0,25 mm x
0,25 um), acoplado a um detector de ionizagdo de chama (FID). A programacao de
temperatura iniciou em 140 °C, permanecendo nessa temperatura durante 5 minutos,
na sequéncia, a uma taxa de 4 °C/min, a programacao atingiu 240 °C permanecendo
nessa condicao por 15 minutos. A temperatura do detector FID foi de 240 °C e do
injetor de 230 °C. Como gas de arraste foi utilizado hidrogénio com velocidade linear
de 20,0 cm/s. O volume da injecéo foi de 1,0 puL no modo split de 1/10. A identificacéo
dos acidos graxos foi realizada com base no tempo de retencéo dos ésteres metilicos
dos acidos graxos dos padrdes. Foi utilizado um padrao de 37 compostos (Supelco
mix C4 - C24 — CRM47885 — Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA). Para
identificacdo dos &cidos graxos C18:2 cis-9, trans-11 e C18:2 trans-10, cis-12 foi
utilizado o padrdo de acido linoleico conjugado (O5507- Sigma-Aldrich, San Luis,
Missouri, EUA).

A atividade da enzima A°-dessaturase e elongases foi determinada conforme
descrito por Malau-Aduli et al. (1997), por meio de indices matematicos. Os célculos
foram realizados da seguinte maneira:

Cl4 index =100 x [(C14:1 cis-9) / (C14:1 cis-9 + C14:0)];

Cl6index =100 x [(C16:1 cis-9) / (C16:1 cis-9 + C16:0)];

C18index =100 x [(C18:1 cis-9) / (C18:1 cis-9 + C18:0)];

Total dessaturase index =100 x [(C14:1 cis-9 + C16:1 cis-9 + C18:1 cis-9) /
(C14:1 cis-9 + C16:1 cis-9 + C18:1 cis-9 + C14:0 + C16:0 + C18:0)];

Elongase = 100 x [(C18:1 cis-9 + C18:0) / (C16:1 cis-9 + C16:0 + C18:1 cis-9
+ C18:0)].
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Os indices de aterogenicidade (IA) e trombogenicidade (IT) foram estimados
de acordo com Ulbricht e Southgate (1991), como indicador para o risco de doencas
cardiovasculares:

IA =[C12:0 + (4 x C14:0) + C16:0]/ (XMUFA + Zn6 + Zn3);

IT =(C12:0 + C16:0 + C18:0) / [(0,5 x ZMUFA) + (0,5 x 2n6) + (3 x 2n3) +
(n3/n6)].

Em que: ZMUFA = somatorio de acidos graxos monoinsaturados; 2n6 =
somatorio dos acidos graxos da série 6mega-6; Zn3 = somatorio dos acidos graxos
da série Bmega-3; n3/n6 = relacdo 6mega-6:6mega-3.

A razéo entre os acidos graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos
(h/H) foi calculada de acordo com Fernandez et al. (2007):

h/H = (C18:1 cis-9 + PUFA) — (C12:0 + C14:0 + C16:0).

O indice de promocéao a saude (IPS) foi calculado de acordo com Chen et al.
(2004):

IPS = (SPUFA n3 + SPUFA n6 + SMUFA) / [C12:0 + (4 x C14:0) + C16:0].

6.2.8 Caracterizacdo dos compostos presentes no 6leo essencial

A caracterizacdo do Oleo essencial de Arnica montana foi realizada no
Laboratorio de Oleos e Gorduras do Departamento de Agroindustria, Alimentos e
Nutricdo (LAN/ESALQ) da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, Brasil. A composi¢do do 6leo essencial de

Arnica montana é descrita na Tabela 22.

Tabela 22. Composicéo do 6leo essencial de Arnica montana.

Composto? %

D-limoneno 61,50
Tricaprilato de glicerol 36,01
2-Hexanal 1,58
Mirceno 0,91

1Quantidade relativa dos compostos identificados com base na area de cada pico no cromatograma.

O dleo essencial utilizado foi obtido por extracdo com CO2. Dessa forma, para
obtencdo apenas dos compostos volateis, 1 mL de 6leo foi adicionado em vial de 20
mL, o qual foi fechado hermeticamente com tampa de rosca com septo de

politetraflioretileno/silicone e mantido por 30 min em banho-maria a 40 °C. ApOs esse
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processo para atingir o equilibrio na concentracao de volateis entre o headspace e a
amostra foi aguardado 5 minutos e foi posteriormente feita a insercdo manual de fibra
com polimeros de divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS,
50/30 pum; Supelco, Bellefonte, Pensilvania, EUA) anexada a um suporte para micro
extracdo de fase sdlida furando o septo da tampa do vial e expondo a fibora em 2 cm
no headspace no interior do vial por 10 min para adsorcdo dos volateis. A amostra
obtida foi injetada manualmente da fibra para o equipamento de leitura com 3 min para
dessor¢cdo dos compostos volateis.

A identificacdo dos compostos volateis foi realizada em cromatografia
gasosa/espectrometria de massa (HS-GC/MS) em um GCMS-QP2010 Plus
(Shimadzu Corp., Toquio, Japédo). Foi utilizado uma coluna capilar de silica fundida
Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um; metil silicone 5% como fase estacionéria,;
Bellefonte, PA). O gas de arraste utilizado foi o hélio no fluxo de 1,0 mL/min. O
espectro de massa foi adquirido via ionizacdo a 70 eV na faixa de 40 a 500 m/z.
Amostras de 1 pL foram injetadas em modo split. A temperatura do injetor e detector
foi de 220 a 230 °C. A rampa de temperatura comecgou em 50 °C e mantida por 1,5
min, seguida de 200 °C a 4 °C/min e 240 °C a 10 °C/min, mantida por 7 min. Para
identificacdo dos compostos volateis, os dados (tempo de retencdo e area no TIC)
foram processados usando o software GCMS Solution (versdo 4.20) (Shimadzu,
Toquio, Japao). A identificacdo foi feita por similaridade com dados de bibliotecas
(WILEYS8.LIB e FFNSC1.3.lib) e por calculo do indice de retencéo linear (LRI) por

corrida de série de alcanos C7-C30 (Supelco, Bellefonte, Pensilvania, EUA).

6.2.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o procedimento MIXED do SAS (1999).
Todos os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificacdo da
normalidade dos residuos e remocao de outliers. A homogeneidade das variancias
pelo teste de Levene. O modelo estatistico para medidas repetidas foi: Yik =4 + Bi +
Tj + ej + Pk + (TP)i + eik, em que: i1 = média geral, Bi= efeito de bloco (i=1a8), Tj=
efeito de tratamento (j = 1 a 5), eij = erro residual, P« = efeito de periodo (k = 1 a 3),
(TP)ik = interacado entre tratamento e periodo experimental, eik = erro residual B. Para
medidas unicas, foi utilizado o seguinte modelo: Y = 4 + Bi + T; + ejj, em que: g = média

geral, Bi = efeito de bloco (i = 1 a 8), T; = efeito de tratamento (j = 1 a 5), ej = erro
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residual. A matriz de covariancia que melhor se ajustou aos conjuntos de dados foi a
simétrica composta (CS). As médias de cada tratamento foram obtidas utilizando o
comando LSMEANS. Os efeitos dos teores de inclusdo do OEAM (A0, A450, A900 e
A1350) nas dietas foram avaliados por meio de contrastes ortogonais, linear (L) e
quadratico (Q). Para comparar o efeito dos tratamentos foram realizados dois
contrastes: 1 — dieta com monensina (controle positivo) vs. dieta sem aditivo (controle
negativo) (M25 vs. AO) e 2 — dietas com OEAM vs. dieta com monensina (OEAM vs.
M25). Os efeitos dos periodos e da interacéo entre os tratamentos e os periodos foram
definidos pelo teste F da analise de variancia (ANOVA). Os efeitos foram declarados

significativos quando P < 0,05.

6.3 Resultados
6.3.1 Desempenho e caracteristicas de carcaca

Os resultados de desempenho e caracteristicas de carcaca sdo apresentados
na Tabela 23. A adicdo de OEAM conferiu efeito quadratico no CMS (g/dia; %PV;
%PV%7%; P < 0,05), com maior consumo observado para o tratamento A450. O CMS
(g/dia; %PV; PV?7) foi menor (P < 0,05) para o tratamento M25 quando comparado a
A0. O CMS (g/dia; %PV; %PV©®7"®) foi maior (P < 0,05) nas dietas com OEAM em
comparacgao ao tratamento M25.

Houve aumento linear no GMD e PCA (P < 0,05) em resposta ao aumento nos
teores de OEAM. No contraste entre M25 vs. AO, n&do houve diferenga para o GMD e
o PCA. O GMD e PCA foram maiores (P < 0,05) nas dietas com OEAM quando
comparadas a M25. A EA néo foi afetada pelos tratamentos experimentais.

A contagem de oocistos/g de fezes (OOPG) reduziu linearmente (P < 0,0001)
com o aumento nos teores de OEAM. O tratamento M25 teve menor (P < 0,001)
contagem de oocistos/g de fezes em relagdo a AO. Na comparacéo entre OEAM vs.
M25, a contagem de oocistos/g de fezes foi maior (P < 0,001) nas dietas com OEAM.

O PCQ e o PCF tiveram aumento linear (P < 0,05) com o aumento na incluséo
de OEAM na dieta. O RCQ, RCF, EGS, AOL e EPC nao foram afetados pela adicao
de OEAM na dieta. Nas comparacgdes entre M25 vs. AO e OEAM vs. M25 o0 PCQ, PCF,
RCQ, RCF, EGS, AOL e EPC nao diferiram.
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Tabela 23. Desempenho e caracteristicas de carcaca de cordeiros recebendo dietas com teores crescentes de 6leo essencial de
Arnica montana (OEAM) ou monensina sédica.

ltens® Tratamentos* EPM? P-valor3

A0  A450 A900 A1350 M25 L Q M25vs. AO OEAM vs. M25 P TxP
Idade Inicial (dias) 93 92 87 93 93 9,2 - - - - - -
Peso Inicial (kg) 30,3 30,1 30,2 30,5 30,3 5,76 - - - - - -
PCA (kg) 53,3 55,3 56,6 58,5 51,3 1,02 0,03 0,97 0,21 <0,001 - -
CMS (g/dia) 1153 1384 1327 1218 1067 78,6 0,65 0,02 0,40 <0,01 <0,0001 0,45
CMS (% PV) 2,89 341 3,19 2,96 2,70 0,123 0,94 <0,01 0,31 <0,01 <0,0001 0,40
CMS (% PV°7®) 724 856 8,05 7,46 6,74 0,328 0,92 <0,01 0,31 <0,01 0,06 0,45
GMD (g/dia) 260 280 294 313 222 16,4 0,03 0,95 0,12 <0,01 0,30 0,80
EA 0,232 0,211 0,230 0,263 0,211 0,0135 0,07 0,06 0,30 0,17 0,01 0,99
OOPG 33,39 17,46 16,69 10,37 8,70 1,648 <0,0001 0,09 <0,001 <0,001 0,52 0,46
Caracteristicas de carcaca
PCQ (kg) 29,0 30,6 31,2 32,6 27,8 0,75 <0,01 0,86 0,30 <0,001 - -
PCF (kg) 284 30,0 30,6 31,8 27,3 0,73 <0,01 0,77 0,35 <0,001 - -
RCQ (%) 54,2 55,0 55,2 55,6 54,0 0,83 0,26 0,85 0,89 0,25 - -
RCF (%) 53,1 539 541 54,3 53,1 0,81 0,28 0,72 0,96 0,33 - -
PR (%) 2,12 2,05 1,92 1,98 1,70 0,185 0,50 0,73 0,12 0,19 - -
EGS (mm) 291 3,12 3,26 3,01 2,76 0,322 0,77 0,48 0,74 0,31 - -
AOL (cm?) 13,35 14,09 14,14 14,17 13,48 0,393 0,28 0,50 0,86 0,31 - -
EPC (mm) 24,54 24,42 24,68 2540 22,22 1,084 0,57 0,72 0,16 0,06 - -

1A0: dieta base sem inclusédo de aditivo (controle negativo); A450: adicdo de 450 mg de OEAM/kg de MS; A900: adicdo de 900 mg de OEAM/kg de MS; A1350:
adicao de 1350 mg de OEAM/kg de MS; M25: inclusdo de 25 mg de monensina sddica/kg de MS (controle positivo). 2EPM: Erro padrdo da média. 3 L: efeito
linear; Q: efeito quadratico; M25 vs. AO: dieta com monensina (controle positivo) vs. dieta sem aditivo (controle negativo); OEAM vs. M25: dietas contendo 6leo
essencial de Arnica montana vs. dieta com 25 mg de monensina/kg de MS (controle positivo); P: efeito de periodo; T x P: efeito entre tratamento e periodo.
4PCA: peso corporal ao abate; CMS: consumo de matéria seca; % PV: porcentagem do peso vivo; % PV075; porcentagem do peso metabolico; GMD: ganho
médio diario; EA: eficiéncia alimentar; OOPG: oocistos/g de fezes; PCQ: peso de carcaca quente; PCF: Peso de carcaca fria; RCQ: rendimento de carcaca
guente; RCF: rendimento de carcaga fria; PR: perda por resfriamento; EGS: espessura de gordura subcutanea; AOL: area de olho de lombo; EPC: espessura
de parede corporal.
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6.3.2 Comportamento ingestivo

Os resultados referentes ao comportamento ingestivo sdo apresentados na
Tabela 24. O consumo de MS e FDN apresentaram resposta quadratica (P = 0,04)
aos teores de OEAM, com maior consumo para o tratamento A450. O consumo de
MS e FDN nao diferiram na comparacao entre os tratamentos M25 e AO. Para a
comparacao entre OEAM e M25, as dietas com OEAM promoveram maior (P < 0,01)
consumo de MS e FDN em relagdo a M25.

Os teores crescentes de OEAM aumentaram linearmente (P = 0,01) o nimero
de refeicBes. Nos contrastes M25 vs. AO e OEAM vs. M25 o numero de refeicdes ndo
foi modificado. O tempo de alimentacdo (min/dia) aumentou linearmente com o0s
teores de OEAM, mas néo foi afetado quando o tratamento M25 foi comparado ao AO,
nem quando os tratamentos contendo OEAM foram comparados ao M25.

A taxa de alimentacdo (min/g de MS) apresentou resposta quadratica (P =
0,03) aos teores de inclusdo de OEAM na dieta, com menor taxa para o tratamento
A450. Contudo, quando expressa em min/g de FDN, nao houve efeito dos teores de
OEAM na taxa de alimentacdo. Na comparacao entre os tratamentos M25 e A0, nao
houve diferenca nas taxas de alimentacdo (min/g de MS e min/g de FDN). Por sua
vez, 0s animais que receberam as dietas com OEAM apresentaram menores taxas
(min/g de MS e min/g de FDN) quando comparados aos alimentados com o tratamento
M25 (P < 0,05).

O tempo de ruminacao (min/dia) apresentou resposta quadratica (P = 0,01)
para inclusdo de OEAM na dieta, o maior tempo de ruminacao foi observado para o
tratamento A900. O tempo de ruminac¢do ndo foi afetado na comparacdo entre os
tratamentos M25 e AO. Entretanto, os animais que receberam dietas com OEAM
tiveram maior tempo de ruminagdo quando comparados aos animais do tratamento
M25 (P < 0,01). As taxas de ruminacdo (min/g de MS e min/g de FDN) n&o diferiram
entre os tratamentos.

O tempo de mastigacao (min/dia) nao foi alterado pela inclusdo de OEAM nas
dietas. O tempo de mastigagao entre M25 e AO n&o diferiu. Porém, as dietas contendo
OEAM tiveram maior tempo de mastigacado quando comparadas a M25 (P = 0,03). As
taxas de mastigacao (min/g de MS e min/g de FDN) n&ao foram afetadas pela incluséo
de OEAM na dieta. As taxas de mastigacdo (min/g de MS e min/g de FDN) também
nao foram afetadas na comparacdo entre os tratamentos M25 e AO. A taxa de
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mastigacéo (min/g de MS) nédo diferiu para a comparacéao entre as dietas com OEAM
e M25. No entanto, para essa mesma comparacao a taxa de mastigacdo (min/g de
FDN) foi menor para as dietas contendo OEAM (P = 0,01).

O tempo em Ocio (min/dia) ndo diferiu entre as dietas com OEAM. Na
comparacao entre os tratamentos M25 e A0 ndo houve diferenca no tempo em &cio.
Mas quando as dietas com OEAM foram comparadas a M25, os animais que
receberam dietas contendo OEAM permaneceram menor tempo em ocio (P = 0,04).

O tempo despendido com ingestdo de agua (min/dia) respondeu de forma
guadratica (P < 0,01) aos teores de OEAM, com menor tempo para o tratamento A900.
O tempo associado a ingestdo de agua nao diferiu entre os tratamentos M25 e AO.
Mas quando as dietas contendo OEAM foram comparadas a M25, o tempo de ingestédo
de &gua foi menor para as dietas com OEAM (P = 0,03).
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Tabela 24. Comportamento ingestivo de cordeiros recebendo dietas com teores crescentes de 6leo essencial de Arnica montana
(OEAM) ou monensina sodica.

ltens® Tratamentos* EPM? P-valor?
A0  A450 A900 A1350 M25 L Q M25vs. A0 OEAMvs. M25 P TxP
CMS (g/dia) 1153 1384 1327 1218 1067 78,6 0,65 0,02 0,40 <0,01 <0,0001 0,45
CFDN (g/dia) 278 327 287 281 255 12,3 0,60 0,04 0,17 <0,01 <0,001 0,28
N.° refeicdes/dia 145 136 159 18,32 142 1,14 0,01 0,15 0,28 0,21 0,02 0,97
Alimentacdo
min/dia 173 164 179 207 183 12,7 0,03 0,11 0,55 0,98 0,36 0,87
min/g de MS 0,16 0,12 0,24 0,17 0,19 0,015 0,33 0,03 0,49 0,02 <0,0001 0,89
min/g de FDN 0,64 057 0,64 0,70 0,80 0,066 0,32 0,20 0,88 0,01 <0,0001 0,59
Ruminando
min/dia 267 290 323 257 231 17,9 097 0,01 0,11 <0,01 <0,01 0,13
min/g de MS 0,24 022 0,25 0,22 0,24 0,022 0,61 0,68 0,66 0,75 <0,0001 0,11
min/g de FDN 1,00 0,97 1,16 0,84 0,97 0,081 0,37 0,07 0,91 0,85 <0,0001 0,13
Mastigando
min/dia 440 459 502 460 414 246 029 0,17 0,41 0,03 <0,01 0,15
min/g de MS 0,40 035 0,39 0,39 043 0,031 0,94 0,46 0,54 0,21 <0,0001 0,25
min/g de FDN 164 153 1,79 1,53 1,92 0,089 0,82 0,38 0,98 0,01 <0,0001 0,32
Ocio (min/dia) 988 976 931 970 1015 24,7 030 0,23 0,41 0,04 <0,01 0,11
IA (min/dia) 11,0 5,0 4,6 8,5 9,9 1,29 0,18 <0,01 0,56 0,03 <0,001 0,12

1A0: dieta base sem inclusédo de aditivo (controle negativo); A450: adi¢cdo de 450 mg de OEAM/kg de MS; A900: adi¢do de 900 mg de OEAM/kg de MS; A1350:
adicdo de 1350 mg de OEAM/kg de MS; M25: inclusdo de 25 mg de monensina sédica/kg de MS (controle positivo). 2EPM: Erro padrdo da média. 2 L: efeito
linear; Q: efeito quadratico; M25 vs. AO: dieta com monensina (controle positivo) vs. dieta sem aditivo (controle negativo); OEAM vs. M25: dietas contendo 6leo
essencial de Arnica montana vs. dieta com 25 mg de monensina/kg de MS (controle positivo); P: efeito de periodo; T x P: efeito entre tratamento e periodo.
4CMS: consumo de matéria seca; CFDN: consumo de fibra em detergente em neutro; IA: ingestédo de agua.
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6.3.3 Caracterizacao do epitélio ruminal

As variaveis estudadas para caracterizacdo do epitélio ruminal ndo foram

afetadas pelos tratamentos experimentais (Tabela 25).
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Tabela 25. Caracterizacdo macroscopica do epitélio ruminal de cordeiros recebendo dietas com teores crescentes de 6leo essencial

de Arnica montana (OEAM) ou monensina sodica.

ltens Tratamentos® EPM?2 P-valor?
AOQ A450 A900 A1350 M25 L Q M25 vs. AO OEAM vs. M25

Papila (n°/cm?) 65,5 68,3 67,6 66,5 74,7 5,10 092 0,71 0,23 0,26
Altura (cm) 0,63 0,64 0,56 0,57 0,59 0,082 0,09 0,98 0,39 0,92
Largura (cm) 0,18 0,21 0,19 0,19 0,19 0,014 099 0,30 0,67 0,72
Area papila (cm?) 0,22 0,25 0,21 0,21 021 0022 044 0,53 0,74 0,59
ASA (cm?) 15,17 17,44 14,12 14,58 16,33 1,134 0,33 043 0,49 0,50
%papila/ASA 93,8 94,8 93,0 93,7 94,3 0,52 0,34 0,80 0,56 0,48

1A0: dieta base sem inclusédo de aditivo (controle negativo); A450: adicdo de 450 mg de OEAM/kg de MS; A900: adi¢cdo de 900 mg de OEAM/kg de MS; A1350:
adicdo de 1350 mg de OEAM/kg de MS; M25: inclusdo de 25 mg de monensina sédica/kg de MS (controle positivo). 2EPM: Erro padrdo da média. 3 L: efeito
linear; Q: efeito quadratico; M25 vs. AQ: dieta com monensina (controle positivo) vs. dieta sem aditivo (controle negativo); OEAM vs. M25: dietas contendo 6leo
essencial de Arnica montana vs. dieta com 25 mg de monensina/kg de MS (controle positivo). 4 ASA: area de superficie absortiva; %papilas/ASA: porcentagem

de papilas por &rea de superficie absortiva.
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45.1 Perfil de acidos graxos da carne, indices de atividade enzimatica e

valor nutricional

Os resultados referentes ao perfil de acidos graxos da carne sao
apresentados na Tabela 26. A inclusdo de OEAM nas dietas promoveu reducao linear
na proporcéo de C6:0 (P <0,01); C17:0 (P =0,03); C18:0 (P = 0,04); C18:1 trans-11
(P <0,01), C22:6 n-3 (P <0,01) e 0 somatorio dos acidos graxos saturados (2SFA; P
< 0,0001). Por outro lado, houve aumento linear na proporcéo de C18:2 cis-9, cis-12
(P <0,01), C18:3 cis-9, cis-12, cis-15 (P < 0,01), no somatorio dos &cidos graxos poli-
insaturados (ZPUFA; P < 0,0001) e dos acidos graxos da série 6mega-6 (Zn-6; P <
0,01) em resposta aos teores crescentes de OEAM.

Houve aumento na proporgéao de C16:0 (P = 0,05); C18:3 cis-9, cis-12, cis-15
(P <0,01) e reducéo do C18:1 trans-11 (P < 0,01) e C22:6 n-3 (P = 0,02) quando M25
foi comparado a AO. A inclusdo de OEAM nas dietas diminuiu a proporcdo de C16:0
(P <0,01), C17:0 (P <0,01), C18:0 (P < 0,01) e aumentou a proporcdo de C18:2 cis-
9, cis-12 (P < 0,01); ZSFA (P < 0,0001) e 0 2n-6 (P < 0,01), como também a relacao
n-6/n-3 (P = 0,02) no contraste com o tratamento M25.

As proporcdes de C8:0; C10:0; C12:0; C13:0; C14:0; C14:1 cis-9; C16:1 cis-
9; C18:1 cis-9; C18:1 trans-9; C18:2 cis-9, trans-11; C18:2 trans-10, cis-12; C18:3 n-
6; C20:5 n-3; C22:0; C22:2 cis-11,14 e C23:0 foram similares entre os tratamentos.

Foi observado efeito quadratico (P < 0,0001) para a inclusdo de OEAM sobre
o indice de dessaturacdo de acidos graxos com 16 carbonos, com maior indicativo de
atividade para o tratamento A900 e menor para A1350. O indice de dessaturacao de
acidos graxos com 16 e 18 carbonos foi maior para os tratamentos contendo OEAM
guando comparados a M25 (P < 0,05). Esse aumento ndo influenciou o indice de
dessaturacéo total para a mesma comparacao.

Os indices de aterogenicidade e trombogenicidade ndo diferiram entre os
tratamentos. A inclusdo de OEAM favoreceu maior relacdo entre os acidos graxos
hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos (h/H) em relagdo a M25 (P < 0,01), para
a mesma variavel ndo foi observado diferenca para as demais comparagbes. A
utilizagdo de OEAM melhorou o indice de promocgéo a saude humana (IPS) quando

comparado a M25 (P = 0,03). As demais comparacdes nao diferiram.
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Tabela 26. Perfil de acidos graxos (% FAME) do musculo Longissimus lumborum de cordeiros recebendo dietas com teores
crescentes de 6leo essencial de Arnica montana (OEAM) ou monensina sédica. (continua)

itens? Tratamentos® EPM? P-valor®
A0 A450 A900 A1350 M25 L Q M25 vs. AO OEAM vs. M25

C6:0 0,035 0,027 0,024 0,020 0,027 0,0033 <0,01 0,40 0,10 0,41
C8:0 0,022 0,024 0,019 0,014 0,015 0,0057 0,58 0,59 0,54 0,27
C10:0 0,10+ 0,082 0,093 0,094 0,099 0,0067 0,33 0,08 0,45 0,24
C12:0 0,080 0,072 0,081 0,077 0,077 0,0077 0,98 0,82 0,82 0,99
C13:0 0,015 0,016 0,021 0,020 0,015 0,0029 0,14 0,58 0,86 0,30
C14:.0 1,52 1,38 1,37 1,49 1,58 0,077 0,80 0,13 0,55 0,09
Cl4:1c9 0,063 0,067 0,066 0,061 0,063 0,0053 0,78 0,41 0,99 0,77
C15:.0 0,43 0,38 0,45 0,37 0,45 0,031 0,36 0,57 0,63 0,15
C16:0 21,55 20,94 20,84 21,22 22,34 0,256 0,37 0,08 0,05 <0,01
C16:1c9 1,33 1,40 1,48 1,36 1,43 0,055 0,47 0,07 0,21 0,77
C17:.0 1,88 1,72 1,80 1,50 2,07 0,109 0,03 0,51 0,21 <0,01
C18:0 10,77 10,32 9,93 9,67 11,44 0,408 0,04 0,83 0,30 <0,01
C18:1c9 40,05 4196 4053 41,28 40,41 0,798 0,55 0,49 0,78 0,39
C18:119 4,83 4,18 4,42 4,62 4,84 0,644 0,90 0,52 0,99 0,59
Cl8:1tl11 1,61 1,10 0,95 0,75 0,60 0,162 <0,01 0,36 <0,01 0,08
C18:2¢9,12 4,85 5,43 5,64 5,95 5,06 0,172 <0,01 0,45 0,42 <0,01
C18:2¢c9, 111 0,133 0,124 0,127 0,135 0,143 0,0198 0,90 0,68 0,72 0,55
C18:2110, cl12 0,119 0,110 0,116 0,125 0,107 0,0134 0,68 0,52 0,57 0,56
C18:3¢9,12,15 0,140 0,143 0,061 0,192 0,195 10,0138 <0,01 0,33 <0,01 0,07
C18:3 n-6 0,067 0,075 0,077 0,072 0,067 0,0038 0,26 0,09 0,96 0,07
C20:5n-3 0,033 0,059 0,061 0,055 0,044 0,0282 0,58 0,53 0,80 0,68
C22:0 0,162 0,152 0,167 0,145 0,130 0,0152 0,58 0,64 0,14 0,16
C22:2cl1,14 0,069 0,071 0,093 0,072 0,061 0,0117 0,53 0,32 0,64 0,18
C22:6 n-3 0,260 0,224 0,223 0,209 0,220 0,0122 <0,01 0,37 0,02 0,92

C23:0 1,52 1,81 1,86 1,68 1,52 0,220 0,36 0,07 0,97 0,10
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Tabela 26. Perfil de acidos graxos (% FAME) do musculo Longissimus lumborum de cordeiros recebendo dietas com teores
crescentes de 6leo essencial de Arnica montana (OEAM) ou monensina sédica. (conclusao)

Tratamentos? P-valor?
ltens? EPM?2
A0 A450 A900 A1350 M25 L Q M25vs. A0 OEAMvs. M25

2SFA 46,69 4195 37,53 35,72 48,72 1,303 <0,0001 0,27 0,30 <0,0001
>MUFA 40,89 42,34 39,69 42,31 41,81 0,867 0,69 0,52 0,50 0,74
2PUFA 5,04 5,63 5,99 6,19 5,32 0,202 <0,001 0,33 0,34 0,01
2n-6 5,25 5,56 5,99 6,14 5,17 0,212 <0,01 0,70 0,81 <0,01
2n-3 0,414 0,368 0,413 0,413 0,433 0,0309 0,61 0,40 0,89 0,71
n-6/n-3 12,62 13,64 13,90 14,54 12,74 0,473 <0,01 0,67 0,85 0,02
C14:1 A° — index 3,99 4,64 4,33 3,94 3,79 0,284 0,73 0,09 0,65 0,17
C16:1 A’ — index 5,81 6,44 6,80 6,03 6,01 0,162 0,04 <0,0001 0,38 0,03
C18:1 A° — index 78,80 80,21 80,24 80,66 77,91 0,815 0,15 0,56 0,48 0,02
N°-total 86,87 91,09 88,60 89,71 87,91 1,092 0,25 0,18 0,55 0,17
Elongase index 68,87 70,06 69,61 69,35 68,54 0,504 0,67 0,17 0,68 0,06
Trombogenicidade 1,40 1,29 1,34 1,30 1,43 0,058 0,30 0,49 0,74 0,06
Aterogenicidade 0,60 0,56 0,58 0,56 0,61 0,022 0,13 0,50 0,84 0,12
h/H 1,94 2,15 2,10 2,09 1,91 0,053 0,07 0,06 0,64 <0,01
IPS 1,65 1,81 1,75 1,78 1,65 0,064 0,15 0,21 0,93 0,03

1A0: dieta base sem inclusédo de aditivo (controle negativo); A450: adicdo de 450 mg de OEAM/kg de MS; A900: adicdo de 900 mg de OEAM/kg de MS; A1350:
adicao de 1350 mg de OEAM/kg de MS; M25: inclusdo de 25 mg de monensina sddica/kg de MS (controle positivo). 2EPM: Erro padrdo da média. 3 L: efeito
linear; Q: efeito quadrético; M25 vs. AO: dieta com monensina (controle positivo) vs. dieta sem aditivo (controle negativo); OEAM vs. M25: dietas contendo 6leo
essencial de Arnica montana vs. dieta com 25 mg de monensina/kg de MS (controle positivo). ZSFA: somatério dos acidos graxos saturados; XMUFA: somatorio
dos &cidos graxos monoinsaturados; *PUFA: somatério dos acidos graxos poli-insaturados; Zn-6: somatoério dos acidos graxos da série 6mega-6; n-3:
somatorio dos acidos graxos da série dmega-3; n-6/n-3: relagdo dmega-6/6mega-3; C14:1 A° — index = 100 [(C14:1 cis-9) / (C14:1 cis-9 + C14:0)]; C16:1 A® —
index = 100 [(C16:1 cis-9) / (C16:1 cis-9 + C16:0)]; C18:1 A® — index = 100 [(C18:1 cis-9) / (C18:1 cis-9 + C18:0)]; A°® — total = (C14:1A° — index + C16:1A% —
index + C18:1A° — index); Elongase index = 100 [(C18:1 cis-9 + C18:0) / (C16:1 cis-9 + C16:0 + C18:1 cis-9 + C18:0)]; h/H: propor¢éo hipocolesterolémico e
hipercolesterolémico; IPS: indice de promocgao a sadde humana.
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6.4Discussao
6.4.1 Desempenho e caracteristicas de carcaca

O méximo CMS foi observado com a inclusdo de 450 mg/kg de OEAM na
dieta. Enquanto nas doses de 900 e 1350 mg/kg de MS de OEAM o CMS foi menor.
Acredita-se que os efeitos sobre o CMS quando os teores de OEAM aumentaram na
dieta possam ser relacionados aos aspectos sensoriais do OEAM. O OEAM é
caracterizado por possui sabor 4cido e azedo (Azevedo et al., 2020). Sendo assim, é
possivel indicar que teores acima de 450 mg de OEAM/kg de MS podem ser
prejudiciais quando busca-se maximizar o CMS de cordeiros recebendo dietas com
elevada inclusdo de concentrado.

O GMD teve aumento linear com a adicao de OEAM na dieta. No entanto,
esse resultado ndo é corroborado pelo CMS. O CMS e consequentemente o consumo
de energia sdo determinantes sobre o desempenho animal (NRC, 2007). Dessa forma,
acredita-se que o OEAM tenha atuado sobre rotas metabdlicas e promovido o GMD
dos cordeiros recebendo os tratamentos A900 e A1350. Dias Junior et al. (2023) néo
observaram influéncia do OEAM sobre a concentracédo total e a propor¢cao molar dos
acidos graxos de cadeia curta quando os teores de 0, 450, 900 e 1350 mg de OEAM
/kg MS foram suplementados no mesmo padrdo de dieta para cordeiros confinados
em estudo de metabolismo. Entretanto, o0s mesmos autores relataram que o OEAM
foi responsavel por modular o metabolismo proteico. Observou-se que o aumento nos
teores de OEAM proporcionou maior digestibilidade aparente da proteina bruta e
retencdo de nitrogénio. Assim, as alteracdes promovidas pelos teores de OEAM no
metabolismo proteico indicam aumento da eficiéncia de utilizacdo da proteina
dietética, o que contribuiu para o aumento do GMD do presente estudo. Est4d bem
estabelecido que a melhor utilizacdo da proteina dietética desempenha um papel
importante no crescimento e na produtividade dos ruminantes (Hristov et al., 2019).

Por outro lado, considerando a composi¢cdo do OEAM, o D-limoneno foi o
composto majoritario (61,5%), o qual ja foi associado em melhorar o crescimento em
outras espécies. O aumento nos teores de D-limoneno foi indicado como promotor de
crescimento em peixes (Aanyu et al., 2018) e codornas (Dalkilic et al., 2015). Nesses
trabalhos, o de D-limoneno foi relacionado ao aumento na taxa de crescimento, a

maior sintese do fator semelhante a insulinatipo 1 (IGF-1). Aanyu et al. (2018) também
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descreveram que a utilizacao de D-limoneno na alimentacéo de peixes foi responsavel
pelo aumento na expressdo do gene associado a producdo de muco, o que foi
relacionado a melhor absorgéo de nutrientes e aproveitamento da dieta. Os mesmos
autores também relataram que o D-limoneno aumentou a expressdo do gene
transportador de oligopeptideos no intestino, o que foi relacionado ao transporte mais
eficiente de di e tripeptideos no intestino. Por sua vez, o tricaprilato de glicerol,
segundo maior constituinte do OEAM (36,01%), ja foi relacionado ao aumento na
secrec¢do de colecistocinina em aves (Mabayo et al., 1992), como também ao aumento
da secrecao de grelina em humanos e ratos (Lemarié et al., 2016). A colecistocinina
estimular a contracdo da vesicula biliar e a secre¢cdo de enzimas pancreéticas,
contribuindo para melhor digestdo dos nutrientes no intestino (Wiener et al., 1981).
Enquanto a grelina estd relacionada ao aumento na sintese do horménio do
crescimento (GH) em humanos, ratos e pequenos ruminantes (Goldstein et al., 2011,
Lemarié et al., 2016). Os efeitos do D-limoneno e do tricaprilato de glicerol sobre os
fatores supracitados sao escassos para ruminantes, evidenciando a necessidade de
mais pesquisas com esses compostos nos aspectos fisioldgicos, sintese de
horménios, digestédo, absorcao de nutrientes, que possivelmente foram otimizados e
contribuiram para o aumento do GMD no presente estudo. E importante destacar
também que a interacdo entre os compostos presentes no OEAM (2-hexanal — 1,58%
e mirceno — 0,91%), possivelmente agiram aditivamente ou sinergicamente quando
combinados com o D-limoneno e o tricaprilato de glicerol, contribuindo para os
resultados obtidos, especialmente com relacdo a melhoria do desempenho dos
cordeiros.

A monensina sodica é bem conhecida por modular a fermentacéo ruminal e a
digestibilidade da dieta (Ellis et al., 2012; Martins et al., 2018), conferindo aumento no
GMD e na EA de ruminantes (Duffield et al., 2012; Goodrich et al., 1984). No presente
estudo, os cordeiros alimentados com dietas contendo OEAM apresentaram
desempenho superior aos alimentados com a dieta contendo monensina sodica
(M25). Semelhante aos resultados do presente trabalho, Polizel et al. (2021)
observaram reducéo no desempenho de cordeiros recebendo uma dieta com 24 mg
de monensina/kg de MS. Os mesmos autores indicaram que a dose de 8 mg de
monensina/kg de MS € a mais indicada quando se busca otimizar o desempenho de
cordeiros alimentados com dietas ricas em energia. Portanto, os resultados do

presente experimento, em adicdo ao experimento de Polizel et al. (2021) torna
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iminente a realizacdo de estudos para definicdo da dose ideal de monensina sédica
em dietas ricas em concentrado para cordeiros confinados, especialmente com
relacdo aos efeitos das doses baixas, como a de 8 mg/kg de MS, no controle da
coccidiose, informagéo ndo disponivel na literatura. Vale destacar que no presente
experimento, embora com efeito negativo sobre o desempenho dos cordeiros, a
monensina sédica na dose de 25 mg/kg de MS foi a mais efetiva no controle da
coccidiose (Tabela 23). Por sua vez, o OEAM demonstrou efeito intermediario,
promovendo certo nivel de controle sobre a coccidiose em relacéo ao tratamento sem
aditivo (A0), mas foi menos efetivo que a monensina sédica. Contudo, vale destacar
a diminuicdo linear na contagem de oocistos/g de fezes (OOPG) em resposta ao
aumento nas concentracdes do OEAM nas dietas, dando a entender que a atividade
biol6gica do OEAM se manteve no pos-rumen. J& foi relato que o D-limoneno possui
efeito pronunciado sobre parasitas gastrointestinais em ovinos (Gainza et al., 2015),
coerente com o0s resultados do presente experimento, uma vez que o D-limoneno foi
0 principal composto encontrado no OEAM.

O aumento linear no PCA, PCQ e PCF teve relacao direta com o maior GMD
dos animais em resposta a inclusao de teores crescentes de OEAM nas dietas (Tabela
23). Torres et al., (2020) descreveram reducdo no PCQ e PCF quando cordeiros
receberam altas doses de 6leo essencial na dieta. Porém, Parvar et al. (2018)
observaram que o aumento nas doses de 6leo essencial na dieta de cordeiros ndo
comprometeu o PCQ, PCF e as caracteristicas de carcaca. A divergéncia nos
resultados encontrados na literatura para utilizacdo de 6leos essenciais sobre os
parametros de carcaca deve ser atribuida ao tipo de 6leo essencial, sua composicao,
a dose e as caracteristicas nutricionais da dieta (Khiaosa-Ard; Zebeli, 2013).
Similarmente, o maior GMD dos animais alimentados com as dietas contendo OEAM
explica o maior PCA, PCQ e PCF na comparacdo com os animais alimentados com a
dieta M25.

6.4.2 Comportamento ingestivo

O efeito quadratico no consumo de FDN quando os teores de OEAM
aumentaram na dieta pode ser explicado pelo efeito quadratico observado sobre o

CMS (Tabela 24), tendo em vista que o teor de FDN das dietas foi similar (Tabela 20).
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O CMS também explica o0 maior consumo de FDN na comparacéo entre os cordeiros
gue receberam dietas contendo OEAM e 0s que receberam a dieta M25 (Tabela 24).

O aumento linear no tempo de alimentacao (min/dia) em resposta aos teores
crescentes de OEAM ¢ justificado pelo acréscimo linear no numero de refei¢cdes. Por
sua vez, o aumento linear no numero de refeicbes pode estar relacionado as
caracteristicas sensoriais do OEAM, o qual é caracterizado por possuir sabor acido e
azedo (Azevedo et al.,, 2020). Entretanto, vale destacar que o parcelamento do
consumo deve ser encarado como efeito benéfico em favor do OEAM, pois possibilita
entrada regular de matéria organica fermentescivel no ramen, diminuindo os riscos de
ocorréncia de acidose ruminal (Gonzalez et al., 2012). Em todas as comparacdes, a
taxa de alimentacdo (min/g de MS) acompanhou o CMS, que dentre os animais que
receberam OEAM foi superior no tratamento A450. Em contrapartida, no contraste a
taxa de alimentacédo (min/g de MS e min/g de FDN) foi inferior para os cordeiros que
receberam OEAM em comparacédo aos do tratamento M25.

Beauchemin (2018) ressaltou que o consumo de FDN esta intimamente
associado a atividade de ruminacéo. Dessa forma, o maior consumo de FDN pelos
cordeiros alimentados com as dietas contendo OEAM explica o0 maior tempo de
ruminacgao (min/dia) na comparacdo com os animais alimentados com a dieta M25.

Segundo Grant (1997), a diminuicdo no consumo de FDN esté relacionada ao
aumento na eficiéncia de ruminacao e mastigacao. O aumento na taxa de mastigacao
foi relatado como um mecanismo a fim de corrigir o pH ruminal e aumentar a
passagem de particulas através do ramen (Woodford; Murphy, 1988). Portanto, &
possivel inferir que a menor taxa de mastigacdo (min/g de FDN) dos cordeiros que
receberam OEAM em relagéo ao tratamento M25 foi devido ao maior consumo de
FDN. Assim sendo, os cordeiros do tratamento M25 por consumir menor em
guantidade de FDN, maximizaram a taxa de mastigacdo por unidade de FDN. No
geral, é possivel dizer que os efeitos do OEAM no comportamento alimentar dos
cordeiros foram devido aos efeitos sobre o consumo de MS e de FDN. N&o foi
observada nenhuma evidéncia de que o OEAM exerca efeitos extras no
comportamento alimentar, que nao possam ser explicados pelas variagbes

observadas no consumo de MS e FDN.

6.4.3 Caracterizacdo macroscopica do epitélio ruminal
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A auséncia de efeito sobre as variaveis estudadas para caracterizar o epitélio
ruminal indicam que os animais de todos os tratamentos apresentaram boa saude
ruminal, uma vez que condigdes ruminais adversas podem comprometer o

desenvolvimento do epitélio ruminal (Baldwin; Connor, 2017).

6.4.4 Perfil de acidos graxos da carne, indices de atividade enzimatica e

valor nutricional

Oleos essenciais sdo descritos como inibidores do processo de
biohidrogenacédo (Lourenco et al., 2008; Parvar et al., 2018). A partir dos resultados
obtidos no presente trabalho, é possivel inferir que a inclusdo de OEAM possivelmente
modulou a biohidrogenacao dos acidos graxos no rimen. Essa afirmacao é pautada
na diminuicdo linear na propor¢ao dos acidos graxos C17:0, C18:0 e C18:1 trans-11
e aumento linear do C18:2 cis-9, cis-12 e C18:3 cis-9, cis-12, cis-15 quando os teores
de OEAM aumentaram na dieta. O C17:0 como outros acidos graxos de cadeia impar
sdo formados no rumen pela elongagcdo do propionato e compéem a membrana
celular de bactérias (Or-Rashid et al., 2007). Alteracbes na proporcdo de &cidos
graxos de cadeia impar na carne ou no leite sdo descritas como ferramentas
potenciais para verificar o efeito da dieta sobre o crescimento microbiano e o processo
de biohidrogenacado ruminal (Buccioni et al., 2012; Fievez et al., 2012). Vlaeminck et
al., (2006) relataram que bactérias Butyiribrio fibrisolvens possuem em média 4,3 g de
C17:0 para cada 100 g de acido graxo. Dessa forma, esse grupo de bactérias pode
contribuir significativamente para o aumento de C17:0 nos produtos de ruminantes
guando o crescimento microbiano ndo € comprometido. Sendo assim, a reducdo na
proporcao de C17:0 é um indicativo de que o aumento nos teores de OEAM pode ter
comprometido o crescimento microbiano e afetado o processo de biohidrogenagéo.
Lourenco et al. (2010) observaram que as bactérias Butyribrio fibrisolvens séo
fundamentais para o processo de biohidrogenacéo, pois atuam na hidrolise e na
iIsomerizacgao dos acidos graxos C18:2 cis-9, cis-12 e C18:3 cis-9, cis-12, cis-15. Wood
et al. (2004) relataram que o aumento de C18:2 cis-9, cis-12 e C18:3 cis-9, cis-12, cis-
15 na carne esté relacionado a intensidade do processo de biohidrogenacdo. Os
mesmos autores destacaram que esse processo quando comprometido aumenta a
passagem e deposicdo de PUFA na carne. No presente estudo, o0 aumento linear na
proporcao de PUFA na carne e o perfil de acidos graxos idéntico entre as dietas (perfil
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de acidos graxos da dieta: C12:0 — 0,17%; C14:0 — 0,33%; C16:0 — 14,79%; C18:0 —
4,13%; C18:1 cis-9 — 27,89%; C18:2 cis-9, cis 12 — 41,75% e C18:3 cis-9, cis-12, cis-
15 — 3,41%), sustentam a hipGtese de que o processo de biohidrogenacéo
possivelmente foi menos pronunciado & medida que os teores de OEAM aumentaram
nas dietas.

A diminuicao linear na proporcao dos acidos graxos C18:0 e C18:1 trans-11
também da suporte a hipotese de que a biohidrogenacgéo foi comprometida com o
aumento nos teores de OEAM. Palmquist et al. (2004) descreveram que esses acidos
graxos sdo postos-chave da biohidrogenacdo, o C18:1 trans-11 o principal
intermediario e o C18:0 o produto final. A diminuicdo desses acidos graxos na carne
ou no leite sdo indicativos que a biohidrogenagéao foi reduzida (Enjalbert et al., 2017),
como também a diminuicdo no somatorio dos 4cidos graxos saturados, que também
diminuiu com o aumento nos teores de OEAM.

A diminuicéo linear na proporcao de C22:6 n-3 quando aumentou a inclusao
de OEAM na dieta pode ser justificada pela maior propor¢cdo de PUFA que escapou
da biohidrogenacgéao ruminal, principalmente o C18:2 cis-9, cis-12 e o C18:3 cis-9, cis-
12, cis-15. A sintese enddgena de C22:6 n-3 é resultante da acdo de enzimas
dessaturases e elongases, as quais tém menor atividade quando ocorre aumento de
acidos graxos insaturados da dieta sobre a deposicdo no tecido adiposo. Oliveira et
al. (2014) destacaram que alguns acidos graxos podem modular a expressao de
genes associados ao metabolismo lipidico. Cao et al. (2008) e Yang et al
(2011)relataram que o aumento de acidos graxos insaturados sobre a taxa de
deposicdo estd associado a diminuicdo na expressao génica da enzima estaroil-CoA
dessaturase. Essa mesma justificativa se aplica ao efeito quadratico observado para
a atividade da enzima dessaturase sobre 0s acidos graxos com 16 carbonos. O menor
valor desse indice observado para o tratamento A1350 pode ser um indicativo de que
0S processos associados a lipogénese foram comprometidos de forma mais
pronunciada, o que é corroborado pela diminuigdo linear de C6:0 nas dietas contendo
OEAM, o qual é formado majoritariamente pelo processo de sintese de novo.

A partir do contraste entre as dietas com OEAM e M25 é possivel dizer que o
controle sobre a biohidrogenacao foi mais pronunciado quando as dietas continham
OEAM. Essa hipétese tem como base a diminuicdo na proporcéo de C17:0 para os
tratamentos com OEAM. Lourenco et al. (2008) destacaram efeito pronunciado da

utilizagdo de 6leos essenciais em relagdo a monensina sobre a modulacdo da
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biohidrogenacéo. As dietas com OEAM favoreceram a diminui¢cdo dos acidos graxos
saturados C16:0 e C18:0; e aumentaram a proporcdo de C18:2 cis-9, cis-12. A
diminuicdo nas proporcdes de C16:0 e C18:0 também pode ser associada ao maior
indice de dessaturacdo sobre os &cidos graxos de 16 e 18 carbonos para os
tratamentos com OEAM. Dessa forma, o aumento dos indices de dessaturacéo
associado a biohidrogenacdo menos intensa podem justificar a diminuicdo no
somatorio de SFA nos tratamentos com OEAM. Por outro lado, o aumento na
proporgéo de C18:2 cis-9, cis-12 refletiu em maior somatério de PUFA e acidos graxos
n-6, o que contribuiu para a maior relacao n-6/n-3 nas dietas contendo OEAM.

A monensina ja € destacada na literatura como um modulador da
biohidrogenacéo (Jenkins et al., 2003; Ye et al., 2018). Dessa forma, os efeitos
observados entre os tratamentos A0 e M25 podem ser justificados pela acdo da
monensina sobre a biohidrogenacéo, pois a propor¢cdo de C18:1 trans-11 foi menor
para o tratamento M25, seguido do aumento na proporcao de C18:3 cis-9, cis-12, cis-
15.

A relacdo n-6/n-3 média no presente trabalho foi de 13,48. Boughalmi e Araba
(2016) descreveram que a relacdo n-6/n-3 mais indicada com relacdo aos beneficios
a saude humana é de 4:1, ou seja, abaixo da média observada. Porém, Russo (2009)
destacou que a relacdo n-6/n-3 de até 10:1 ndo € prejudicial a saude humana. O
resultado encontrado para a propor¢ao n-6/n-3 pode estar associado a genética dos
animais, como também ao perfil da dieta utilizada. Madruga et al. (2006) relataram
que cordeiros Dorper em terminacdo podem depositar maiores concentracdes de
acidos graxos saturados quando mais jovens e, consequentemente, reduzir a
quantidade de PUFA que comp8em os fosfolipidios de membrana. Da mesma forma,
outros estudos que avaliaram o perfil de acidos graxos de cordeiros mesticos Dorper
X Santa Inés observaram uma rela¢do n-6/n-3 elevada, sendo 12,64 (Bezerra et al.,
2016), 9,43 (Morgado et al.,, 2018) e 7,23 (Ricardo et al., 2015) no musculo
Longissimus de cordeiros. E importante destacar que o aumento linear observado
para a relacdo n-6/n-3 quando o OEAM foi adicionado a dieta pode ser associado ao
aumento consideravel na proporgéo de C18:2 cis-9, cis-12 na carne, uma vez que 0
aumento na propor¢do de C18:3 cis-9, cis-12, cis-15 n&o ocorreu na mesma
magnitude.

O indice de aterogenicidade recomendado para carne de cordeiro € abaixo de

1,00, a fim de reduzir a influéncia da dieta na incidéncia de doencas cardiacas
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coronarias (Ulbricht; Southgate, 1991). A média para o indice de aterogenicidade entre
os tratamentos foi de 0,58. Segundo Scollan et al. (2017), valores abaixo de 1,00 para
esse indice refletem maior quantidade de acidos graxos antiaterogénicos na carne. O
indice de trombogenicidade recomendado para carne de cordeiro é 1,33 (Ulbricht;
Southgate, 1991). A média para esse indice foi de 1,35, com maior valor para o
tratamento M25 (1,43), reflexo da maior propor¢céo de C16:0 e C18:0 encontrada na
carne dos animais desse tratamento. A partir do contraste entre as dietas com OEAM
e M25, foi possivel observar que a inclusdo de OEAM melhorou o valor nutricional da
gordura da carne, uma vez que a propor¢cao de acidos graxos hipocolesterolémicos e
hipercolesterolémicos (h/H) foi reduzida e o indice de promocédo a saude a humana
(IPS) foi maior. A reducdo na propor¢cdo h/H e o aumento no IPS é relatado na
literatura como promotores da saude humana, o que esta associado ao melhor valor
nutricional dos acidos graxos presente na carne (Chen et al., 2004; Fernandez et al.,
2007). O aumento na proporcao h/H esta associado a diminuicdo do colesterol total,
triglicérides e da lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Santos-Silva et al., 2002). Por
outro lado, 0 aumento no indice IPS é associado a reducédo na incidéncia de doencas

cardiovasculares (Chen; Liu, 2020).

6.5 Concluséo

O OEAM demonstrou excelente fungédo como aditivo alimentar, tendo em vista
gue aumentou o ganho de peso, melhorou as caracteristicas de carcaca e o perfil de
acidos graxos da carne, sem nenhum indicativo de ser prejudicial ao animal. Portanto,
entre os teores avaliados, zootecnicamente recomenda-se o uso de 1350 mg de
OEAM/kg de MS em dietas para cordeiros em terminagdo. No que se refere aos
beneficios sobre o desempenho animal e as caracteristicas de carcaga, o OEAM foi
superior a monensina sédica na dose de 25 mg/kg de MS. Contudo, vale mencionar
gue a monensina sodica foi mais efetiva no controle da coccidiose. Recomenda-se a
conducdo de mais estudos com o OEAM, principalmente no que diz respeito aos
efeitos desse 0Oleo essencial sobre a sintese hormonal, a digestdo e a absorcdo de

nutrientes.
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