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RESUMO

OLIVEIRA, Hudson Bernardes Nunes. Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri, julho de 2013. 42p. Oleos essenciais na dieta de vacas em lactac&o.
Orientador: Severino Delmar Junqueira Villela. Coorientador: Fernando de Paula
Leonel. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia).

Objetivou-se avaliar os efeitos de uma mistura comercial de 6leos essenciais (capsaicina,
eugenol, cinamaldeido e carvacrol) microencapsulados, com inclusGes crescentes sobre o
consumo, digestibilidade, desempenho e a composicdo do leite de 20 vacas Holandesas
primiparas. O delineamento adotado foi inteiramente casualizado, com parcelas subdivididas
no tempo em esquema 4 x 3 x 5. A dieta experimental foi formulada para atender as
exigéncias dos animais e as doses de 6leos essenciais testadas foram de 0; 1,5; 3,0 e 4,5
gramas por animal ao dia. O experimento teve duracdo de 60 dias e foi divido em trés
periodos de 20 dias cada, com as coletas de alimentos, sobras, fezes e leite realizadas nos
ultimos trés dias para posterior analise e calculos. A anéalise de variancia foi realizada para
todas as variaveis usando modelo linear e, quando os efeitos foram significativos (P<0,05), o
teste t-Student foi aplicado para discriminar as médias de quadrados minimos e quando nédo
significativos, foi realizada uma analise descritiva. As correlagdes existentes entre as medidas
tomadas no mesmo animal e a producdo antes do inicio do experimento foi usada como
covariavel para verificar se a producdo prévia influenciou o resultado. Ndo houve interacdo
entre os tratamentos e os periodos avaliados e o efeito dos tratamentos ndo foi significativo
(P>0,05) para as varidveis consumo, digestibilidade, desempenho e composic¢do do leite. Mas,
avaliando separadamente os periodos testados, encontrou-se diminuicdo significativa (P<0,05)
na producdo de leite e aumento nas concentracfes de sélidos totais (ST). Nao houve diferenca
(P>0,05) para os teores de extrato seco desengordurado e contagem de células somaticas.
Concluiu-se que o composto de 6leos essenciais ndo teve interacdo com os periodos estudados
e 0s niveis usados ndo influenciaram as variaveis consumo, digestibilidade, producéo e
composicdo do leite de vacas holandesas primiparas, indicando a necessidade de maiores
estudos sobre o assunto.

Palavras-chave: compostos secundérios de plantas, manipulacdo ruminal, desempenho,
composicdo do leite.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Hudson Bernardes Nunes. Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri, julho de 2013. 42p. Essential oils in the diet of dairy cows. Adviser: Severino
Delmar JunqueiraVillela. Committee members: Fernando de Paula Leonel. Dissertation
(Master’s degree in Animal Science).

Aimed to evaluate the effects of a commercial mixture of essential oils (capsaicin, eugenol,
cinnamaldehyde and carvacrol) microencapsulated with increasing inclusion on intake,
digestibility, performance and milk composition of primiparous Holstein cows 20.The design
was completely randomized split plot with a 4 x 3 x 5 layout. The experimental diet was
formulated to meet the requirements of the animals and the doses of essential oils tested were
0, 1.5, 3.0 and 4.5 grams per animal per day. The experiment lasted 60 days and was divided
into three periods of 20 days each, with the collection of food scraps, feces and milk made in
the last three days for further analysis and calculations. Analysis of variance was performed
for all variables using linear model and when effects were significant (P <0.05), Student's T
test was used to discriminate the least square means and when not significant, a descriptive
analysis was performed.The correlations between the measures taken in the same animal and
production before the start of the experiment was used as a covariate to determine whether the
prior production influenced the outcome.There was no interaction between treatment and
observation periods and the effect of the treatments was not significant (P> 0.05) for the
variable intake, digestibility, performance and milk composition. But, evaluating separately
tested periods, showed a significant decrease (P <0.05) on milk production and increased
concentrations of total solids (TS).There was no difference (P> 0.05) to the levels of total
solids and somatic cell count.lt was concluded that the compound of essential oils had no
interaction with the periods studied and the levels used did not influence variables intake,
digestibility, milk production and composition of primiparous Holstein cows, indicating the
need for further studies on the subject.

Keywords: plant secondary compounds, ruminal handling, performance, milk composition.
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1. INTRODUCAO

A pecuaria brasileira tem grande participacdo na economia do pais e vem crescendo
cada vez mais. Esse progresso se deve a diversos fatores, sendo a nutricdo um dos destaques
pelo seu grande avanco cientifico. Dentre eles, a manipulacdo da fermentagdo ruminal é
valiosa ferramenta de técnicos e nutricionistas na busca do aumento da produtividade e
eficiéncia na utilizagdo dos recursos usados na alimentagdo animal, buscando a diminui¢do
das perdas de energia, melhoria das condi¢Ges ruminais e reducdo da quantidade de poluentes
como o metano (CHy), sendo o uso de aditivos um dos meios de se conseguir esse controle.

Dentre as diversas alternativas, os 6leos essenciais, compostos secundarios de plantas,
surgem com grande expectativa de uso, por possuirem diversos principios ativos, que podem
ser utilizados, isolados ou em sinergia, conferindo-lhes diferentes modos de acdo, dificultando
um possivel aparecimento de resisténcia bacteriana (ACAMOVIC & BROOKER, 2005).
Simultaneamente, grande parte deles possuem status GRAS (generally recognized as safe)
para consumo humano (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2004), o que favorece a
aceitacdo dos consumidores.

Embora, desde a antiguidade os povos utilizem plantas na conservacédo de alimentos e
como medicamentos, 0 estudo sistematico das mesmas como antibiotico € relativamente
recente (OYARZABAL, 2011) e os seus efeitos dependem, em grande parte, da sua natureza
guimica, concentracdo na dieta, quantidade consumida e do estado de saude dos animais
(ACAMOVIC & BROOKER, 2005).

Varios trabalhos evidenciaram a agdo dos 6leos essenciais na reducdao da desaminagdo
e na taxa de producdo de amonia (NH3), com maior escape de nitrogénio (N) para o intestino
e reducdo da metanogénese no rimen, diminuindo perdas de energia e a poluicdo do meio
ambiente.

A maioria dos estudos feitos até 0 momento foram in vitro, sendo necessarias mais
pesquisas para determinar os efeitos in vivo desses compostos, e, mesmo com todas essas
caracteristicas, também é possivel que haja adaptacdo, com a variacdo populacional dos
microrganismos ruminais.

Portanto, objetivou-se, com este trabalho, avaliar o consumo e a digestibilidade de
nutrientes, o desempenho e composicéo do leite de vacas primiparas, quando alimentadas com
a inclusdo de niveis crescentes de um composto de Gleos essenciais microencapsulados
(capsaicina, eugenol, cinamaldeido e carvacrol), e, também, verificar a interacdo desse

composto com trés diferentes periodos.



11

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Metabolismo ruminal

Durante a evolugdo, os animais ruminantes desenvolveram caracteristicas anatdbmicas
e uma relagdo simbidtica com microrganismos que lhes permitiram utilizar carboidratos
estruturais de plantas, como fonte de energia e nitrogénio nao proteico (NNP), como fonte de
proteina. O resultado dessa fermentacdo pré-gastrica é a transformacdo dos nutrientes
dietéticos em &cidos graxos volateis (AGV), proteina microbiana, vitaminas do complexo B e
K, CH4, CO2, NHgs, entre outros (OWENS & GOETSCH, 1993).

O fator mais importante que influencia o numero e a proporcdo relativa de
microrganismos ruminais € a dieta, e, consequentemente, influencia, também, na proporcéao e
quantidade de produtos da fermentagdo (BERGMAN et al., 1990). A mudanca na dieta do
animal resulta em um periodo de transicdo da populagdo microbiana ruminal, podendo esse
processo demorar dias ou semanas, dependendo de quéo drastica seja a mudanca (OWENS &
GOETSCH, 1993).

Os acidos propionico, acético e butirico sdo os AGV’s predominantes ¢ sdo
produzidos, principalmente, na fermentacdo de carboidratos, tais como celulose,
hemicelulose, pectina, amido e acgUcares (BERGMAN et al., 1990). Estes acidos sao
absorvidos através da parede do ridmen e sdo usados como fonte de energia pelo animal.
Porém, é na producdo do &cido acético e butirico, que o ruminante mostra uma de suas
maiores ineficiéncias, pois, aproximadamente, 12% da energia contida nos alimentos €
perdida na forma de CO, e CH4 (RUSSELL & STROBEL, 1989). Entretanto, ressalta-se que a
producdo destes gases (CO, e CH;) advém em sua maior parte, da degradacdo dos
carboidratos fibrosos de dificil degradacdo, mas que os ruminantes e os herbivoros, em geral,

conseguem aproveitar como fonte de nutrientes.

2.2.Aditivos na manipulacdo da fermentacdo ruminal
O aumento na ingestdo de nutrientes, da digestibilidade e do metabolismo dos
alimentos sdo maneiras eficientes de se melhorar o desempenho produtivo dos animais
(MERTENS, 1994). Portanto, existem mecanismos que permitem potencializar esses ganhos,
através da manipulacdo dos padres de fermentacdo ruminal, de modo que, alteracdes na
composicao da flora microbiana potencializem a sintese de produtos provenientes da digestéo,
tornando-a mais eficiente em termos de economia de energia, podendo utilizar o excedente

para crescimento e producéo.
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Para que esses objetivos sejam alcancados, dispbe-se de diversas ferramentas, tais
como, a mistura uniforme da racdo, o manejo de cocho adequado, a formulagdo correta da
racdo e a utilizacdo de compostos que visam auxiliar o processo fermentativo do rdmen
(aditivos).

O uso de iondforos é um exemplo de como a manipulacdo da fermentagdo ruminal
contribui para o aumento do desempenho animal. Geralmente, eles sdo altamente efetivos
contra bactérias Gram-positivas e exibem pouca ou nenhuma atividade sobre as Gram-
negativas, pois essas possuem uma membrana externa que contém canais denominados
porinas, com didametro de, aproximadamente, 600 daltons e a maioria dos iondforos séo
maiores que essa medida. Como exemplo, a monensina sodica, antibidtico produzido pelo
Streptomyces cinnamonensis, é utilizada, comercialmente, na producéo de ruminantes ha pelo
menos quatro décadas, e seu uso, dentre outros efeitos, melhora a eficiéncia alimentar,
diminui a producdo de CH, e minimiza os riscos de ocorréncia de distirbios metabdlicos
(RUSSELL & STROBEL, 1989).

2.3.Metabolismo secundario de plantas

Metabolismo é o conjunto de reacdes quimicas, que acontece em processo continuo
dentro de toda célula, visando, primariamente, 0 aproveitamento de nutrientes para satisfazer
suas exigéncias fundamentais (SANTOS, 2004). Os processos metabolicos relacionados as
macromoléculas (carboidratos, lipideos e proteinas), apresentam elevado grau de similaridade
entre 0s organismos e sdo denominados metabolitos primarios.

Vegetais, microrganismos e animais, em menor escala, apresentam mecanismos
metabolicos capazes de produzir, transformar e acumular inimeras outras substancias nao
necessariamente relacionadas de forma direta & manutencdo da vida do organismo produtor.
Nesse grupo, encontram-se matérias cuja producdo e acUmulo estdo restritas a ndmero
limitado de organismos, caracterizando-se como elementos de diferenciacdo e especializacéo
(SANTQOS, 2004). Todo esse conjunto metabolico é definido como metabolismo secundario,
cujos produtos, embora ndo necessariamente essenciais para 0 organismo produtor, permite-
Ihes adequarem-se a0 meio em que vivem e perpetuarem a sua espécie em determinado
ecossistema (CASTRO et al., 2004).

Os vegetais, em relagdo ao metabolismo secundério, possuem elevada capacidade
biossintetica, tanto em relacdo ao nimero de substancias produzidas quanto a sua diversidade

numa mesma espécie, tendo como principais grupos encontrados com atividade bioldgica os
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alcaloides, flavonoides, cumarinas, taninos, quinonas e dleos essenciais (POSER & MENTZ,
2004).

Estes metabdlitos sdo detectados, muitas vezes, ao longo da planta, e o sitio inicial da
sintese € restrito a um Unico 6rgdo como raizes, frutas ou folhas. A partir dai, eles podem ser
transportados ao redor da planta e armazenados em diferentes tecidos, sendo o local de
armazenamento, dependente da polaridade dos compostos. Assim, os compostos hidrofilicos,
tais como alcaloides e taninos sdo armazenados em vacuolos ou idioblastos, e compostos
lipofilicos como os 6leos essenciais sdo armazenados em tricomas, pelos glandulares, ductos
de resina, tilacides ou sobre a cuticula (WIERMANN, 1981) e tém a finalidade de protecéo,
além de conferir cor e odor aos vegetais, atuando como mensageiros quimicos entre a planta e
0 meio ambiente (TAIZ & ZIEGER, 2004).

2.4. Oleos essenciais

2.4.1. Definicdo e caracteristicas

Os oleos essenciais sdo produtos obtidos de partes de plantas, mediante destilacdo por
arraste com vapor d’agua ou extracdo por solventes. Também podem ser chamados de dleos
volateis ou 6leos etéreos, por serem de aparéncia oleosa a temperatura ambiente e ndo sao, em
si, “essenciais”, e recebem esse nome devido ao seu perfume.

Uma caracteristica marcante que os diferem das substancias lipidicas é a volatilidade e
variacdo de sua composicdo entre as diferentes partes da mesma planta (DORMAN &
DEANS, 2000). Como exemplo, o Oleo essencial obtido das sementes de coentro
(Coriandrum sativum L.) tem uma composicao diferente do obtido a partir das folhas imaturas
da mesma planta (DELAQUIS et al., 2002).

Sdo encontrados mais facilmente nas familias Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae,
Lauraceae, Myrtaceae, Myristicaceae, Piperaceae e Rutaceae, entre outras (POSER &
MENTZ, 2004; SANTQOS, 2004), e, geralmente sdo incolores ou ligeiramente amarelados.

A composicao do 6leo essencial de uma planta € determinada geneticamente, mas as
condi¢cBes ambientais sdo capazes de causar varia¢@es significativas, como a influéncia do
ciclo vegetativo, em que a concentragdo de cada um dos constituintes do 6leo pode variar
durante o desenvolvimento do vegetal. O ambiente no qual o vegetal se desenvolve e o tipo de
cultivo também influem sobre a composi¢do quimica dos 6leos essenciais (WILLIANS et al.,
1998).

Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e

terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, oOxidos, peroxidos, furanos, acidos
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organicos, lactonas e cumarinas, até compostos com enxofre. Na mistura, tais compostos
apresentam-se em diferentes concentragcdes, e, normalmente, um deles é o composto
majoritario, existindo outros em menores teores e alguns em baixissimas quantidades (POSER
& MENTZ, 2004).

Biologicamente, os Oleos essenciais atuam na defesa contra herbivoros, insetos,
microrganismos, outras plantas que competem por nutrientes e luz, e contra o efeito
prejudicial da luz UV. No entanto, executam, também, outras funcdes como atrativos para
aves e insetos promoverem a polinizacdo, diferenciacdo da cor, com a finalidade de
camuflagem e sinais para promover a colonizagdo por microrganismos simbioticos. Eles
também podem ter um possivel papel nutricional durante a germinacdo de sementes,
particularmente os que contém N (SAITO & SCRAMIN, 2000; RALPHS et al., 2004).

Produtos patenteados ja existem no mercado, como o Biostar® (Phytosynthése, Franca)
a base de alcachofra (Cynara cardunculus subesp. Scolymus), ginseng siberiano
(Eleutherococcus senticosus) e feno-grego (Trigonella foenum graceum); o Crina® Ruminants
(DSM Nutritional Products Ltd., Suica), a base dos 0leos essenciais timol, limoneno e
guaiacol; e o Vertan® (IDENA, Franca), a base de timol, eugenol, vanilina e limoneno
(ARAUJO, 2010).

2.4.2. Modo de acao

Atualmente, a maioria dos estudos que abordam a eficécia dos dleos essenciais tem
sido baseados in vitro e em um periodo de tempo curto, mas indicam que estes produtos e
seus componentes ativos podem alterar, favoravelmente, os padrdes da fermentag¢do no rimen
(CHAVES et al., 2008; KHAN & CHAUDHRY, 2010).

Alguns dleos essenciais como o timol (extraido do tomilho — Thymus vulgaris),
carvacrol (extraido do orégano — Origanum sativum), alina e alicina (extraidos do alho —
Allium sativum), entre outros, ja possuem sua funcionalidade conhecida (BUSQUET et al.,
2005a), e atuam, tanto na forma isolada, quanto em conjunto, e, neste ultimo caso, o poder
funcional talvez seja maior, permitindo resultados técnicos com menores dosagens,
comparada a utilizagéo de forma isolada (BURT, 2004).

Os mecanismos que conferem aos éleos essenciais suas propriedades antimicrobianas
ainda ndo sdo muito bem compreendidos (LAMBERT et al., 2001). Considerando-se a grande
quantidade de componentes quimicos presentes nos Oleos essenciais, pressupde-se que a

atividade antimicrobiana dos mesmos nao seja por um mecanismo especifico, havendo muitas
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formas de acdo. E importante frisar que ndo se tratam de mecanismos isolados, sendo, muitos
deles, interdependentes (CARSON et al., 2002).

Acredita-se que a maioria dos 0leos essenciais exercam suas atividades, interagindo
com 0s processos associados a membrana celular bacteriana, incluindo o transporte de
elétrons, os gradientes de ions, a translocagdo da proteina e outras reacdes enzimo-
dependentes (ULTEE et al., 1999; DORMAN & DEANS, 2000).

Por serem lipofilicos, possuem a capacidade de interagir com lipidios da membrana
celular e das mitocondrias bacterianas, alterando sua estrutura, tornando-as mais fluidas e
permeaveis (SIKKEMA et al., 1994), permitindo o extravasamento de ions e outros conteddos
citoplasmaticos (LAMBERT et al., 2001; CARSON et al., 2002).

O carvacrol, um dos terpenos mais estudados no ambiente ruminal, é capaz de
dissolver a dupla camada fosfolipidica da membrana celular, alinhando-se entre os acidos
graxos, promovendo a formacdo de canais na membrana, pela separacdo dos &cidos graxos.
Essas distorcBes na estrutura fisica da membrana causam expansdo e desestabilizacéo,
aumentando a fluidez e a permeabilidade passiva (ULTEE, 2002).

Helander et al. (1998) demonstraram que, tanto o timol, produzido a partir de 6leo de
tomilho (Thymus vulgaris), quanto o carvacrol, produzido a partir do 6leo de orégano
(Origanum vulgar), interrompem a membrana celular, diminuindo o aporte de ATP
intracelular e aumentando o aporte de ATP extracelular em Escherichia coli.

Em muitos casos, as bactérias podem contrabalancear esses efeitos, utilizando a
bomba i6nica e a morte celular ndo ocorre, mas grande quantidade de energia é desviada para
essa funcdo e o crescimento bacteriano é reduzido (CALSAMIGLIA et al., 2007), resultando
em mudancas na proporc¢do das populacdes de bactérias no rimen.

Mecanismo de acdo alternativo proposto por Ultee et al. (2002) foi que, o grupo fenol
hidroxilado dos 6leos essenciais, atua como carreador de cations monovalentes e prétons para
dentro e fora da membrana, o que infere na possibilidade de efeitos ruminais semelhantes aos
ionoforos.

Nas bactérias Gram-positivas, 0s 6leos essenciais podem interagir diretamente com a
membrana celular, entretanto, a parede celular externa que envolve a membrana celular das
bactérias Gram-negativas € hidrofilica e impede a entrada de substancias hidrofobicas como
0s Oleos essenciais (SMITH-PALMER et al., 1998).

No entanto, Helander et al. (1998) relataram que, os compostos fendlicos do timol e
carvacrol, também inibiram o crescimento de bactérias Gram-negativas por ruptura da

membrana celular externa, pois podem interagir com a agua, via pontes de hidrogénio. Assim,
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por difusdo, essas substancias cruzam a parede externa através dos lipopolissacarideos ou
proteinas da membrana, chegando a dupla camada fosfolipidica da parede celular interna da
bactéria Gram-negativa (GRIFFIN et al., 1999). Por esse fato, Trombetta et al. (2005),
também relataram que os monoterpenos acetato de linalilo, mentol e timol sdo ativos contra
Staphlococcus aureus (Gram-positiva) e E. coli (Gram-negativa). Logo, essa propriedade
reduz a seletividade dos 6leos essenciais, 0 que aumenta a dificuldade de manipulacdo da
fermentacao ruminal.

Por fim, alguns trabalhos demonstraram que compostos ativos presentes no oleo de
alho podem inibir a sintese de RNA, DNA e proteinas celulares (FELDBERG et al., 1988;
CALSAMIGLIA et al., 2007).

2.4.3. Efeitos sobre a fermentacdo microbiana no rimen

Em 1957, foram demonstrados os primeiros efeitos dos Oleos essenciais sobre a
fermentacdo ruminal. Crane et al. (1957) verificaram que o limoneno e pineno inibiam a
formacdo de CH,. Alguns anos depois, Borchers (1965) constatou que o timol inibia a
desaminag&o ruminal.

Logo ap6s, foram feitos alguns estudos in vitro, incentivados pela observagdo de que
certas plantas, contendo 6leos essenciais, eram menos consumidas por animais em pastagem,
e, simultaneamente, reduziam a digestibilidade (OH et al., 1967; NAGY & TENDERGY,
1968). Entretanto, na década de 70, houve um desestimulo com o inicio do uso de ionéforos,
e, SO recentemente, houve a retomada pelo interesse em pesquisar, novamente, os efeitos
desses 6leos na producdo de ruminantes.

Vaérios estudos tém sido realizados para determinar os efeitos dos 6leos essenciais e
seus componentes na fermentacdo microbiana do ramen, usando grande variedade desses
compostos em diferentes niveis nas dietas e os resultados tém sido inconsistentes, pois,
diferencas na estrutura quimica, entre outros fatores, influenciam seus efeitos sobre a
atividade microbiana.

Nagy & Tengerdy (1968) observaram que o 6leo extraido de Artemesia tridentata,
conhecida popularmente como losna ou erva-dos-vermes, inibiu a atividade das bactérias
ruminais in vitro. Efeito semelhante foi obtido por Oh et al. (1967), que demonstraram o
efeito do Oleo essencial extraido da Pseudotsuga menziesii, espécie nativa da América do
Norte, inibindo a atividade geral das bactérias ruminais in vitro, porém, o grau de inibicdo

dependia da estrutura quimica do composto utilizado. Estes resultados demonstraram que a
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composi¢do quimica dos Oleos essenciais influencia, grandemente, a atividade dos
microrganismos ruminais.

Efeitos aditivos, antagonistas e sinérgicos foram observados entre os componentes dos
oOleos essenciais (BURT, 2004). Um exemplo disso foi o experimento realizado por Lambert
et al. (2001), que, ao avaliarem a concentracdo minima inibitdria do 6leo essencial do orégano
e seus dois componentes principais, o timol e carvacrol, contra Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, observaram gque a combinacdo dos dois compostos exibiu atividade
antibacteriana mais elevada que qualquer um dos compostos isoladamente, e que o efeito
inibitorio do 6leo essencial de orégano, é, principalmente, devido a acdo aditiva antibacteriana
destes dois compostos.

Um dos principais objetivos das pesquisas com compostos secundarios de plantas € a
identificacdo de substancias com efeito semelhante ao dos ion6foros sobre a concentracéo de
AGV, como o estimulo a producdo de propionato, sem alteracdo na concentracdo total de
AGV.

Segundo Giannenas et al. (2011), aumento na producdo de propionato e tendéncia em
diminuir a concentracdo de acetato, foi observado em ovelhas alimentadas com 100 e 150
mg/kg de concentrado de “Crina® Ruminants”, aumentando, também, a concentracao total de
AGV. No mesmo experimento, os autores verificaram que o total de bactérias e de
protozoarios ndo foram influenciados com a adicdo do produto. No entanto, bactérias
celuloliticas foram aumentadas nos grupos suplementados, em comparacao ao grupo controle,
mas ndo diferiu entre os grupos suplementados, isto €, esse efeito ndo foi dependente da dose.

Araujo (2010) utilizando plantas brasileiras e niveis de 425, 850 e 1700 mg/L de
fluido ruminal tamponado, descobriu que o 6leo essencial das mesmas foi capaz de alterar a
fermentacao ruminal, reduzindo a relacdo acetato/propionato e diminuindo a producdo de CH,4
em técnica de avaliacdo in vitro.

Segundo Castillejos et al. (2005), a suplementacdo de 5mg/dia, 0 que equivale a uma
concentragdo final no fluido do fermentador, de 1,5 mg/L, com uma mistura de Oleos
essenciais (Crina® Ruminants), aumentou a concentracdo de AGV total, sem afetar outros
pardmetros fermentativos, sugerindo que houve melhora na fermentagdo da dieta. Esses
mesmos autores, realizando estudos in vitro, constataram que, a concentragdo total de AGV é
dependente da dose utilizada, sendo que, em quantidades elevadas, sdo toxicas aos
microrganismos e reduzem a concentracdo de AGV total. Portanto, quando se utiliza a dose
correta, 0 que € dependente de cada produto, encontra-se resultados positivos, como a maior

concentracdo de AGV ou a menor relagéo acetato/propionato.
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No entanto, resultados de aumento na concentracao in vitro de AGV devem ser sempre
vistos com cautela, ja que podem estar relacionados a prépria degradacdo dos Oleos
essenciais, como mostram os resultados obtidos por Malecky & Broudiscou (2009), os quais
observaram a degradacao extensiva de varios monoterpenos, ap6s 3 horas de incubacédo in
vitro, com indicios de degradacdo mais extensa ao se utilizar indculo de animais adaptados a
dieta fibrosa.

Outros estudos com sistemas de fluxo continuo, sugerem que os beneficios associados
aos Oleos essenciais diminuem devido as mudancas nas populagdes microbianas ou de
adaptacdo (GLADINE et al., 2007; CALSAMIGLIA et al., 2007; BENCHAAR et al., 2008),
0 que condiz com os resultados encontrados também por Cardozo et al. (2004), trabalhando
com culturas in vitro de fluxo continuo, observaram que os 6leos de canela, alho e anis (7,5
mg/kg MS ou 0,22 mg/L) foram capazes de alterar o perfil de AGV durante os seis primeiros
dias de incubacdo, porém com auséncia de efeito apds esse periodo. Da mesma forma,
Busquet et al. (2005b) observaram que o 6leo de alho (300 mg/L) alterou a fermentagdo
ruminal in vitro, em incubacbes de 24 horas, mas doses semelhantes a anterior nédo
apresentaram efeito em experimento de maior duracdo em sistema in vitro de fluxo continuo
(BUSQUET et al., 2005a).

Estudos in vivo evidenciaram que, o Oleo de anis apresentou efeitos sobre as
concentracBes de AGV semelhantes & monensina (FANDINO et al., 2008), e o dleo de
zimbro, cinamaldeido e a mistura comercial de extratos Biostar® promoveu queda na relagéo
acetato/propionato (CHAVES et al., 2008; DEVANT, et al., 2007).

Quanto a influéncia do meio externo, pode-se modular o efeito dos dleos essenciais
pelo pH do meio. Sendo assim, ragdes ricas em concentrado, mais propensas ao baixo pH
ruminal, podem potencializar os efeitos desses produtos. O timol, por exemplo, foi mais
efetivo em pH 5,5 do que 6,5 (CALSAMIGLIA et al., 2007).

O oleo de canela e seu principal componente, o cinamaldeido, aumentaram a relagao
acetato/propionato em meio de incubacdo com pH 7,0 e em meio com pH 5,5 verificou-se
reducdo na relagéo acetato/propionato (CARDOZO et al., 2005).

Isto ocorre, pois, 0s 6leos na forma indissociada aumentam sua hidrofobicidade e sua
capacidade de interagir com as proteinas e os lipidios da membrana bacteriana, fato
propiciado pela maior acidez do meio. Fica claro que, dependendo da alimentacgéo e estado de
salde do animal, o efeito dos 6leos essenciais pode ser mais ou menos efetivo.

Outro fato que também deve ser levado em consideragdo é que, por serem volateis, 0s

Oleos essenciais podem ser perdidos para a fase gasosa do ramen e serem expelidos por
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eructagdo (MISRA et al., 1996; MAROSTICA JR. & PASTORE, 2007). Além disso,
osterpenos podem cruzar a parede ruminal e serem absorvidos para a corrente sanguinea

(MALECKY, et al., 2009), diminuindo os efeitos sobre a microbiota ruminal.

2.4.4. Efeito sobre o metabolismo de proteinas e populacéo de protozoarios

2.4.4.1. Metabolismo proteico

A simbiose entre ruminantes e sua microflora ruminal da a eles a vantagem de utilizar
fontes de NNP como nutrientes. Porém, a utilizacdo ineficiente de N pelos ruminantes resulta
na excre¢cdo do mesmo para 0 meio ambiente, acarretando perdas econémicas e possivel
poluicéo.

Bacteérias hiperprodutoras de NH; estdo presentes em nimeros baixos no rimen, mas
possuem atividade elevada na desaminacdo (RUSSELL & STROBEL, 1989). Portanto, ha
evidéncias de que muitos Gleos essenciais reduzem o nimero dessas bactérias e colaboram
para um maior aporte de N no intestino (McINTOSH et al., 2003; CASTILLEJOS et al.,
2005; McEWAN et al., 2002). Todavia, ha variacdo na sensibilidade dessas bactérias aos
0leos, sendo que algumas delas (Clostridium sticklandiie, Peptostreptococcus anaerobius)
foram inibidas, enquanto outras (Clostridium aminophilum) foram menos sensiveis. Efeito
semelhante foi observado com a adi¢cdo demonensina ao fluido do rimen, sugerindo que as
espécies bacterianas afetadas eram as mesmas pelos dois produtos (McINTOSH et al., 2003).

Os trabalhos de Borchers (1965) e Broderick & Balthrop (1979) demonstraram que, a
adicdo de timol no fluido ruminal, 1 g/L contendo caseina, resultou no acimulo de AA e
diminuicdo na concentracdo de NHs, sugerindo a inibicdo da desaminacdo pelas bactérias
ruminais. Mais recentemente, Mclntosh et al. (2003) observaram diminuigcdo de 9% na taxa de
desaminacdo de AA quando realizou-se experimento in vitro, durante 48 horas em culturas de
fluido ruminal, colhidas de vacas suplementadas com “Crina® Ruminantes™, 1 g/dia. Newbold
et al. (2004), também relataram a reducdo de 24% na taxa de desaminacdo de AA in vitro,
quando a caseina foi incubada durante 24 horas, com fluido ruminal, recolhido de carneiros
alimentados com dietas contendo 110 mg/dia da mesma mistura comercial, revelando que o
nivel testado influenciou no resultado.

Por outro lado, Castillejos et al. (2005), utilizando culturas in vitro durante oito dias de
incubacéo a pH constante, observaram que, a adicdo de 1,5mg/L de “Crina® Ruminants” nio
teve efeito sobre a concentracdo de NHs, fluxo de N bacteriano e dietético, degradacdo de
proteina bruta, ou eficiéncia da sintese de proteina microbiana. Resultados semelhantes foram

obtidos por Calsamiglia et al. (2007), que utilizaram a mesma mistura em concentragdes mais
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elevadas (5, 50 e 500 mg/L) e também ndo encontraram nenhum efeito sobre o metabolismo
do N ruminal em culturas fermentadoras continuas, com nove dias de incubagdo, mantidas a
um pH constante.

Foi demonstrado por Busquet et al. (2006), que alguns 6leos essenciais (6leo de anis,
6leo de pimenta, 6leo de canela, cravo da india, 6leo de endro, 6leo de alho, éleo de gengibre
e Gleo de orégano) e os seus componentes principais (anetol, salicilato de benzilo, o carvacrol,
carvona, cinamaldeido e eugenol), diminuem, acentuadamente, as concentracdes de NHs in
vitro, utilizando doses elevadas (3000 mg/L), mas os efeitos eram pequenos em doses
moderadas (300 mg/L) e inexistente em doses baixas (3 mg/L). De acordo com esses
resultados, fatores como a composicdo quimica e dosagem do Oleo essencial podem
influenciar os efeitos sobre o metabolismo do N ruminal.

De acordo com Benchaar et al. (2007), ndo foram observadas mudancas na
concentracdo ruminal de NHs, retencdo de N e digestibilidade, quando vacas leiteiras em
lactac&o foram suplementadas com “Crina® Ruminants™, nas doses de 0,75 e de 2 g/dia.

Ja Wallace (2004) relatou que, o numero de bactérias produtoras de NH3 foi reduzido
em 77% em carneiros, recebendo dieta suplementada com baixo teor de proteina e mistura de
6leo essencial (100 mg/dia), porém ndo houve efeito quando 0s mesmos foram alimentados
com dieta com alto teor de proteina.

2.4.4.2. Influéncia sobre a populagdo de protozoarios
Protozoérios ruminais tem efeito negativo na utilizacdo de N pelos ruminantes, pois,

eles engolfam as bactérias presentes no rimen, possuem atividade proteolitica e desaminadora
(WILLIAMS & COLEMAN, 1992), e entre 60 e 80% de sua biomassa ndo deixam esse
compartimento, ficando ali retidos, diminuindo, assim, o fluxo de proteina microbiana para o
intestino (FONSECA, et al., 2001; IVAN et al.,, 2000). Assim, com a remoc¢do dos
protozoarios, ha aumento do fluxo intestinal de N e proteina microbiana. Por exemplo, o fluxo
de proteina bacteriana no intestino de ovelhas defaunadas foi 35% maior do que em ovelhas
com a flora microbiana normal (IVAN et al., 1992).

O dleo de anis, fornecido para novilhas recebendo 90% de concentrado na MS da
dieta, diminuiu a populacdo de protozoarios, a concentracdo de NHjz ruminal e a relacédo
acetato/propionato  (FANDINO et al., 2008). Resultados semelhantes também foram
observados por Ando et al. (2003), ao fornecerem 6leo de horteld-pimenta seco (200 g/dia),

para novilhos holandeses e por Mcintosh et al. (2003), que observaram diminuicdo na
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atividade de protozoarios ruminais pelo tratamento com “Crina® Ruminants”, com a dose de
100 mg/kg de concentrado.

Diferentemente, a reducdo no numero de protozoarios nédo foi verificada por Newbold
et al. (2004), ao trabalharem com o mesmo produto para ovelhas, usando 110 mg/dia;
Benchaar et al. (2007) com niveis de 750 mg/dia para vacas leiteiras; Mohammed et al. (2004)
em novilhos alimentados com 6leo de raiz-forte, Yang et al. (2010) com 1600 mg/dia de
eugenol para novilhas e Giannenas et al. (2011), com “Crina® Ruminants” para ovelhas
leiteiras.

Essas diferengas entre os resultados, nos diferentes estudos, devem-se, provavelmente,
a grande variacdo no tipo e na composicdo dos 6leos essenciais, bem como nas doses

utilizadas e condicdes experimentais.

2.4.5. Efeito sobre a producdo de metano
A grande pressdo sobre a agropecudria em relacdo a utilizacdo racional do meio

ambiente estd cada vez maior. A menor emissdao de gases, como o CH, pelos ruminantes é
sempre desejavel, devido as perdas energéticas, variando entre 2 e 12% da energia bruta total
consumida (VAN SOEST, 1994), além de contribuir para 0 menor impacto sobre o efeito
estufa.

Como ja encontrado por varios autores, os resultados desses 6leos alteram o padrdo
fermentativo ruminal e diminuem a relacdo acetato:propionato, tornando o rumen
energeticamente mais eficiente e reduzindo a producéo de CH, (ARAUJO, 2010).

A producéo do propionato ndo libera H*, como nas rotas que levam a producéo de
acetato e butirato. Da mesma forma, as vias metabdlicas de producdo de propionato servem,
inclusive, de dreno de H" (VAN SOEST, 1994; RUSSELL, 2002). Logo, maximizar a
producdo de propionato é competir com as bactérias metanogénicas por substrato.

Foi observado por Evans & Martin (2004), que o timol (400 mg/L), componente
principal do 6leo derivado de plantas de orégano, foi um forte inibidor da producédo de CHy in
vitro, mas as concentrac@es de acetato e propionato também diminuiram.

No ambiente ruminal, os protozoarios sdo colonizados em sua superficie por bactérias
exo e endo-simbiontes, sendo expressiva a quantidade de Archaea metanogénicas
(RUSSELL, 2002). Estudos demonstraram que 9 a 25% do total de metanogénicas
encontradas no rimen estdo associadas aos protozoarios (NEWBOLD et al., 1995). Sugeriu-
se, entdo, que os efeitos dos Oleos essenciais na redugcdo de CH, estejam parcialmente

associados a defaunagdo desses microrganismos.
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O uso de 6leo de alho reduziu a producdo de CH,4 ruminal in vitro, segundo relato de
Busquet et al. (2005 b). Compostos organossulfurados encontrados nesse 6leo sdo capazes de
inibir a enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA redutase (HMG-CoA), essencial para a sintese
das unidades isoprendides, formadoras da membrana lipidica das Archaea.

Utilizando 250 mg/dia de mistura de 6leos de orégano, Wang et al. (2009) observaram
reducdo de 12% no CH,4 produzido por ovinos no decorrer de 15 dias. Da mesma forma, 2
o/kg de MS consumida de di-alil-di-sulfeto, advinda do alho, reduziram em 11% a emissao de
CH, em ovinos, com efeitos que perduraram por 23 dias (KLEVENHUSEN et al., 2010).

Entretanto, em estudo realizado por Beauchemin & McGinn (2006) com mistura de
6leos essenciais (1 g/dia de Crina® Ruminantes) para bovinos de corte, consumindo dieta rica
em forragem, as emissbes de CH,4 ndo foram afetadas e a digestibilidade da dieta diminuiu.
Porém, a utilizacdo do mesmo produto comercial em estudo in vitro, MclIntosh et al. (2003)
relataram que o crescimento das metanogénicas Methanobrevibacter smithii foi inibido, mas
apenas quando a concentracdo do produto foi 33 vezes mais elevada do que aqueles
alimentados in vivo por Beauchemin & McGinn (2006). Entretanto, essa dosagem pode ser
impraticavel, devido a possiveis efeitos deletérios sobre a digestibilidade da dieta.

De acordo com a literatura, h& potencial para selecionar compostos de 6leos essenciais
que reduzam o CH,4, quando utilizados em niveis que ndo deprimam a utilizacdo dos
alimentos. Contudo, mais pesquisas sdo necessarias para avaliar esses compostos in Vvivo,
visto que ha limitacGes por parte das doses usadas in vitro, comparadas com as que Sdo

fornecidas para os animais.

2.5. Desempenho dos animais

2.5.1. Comportamento ingestivo dos animais ruminantes

O estudo do comportamento ingestivo e dos fatores que influenciam o consumo séo de
grande importancia, uma vez que o bom desempenho dos animais ndo é alcancado somente
com a oferta de alimentos de qualidade, e, sim, a associacdo deste a estimulos atribuidos aos
animais para incrementar a sua ingestdo (SEGABINAZZI, 2008).

Segundo Carvalho et al. (2004), o comportamento ingestivo pode ser influenciado por
fatores fisicos como a degradacdo do alimento e o fluxo da digesta pelo aparelho
gastrintestinal e pelo reflexo do excesso de um ou mais metabdlitos que aparecem na corrente

sanguinea, em uma taxa maior do que eles podem ser removidos.
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O consumo também pode ser influenciado por outros fatores relacionados aos
alimentos, tais como a palatabilidade, textura, aparéncia visual e fatores ligados aos animais,
como estado emocional, interacdes e aprendizado (MERTENS, 1994).

De acordo com Wang et al. (1998), a adicdo de extratos vegetais na dieta pode
aumentar a secregdo salivar, suco gastrico, suco pancreético, sais biliares, e, também, enzimas
do intestino delgado. Segundo Broughan (2002), a utilizacdo de extratos vegetais na dieta
provoca uma sensacao de bem-estar, devido a presenca de determinados aromas e fragrancias,
que atuam diretamente sobre a cavidade olfatoria, emitindo sinais para o centro superior

cerebral, havendo producéo e liberagdo de endorfinas.

2.5.2. Consumo de matéria seca e producao de leite
Os efeitos dose-dependentes dos 6leos essenciais foram claramente demonstrados, ao

se fornecer 0, 400, 800 e 1600 mg/dia de cinamaldeido para novilhas, constatando-se efeito
quadratico sobre 0 CMS (YANG et al., 2010).

Queda no CMS também foi constatada, ao se utilizar éleos essenciais com o objetivo
de manipular a fermentacdo ruminal. O fornecimento de 180 mg/dia de cinamaldeido + 90
mg/dia de eugenol reduziu em 16% o CMS, e em 14% a ingestdo de agua por novilhas de
corte (CARDOZO et al., 2006). Por outro lado, o 6leo de pimenta aumentou em 26% o
consumo de 4gua e em 11% o CMS, no trabalho realizado por Fandifio et al. (2008).

Os 6leos de anis e de pimenta aumentaram, respectivamente, em 5% e 9% o CMS por
novilhas (CARDOZO et al., 2006). Entretanto, Benchaar et al. (2006) n&o observaram efeito
sobre 0 CMS e ganho médio diario, em bovinos alimentados com dieta a base de silagem e
suplementados com 2 ou 4 g/dia, de uma mistura comercial de 6leo essencial (Vertan ®).

Segundo Giannenas et al. (2011), a inclusdo do 6leo essencial “Crina® Ruminantes”,
aumentou a producdo total de leite em ovelhas, nas doses usadas (100 e 150 mg/kg de
concentrado). Ja a utilizacdo desse mesmo produto, nas doses de 750 mg e 2 g/dia, ndo
provocou mudangas sobre o CMS, producdo e composicdo do leite de vacas holandesas, de
acordo com Benchaar et al. (2006; 2007).

Outros trabalhos, também sem diferenca significativa, foram obtidos ao se fornecer
0,32; 0,64 e 0,96 g/dia de mistura comercial de 6leos essenciais (RumaXol Feed;feito de 6leo
de orégano, canela, tomilho e casca de laranja) (SPANGHERO et al., 2009) ou 1 g/dia de
cinamaldeido (BENCHAAR, 2008), ndo havendo efeitos sobre CMS, produgdo e composi¢do
de leite, além da digestibilidade dos nutrientes.
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Todavia, resultados positivos sobre a producéao de leite ja foram observados, como no
trabalho de Tassoul & Shaver (2009), que constataram reducdo de 7% no CMS e manutencéo
da producéo de leite, usando 1 g/dia de “Crina® Ruminants” e Kung JR. et al. (2008), usando
1,2 g/dia do mesmo produto comercial, verificaram 7% de aumento no CMS, 8% de aumento
na producédo de leite corrigida para gordura e auséncia de efeito sobre a eficiéncia alimentar.
Por fim, Varga et al. (2004), trabalhando com 170 vacas em lacta¢do, observaram 1,6 kg/dia a

mais na producéo de leite, ao se utilizar 1,2 g/dia de “Crina® Ruminants”.

2.5.3. Composicao e qualidade do leite
Segundo Giannenas et al. (2011), ndo houve efeito da adicdo de 6leo essencial “Crina®

Ruminants” sobre a composicdo do leite, com excecdo da ureia e contagem de células
somaticas (CCS), que foram significativamente menores nos grupos que receberam 100 e 150
mg/kg de concentrado, podendo ser, parcialmente, um efeito de diluicdo, jA que houve
aumento na producdo total de leite. Esses resultados sobre a composicéo do leite concordam
em parte com os de Benchaar et al. (2006), que ndo encontraram alteracdo nas concentracdes
de gordura do mesmo, proteina, N ureico e no teor de lactose, de vacas alimentadas com até 2
g/dia do mesmo suplemento diario.

O fato de que 6leos essenciais podem inibir a biohidrogenacéo ruminal via reducdo do
nimero ou da atividade metabolica das bactérias envolvidas neste processo, fez aumentar o
interesse nesses produtos para manipulacdo do perfil de acidos graxos do leite (WOOD et al.,
2010).

Em estudos com sistema in vitro de fluxo continuo, provou-se que o cinamaldeido foi
capaz de alterar os processos de biohidrogenacdo ruminal (LOURENCO et al., 2008).
Diferente de Benchaar et al. (2006; 2007), que ndo relataram nenhuma mudanca no perfil de
acidos graxos do leite, quando vacas foram suplementadas, diariamente, com 750 mg/dia de
“Crina® Ruminants”. No entanto, aumentando a dose da mesma mistura para 2 g/dia,
aumentou-se a concentracgo de Acido Linoleico Conjugado (CLA) na gordura do leite.

Segundo Santos et al. (2010), a utilizagdo de 1 g/dia de mistura comercial de Oleos
essenciais (Agolin® Ruminantes; eugenol, acetato de geranil e 6leo de coentro) promoveu
maior teor e produgéo de gordura no leite, sem influéncia no CMS e na produgéo de leite em
vacas. Por outro lado, a utilizacdo de cinamaldeido (1 g/dia) n&o alterou o perfil de gordura do
leite das mesmas (BENCHAAR & CHOUINARD, 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nas dependéncias da Fazenda Campo Alegre, localizada
no municipio de Ritdpolis, MG (Latitude: 21° 1’ 45,13* S e Longitude: 44° 23’ 51° O).
Foram utilizadas 20 vacas primiparas da raca Holandesa, com massa corporal de 510 + 48 kg,
producdo de leite de 28,5 * 3,6 kg e numero de dias em lactacéo de 136 * 27 dias. Os animais
foram distribuidos ao acaso, em baias individuais (2,2 m?) cobertas, com piso de areia,
dotadas de bebedouro e comedouros individuais e o delineamento experimental adotado para
este experimento foi inteiramente casualizado em parcelas subdivididas no tempo, onde a
producdo inicial foi usada como covariavel para as variaveis de producdo de leite e producéo
de leite corrigida para gordura 4%, em esquema 4 (tratamento) x 3 (periodo) x 5 (repeticGes).

O experimento teve inicio no dia 26 de novembro de 2012, com duracéo de 60 dias,
divididos em trés periodos de 20 dias, concentrando as coletas do 18° ao 20° dia de cada
periodo e a dieta foi formulada para atender as exigéncias dos animais, segundo as
recomendacdes do NRC (2001). A proporcdo em porcentagem na matéria seca dos
ingredientes, na dieta e os valores de macro e micro minerais para cada 100 g da mistura,
estdo apresentados na Tabela 1.

Além de ser fornecido na racéo total, o mineral também foi ofertado as vacas, sem ser
quantificado quando estavam no piquete de descanso, periodo esse que ocorria entre 12:00 e
16:00 horas.

Tabela 1. Proporcao dos ingredientes na dieta e quantidade de macro e micro minerais

Alimento (% MS)

Silagem de Milho Farelo de Polpa Caroco de

4 . . o « Ureia Mineral
milho moido soja citrica algodéo

24,98 26,53 12,1 17,34 15,7 0,6 2,75

Macronutrientes (g/kg) Micronutrintes (ppm)

Ca P Na Mg S Co Cu Mn Se Zn Fe

210 90 60,5 1055 10,5 150 1500 1250 30 3000 1500

Legenda: MS = Matéria seca; Ca = Calcio; P = Fosforo; Na = Sodio; Mg = Magnésio; S = Enxofre; Co=
Cobalto; Cu = Caobre; Mn = Manganés; Se = Selénio; Zn = Zinco; Fe = Ferro

Foi testado o produto Activo® Premium (Grasp Ind. e Com., Curitiba-PR), composto
comercial de Oleos essenciais, que possui como caracteristica a microencapsulacao,
garantindo que todos os compostos sejam encontrados em uma Unica microparticula e tenham
liberacdo gradual e constante no meio ruminal. Os principais principios ativos do produto

foram a capsaicina, encontrada na pimenta; o eugenol, encontrado no cravo; o cinamaldeido,
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encontrado na canela e o carvacrol, encontrado no orégano e, os tratamentos foram: sem
inclusdo do composto (CTL); 1,5 g/dia do composto (OE1,5); 3,0 g/dia do composto (OE3,0)
e 4,5 g/dia do composto (OE4,5). O produto foi distribuido, superficialmente, sobre a ragédo
no cocho, visando o consumo total do mesmo.

A racdo foi misturada, diariamente, em vagdo misturador, com balanca automaética
acoplada ao mesmo e o arragoamento foi feito pouco antes de cada ordenha, de modo que os
animais continuavam a comer ap0s voltarem da mesma. Diariamente, foram registradas as
quantidades de alimentos fornecidos e das sobras de cada animal, para estimativa do
consumo, permitindo-se sobras de 10%. A média da composi¢cdo bromatoldgica dos
ingredientes e da dieta esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Composicao nutricional dos ingredientes e da dieta experimental

Itens Silagem Milho  Farelode  Polpa Caroco de Dieta
de milho  Moido soja citrica algodao
MS (%) 32,9 90,3 89,3 91,8 92,6 63,25
PB (%MS) 8,9 8,4 49,6 9,8 25,1 20,5
EE (%MS) 3,8 55 1,7 2,8 20,1 7,4
MM (%MS) 3,3 1,3 6,6 8,3 51 57
FDN (%MS) 42,3 10,6 11,9 25,5 41,2 27,1
FDA (%MS) 21,3 2,6 6,5 17,0 30,5 12,4
FDNi (%FDN) 15,0 5,0 58 9,1 18,1 9,8
FDAI (%FDA) 7,0 2,8 2,7 54 14,0 53

Legenda: MS = Matéria seca; PB = Proteina bruta; EE = Extrato estéreo; MM = Matéria mineral; FDN = Fibra
em detergente neutro; FDA = Fibra em detergente acido; FDNi = Fibra em detergente neutro indigestivel; FDAI
= Fibra em detergente acido indigestivel.

As amostras dos ingredientes foram coletadas uma vez em cada periodo e foi feita uma
composta no final do experimento. A ragdo total e as sobras da mesma foram coletadas nos
trés altimos dias dos periodos e foi feita uma composta do periodo.

As analises foram realizadas no Laboratorio de Nutricdo Animal da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), quanto aos teores de matéria seca
(MS) segundo método INCT - CA G-003/1, proteina bruta (PB) segundo método INCT - CA
N-001/1, extrato etéreo (EE) segundo método INCT - CA G-004/1, matéria mineral (MM)
segundo método INCT-CA M-001/1, fibra em detergente neutro FDN) segundo método
INCT - CA F-002/1, fibra em detergente acido (FDA) segundo método INCT - CA F-004/1,
fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi) segundo metodo INCT - CA F-009/1 e fibra
em detergente acido indigestivel (FDAI) segundo método INCT - CA F-011/1, conforme
descrito por Detmann et al. (2012).

As mesmas analises também foram repetidas para as fezes, exceto a de FDA, e a

coleta de fezes para a determinagédo indireta da producdo fecal (kg MS/dia). Por meio de
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indicadores internos, foi realizada diretamente do reto dos animais, também nos trés Gltimos
dias do periodo, producdo a qual foi estimada, baseando-se na razdo entre a quantidade de

FDAI consumido e sua concentracao nas fezes (MORAIS et al., 2010).
Producéo fecal (kg MS/dia) = FDAI ingerido (g/dia)/FDAI nas fezes (g/kg MS)

Com os resultados da producéo fecal, foram calculadas as digestibilidades da MS, PB,

EE e FDN, conforme a seguinte formula.
Digestibilidade = (Dieta ingerida (g/dia) / Producéo fecal (g/dia)) x 100

As ordenhas foram realizadas trés vezes ao dia, as 2:00, 10:00 e 18:00 horas, com
ordenhadeira mecanica, seguindo todos os procedimentos recomendados de higiene. No 1°
dia de coleta de cada periodo, foi feita a pesagem do leite por meio de leitores digitais, e a
amostragem foi realizada somente na ordenha das 10 horas, acoplando-se um medidor na
ordenhadeira, e, apds o término, tomou-se o cuidado de deixar entrar ar no medidor por, no
minimo, 15 segundos para homogeneizacdo da amostra, transferindo, em seguida, para o
frasco onde continha o conservante Bronopol® (2-bromo-2-nitro-1,3-propanodiol), sendo que
o frasco foi agitado vérias vezes para garantir uma boa diluicdo do mesmo.

As amostras de leite foram identificadas e enviadas para Clinica do Leite, ESALQ—
USP, onde foram feitas as andlises de gordura (GORD), proteina (PROT), lactose (LAC),
solidos totais (ST), extrato seco desengordurado (ESD), nitrogénio ureico (NU) e contagem
de células sométicas (CCS).

Realizou-se a andlise de variancia (ANOVA) para todas as variaveis em estudo,
usando-se um modelo linear, que contemplava os efeitos fixos de inclusdo de niveis
crescentes de Oleo na dieta, periodo recebendo a dieta e suas interagfes. Os dados foram
analisados como medidas repetidas no tempo. As correlagdes existentes entre as medidas
tomadas no mesmo animal, e a producdo antes do inicio do experimento, foram usadas como
covariavel, para verificar se a producdo prévia influenciou o resultado. Desta forma, a
ANOVA foi realizada, usando o procedimento MIXED do SAS (SAS, 2008; versdo 9.2),
onde o animal foi incluido na op¢do SUBJECT da afirmacdo REPEATED. A melhor estrutura
de covariancia para a ANOVA foi escolhida com base no menor valor obtido pelo Bayesian
Information Criterion (BIC) em cada variavel. Quando efeitos significativos (P<0,05) foram
detectados para qualquer um dos efeitos estudados na ANOVA, aplicou-se um teste t-Student

para discriminar as medias de quadrados minimos. Quando efeitos significativos ndo foram
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detectados (P>0,05), realizou-se uma andlise descritiva, usando o procedimento MEANS do
SAS.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Existem variacdes nos resultados de desempenho animal com a utilizacdo dos 6leos
essenciais, principalmente devido as diferencas na sua composic¢do, quantidades administradas
e influéncia de fatores externos, tais como, diferentes dietas, grau de sangue e estagio de
lactacdo.

De maneira geral, experimentos in vivo sdo conduzidos com produtos comerciais, que
possuem, em sua formula, diversos Gleos essenciais, visando tirar proveito dos beneficios
individuais de cada um (ARAUJO, 2010). Porém, nesse estudo, com composto de quatro
6leos diferentes, ndo houve interagdo (P>0,05) entre os tratamentos e 0s periodos em que
foram avaliados e nem diferenca significativa (P>0,05) dos tratamentos sobre as variaveis de
consumo e digestibilidade de nutrientes (Tabela 3).

A auséncia de efeito sobre essas varidveis estdo associadas ao fato do composto de
6leos essenciais ndo terem influenciado o CMS dos animais, seja pela auséncia de melhora na
palatabilidade e/ou pelo ndo efeito sobre os microrganismos ruminais, sem efeito na
degradacdo e na taxa de passagem da dieta. Assim, ndo houve diferenca, também, na
digestibilidade dos nutrientes.

Considerando-se em trabalhos in vitro (GLADINE et al., 2007 ; CALSAMIGLIA et
al., 2007; BENCHAAR et al.,, 2008), pode-se inferir que a falta de efeito sobre os
microrganismos ruminais € devido a adaptacdo dos mesmos aos produtos durante o periodo
de adaptacdo a dieta, feito antes das coletas.

Fato esse, reforcado pela afirmacdo de Spanghero et al. (2009), quando relataram que
a matriz que reveste os 0leos essenciais, também presente no produto usado nesse trabalho,
promove liberacdo lenta do mesmo no rdmen, facilitado essa adaptacdo, pois, 0S
microrganismos vao tendo contato gradual com o produto. Portanto, a diferenca de alguns
experimentos realizados in vitro, comparados aos in vivo, pode ser por esse motivo, visto que,
no primeiro a mistura de 6leos essenciais usada € liquida, e, geralmente, em concentracao
maior.

Quanto a melhora na palatabilidade que o produto exerceria sobre a dieta, talvez nao
tenha ocorrido, porque o 0leo essencial foi misturado somente superficialmente sobre a ragéo,

com intuito de fazer com que 0s animais consumissem totalmente 0 mesmo. Assim, as vacas



29

podem ter percebido as caracteristicas que ddo melhor palatabilidade & dieta apenas nos

primeiros bocados, normalizando a situagéo, posteriormente.

Tabela 3. Efeito de niveis de 6leo essencial na dieta de vacas leiteiras sobre o consumo e
digestibilidade de nutrientes

Tratamentos
CTL OE1,5 OE3 OE4,5
Valor

Média CV(%) Média CV(%) Média CV(%) Média V(%) o5

CMS (% PV) 381 1397 348 8,54 3,91 8,89 36 1405 0,45
CMS (kg/dia) 19,42 1397 17,77 854 1790 8,89 1836 14,05 045
CPB (% PV) 0,79 2219 074 1823 0,74 17,05 0,76 2043 0,45
CEE (% PV) 029 2683 028 2420 028 2431 0,28 2543 0,52
CFDN (% PV) 1,04 1356 0,95 8,30 0,95 9,09 097 14,99 043
CFDA (% PV) 047 1454 0,43 9,92 0,43 940 044 17,13 051
DIG_MS (%) 63,0 1490 650 1422 650 1092 66,0 13,12 0,63
DIG_PB (%) 66,0 1744 690 2006 710 1684 70,0 18,04 0,39
DIG_EE (%) 79,0 9,19 80,0 1164 790 12,85 830 948 042
DIG_FDN (%) 42,0 4036 450 29,61 420 3154 42,0 34,74 0,96

Variavel

Legenda: CTL = sem a inclusdo de dleos essenciais; OE1,5 = 1,5 g/dia do composto; OE3 = 3 g/dia do
composto; OE4,5 = 4,5 g/dia do composto; % PV = Porcentagem do peso vivo; CMS = Consumo de matéria
seca; CPB = Consumo de Proteina bruta; CEE = Consumo de extrato etéreo; CFDN = Consumo de fibra em
detergente neutro; CFDA = Consumo de fibra em detergente &cido; DIG_MS = Digestibilidade da matéria seca;
DIG_PB = Digestibilidade da proteina bruta; DIG_EE = Digestibilidade do extrato etéreo; DIG_FDN =
Digestibilidade da fibra em detergente neutro.

Fica claro em outros estudos como os de Fandifio et al. (2008) e Cardozo et al. (2006),
que a acdo de alguns 6leos essenciais estimula o consumo. Esses autores constataram que, 0
6leo essencial de pimenta aumentou o CMS de bovinos, portanto, a necessidade de estudo
sobre o assunto ainda é grande.

E importante destacar que vacas primiparas possuem menor consumo quando
comparadas as multiparas e maior valor de consumo relativo (% do peso do corporal), pois
possuem menor peso corporal (NRC, 2001). Assim, as médias de CMS (% PV) estdo dentro
das estimativas do NRC (2001) para essa categoria de animais.

Quanto a digestibilidade da dieta, essa esta ligada, intimamente, com a taxa de
passagem, dependente principalmente da quantidade, qualidade do alimento e da microbiota
incidente sobre ele. Assim, como ndo houve diferenca dos dois primeiros fatores no presente
trabalho, certamente, também, ndo houve diferenca na acdo dos microrganismos sobre o
alimento ou essa foi mascarada, pois a digestibilidade ndo divergiu estatisticamente (Tabela
3).
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No presente estudo, a producdo e componentes do leite ndo diferiu (P>0,05) entre os
tratamentos (Tabela 4), pois, o0 aporte de nutrientes advindos da alimentacdo ndo foi maior a
ponto de aumentar sua producdo e nem o metabolismo do animal e da sua microbiota
influirem essas caracteristicas. Portanto, essa similaridade da producdo pode ser justificada,
também, pela similaridade entre as variaveis de consumo e de digestibilidade da dieta (Tabela
3).

Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Spanghero et al.(2009), que
também trabalharam com vacas primiparas, ndo observaram diferenca na producdo nem na
composigdo do leite com o fornecimento do composto comercial (RumaXol Feed), nas doses
de 0,32; 0,64 e 0,96 g/dia.

Vale ressaltar que, mesmo ndo havendo diferenca significativa de GORD, os valores
observados foram baixos, 0 que pode ter sido causado pelo alto teor de concentrado presente
na racdo desses animais, levando a maior producdo de propionato e diminuindo a producéo de
acetato, que é o AGV precursor da gordura do leite. Possivelmente, o ambiente ruminal estava
com PH mais baixo que o normal, e, segundo alguns autores, esse ambiente mais acido
favorece a acdo dos Oleos essenciais, mas no presente trabalho esse efeito ndo foi suficiente
para favorecer o desempenho dos animais, mas pode ter evitado um possivel distarbio

metabolico.

Tabela 4. Efeito de niveis de 6leo essencial na dieta de vacas leiteiras sobre a producao de
leite e seus componentes

Tratamentos
Variavel CTL OE1,5 OE3 OE4,5 Valor
Média CV(%) Média CV(%) Média CV(%) Média CV(%) deP
PL (kg) 30,11 1159 2753 9,79 26,66 13,03 27,18 1441 0,26

PLCG (kg) 23,64 20,07 22,10 22,76 2199 20,00 2253 27,28 0,93
GORD (%) 220 31,63 232 4326 247 4461 247 49,19 0,9

PROT (%) 304 615 310 1324 325 448 306 1432 076
LAC (%) 463 626 461 584 475 330 457 38 032
ST (%) 10,88 599 12,10 2314 11,45 10,62 11,10 12,25 0,30
ESD (%) 867 494 865 696 899 283 863 533 046
CCS (log) 459 27,02 493 2600 45 1284 474 3218 040

NU (mg/dL) 1402 18,20 14,82 16,23 15,82 2354 16,11 21,04 0,70
Legenda: CTL = sem a inclusdo de 6leos essenciais; OE1,5 = 1,5 g/dia do composto; OE3 = 3 g/dia do
composto; OE4,5 = 4,5 g/dia do composto; PL = Producéo de leite; PLCG = Producédo de leite corrigida para
gordura 4 %; GORD = Gordura do leite; PROT = Proteina do leite; LAC = Lactose; ST = Sélidos totais; ESD =
Estrato seco desengordurado; CCS = Contagem de células somaticas; NU = Nitrogénio ureico do leite.
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Quando avaliou-se os efeitos dos periodos sobre a producdo e composicdo do leite,
constatou-se diferenca significativa (P<0,05) para as varidveis de PL, GORD, PROT, LAC,
ST e NU (Tabela 5). Entretanto, ndo houve interacdo dos tratamentos com os periodos e a
reducdo na producdo de leite era esperada, fato que é explicado pela curva de lactacdo de
vacas leiteiras, pois 0s animais j& haviam passado do pico de lactagdo, havendo maior
concentracdo dos solidos no leite, aumentando seus valores, exceto a GORD, que teve
aumento expressivo no Ultimo periodo, pelo fato da menor selecdo de concentrado e melhor
utilizacdo da fibra da dieta.

O ESD nao foi diferente (P>0,05) entre os periodos, mostrando que a GORD foi a
grande responsavel pelo aumento no ST, e o menor valor do NU, no segundo periodo, é
indicativo de que houve melhor eficiéncia na utilizacdo da proteina da dieta nesse periodo. Ja
a CCS, CMS e CFDN nao diferiram (P>0,05) entre os periodos, e as médias de consumo
apresentadas estédo de acordo com os valores estimados pelo NRC (2001) para essa categoria
animal (Tabela 5).

Tabela 5. Efeito de periodo sobre o desempenho, componentes do leite e consumo de vacas
leiteiras primiparas

. Periodo
Variavel Valor de P
1° 2° 3°
PL (kg) 28,5% (0,80) 28,0% (0,80) 27,0° (0,82) 0,03
PLCG (kg) 21,4(0,81) 21,71(1,00) 25,45 (1,89) 0,25
GORD (%) 2,0°(0,22) 2,1° (0,21) 3,2%(0,27) <0,01
PROT (%) 3,0° (0,08) 3,1 (0,08) 3,2% (0,08) 0,04
LAC (%) 4,7% (0,05) 4,6° (0,05) 4,6° (0,06) 0,03
ST (%) 10,8° (0,29) 10,8° (0,15) 13,0% (0,57) <0,01
ESD (%) 8,8 (0,11) 8,7 (0,11) 8,8 (0,12) 0,53
CCS (log) 4,35 (34,80) 4,8 (38,03) 4,9 (40,08) 0,36
NU (mg/dL) 16,2% (0,64) 13,5" (0,62) 16,3% (0,71) <0,01
CMS (% PV) 3,57 (0,46) 3,51 (0,31) 3,75 (0,69) 0,12
CMS (kg/dia) 18,24 (0,46) 17,88 (0,31) 19,01 (0,69) 0,12
CFDN (% PV) 0,96 (0,13) 0,98 (0,09) 1,00 (0,19) 0,37

Legenda: Médias de quadrados minimos (erro padrédo); % PV = Porcentagem do peso vivo; PL = Producdo de
leite; PLCG = Producdo de leite corrigida para gordura 4 %; GORD = Gordura do leite; PROT = Proteina do
leite; LAC = Lactose; ST = Solidos totais; ESD = Estrato seco desengordurado; CCS = Contagem de células
somaticas; NU = Nitrogénio ureico do leite; CMS = Consumo de matéria seca; CFDN = Consumo de fibra em
detergente neutro;***Médias seguidas por diferentes letras entre os perfodos diferem estatisticamente (P<0,05)
pelo teste de t-Student.

Apesar de ndo ter sido identificada diferencas para as variaveis entre os tratamentos

aqui avaliados, existem trabalhos que evidenciaram beneficios com a utilizag@o de essenciais,
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isolados ou em formas compostas. Assim, para melhor elucidar os fenbmenos advindos da
utilizacdo desses 6leos, sdo necessarios mais estudos com abordagem de dosagem Otima para

cada 6leo essencial, forma adequada de fornecimento e relacéo custo beneficio.
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5. CONCLUSAO

Os niveis do composto de 6leos essenciais utilizados ndo influenciaram o consumo, a

digestibilidade, nem a producao e composi¢do do leite de vacas holandesas primiparas.
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