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RESUMO

FREIRE, Leile Daiane Ribeiro. Amilase exdgena e dleos essenciais como alternativa a
monensina em dietas de vacas em lactacdo. Itapetinga, BA: UESB, 2017. 51p.
(Doutorado em Zootecnia, Area de Concentragdo em Producdo de Ruminantes).*

Objetivou-se avaliar os efeitos da adicdo de amilase em dietas com monensina e a
substituicdo da monensina por 0Oleos essenciais (OE) no desempenho e composicdo do
leite, no consumo e digestibilidade dos nutrientes, no metabolismo energético e do
nitrogénio e trocas respiratorias de vacas leiteiras. Foram utilizadas 39 vacas recebendo
dieta a base de silagem de milho e concentrado, e os tratamentos avaliados foram:
Monensina, Monensin + Amilase e OE + Amilase, em delineamento inteiramente
casualizado. A adicdo de amilase aumenta o consumo de matéria seca (CMS) e a producéo
de leite. O leite corrigido para gordura (LCG) e energia (LCE) foi maior para o grupo OE +
amilase em comparagdo com Monensina + amilase (23,1 vs 22,3 e 21.3 vs 20.6 kg dia™,
respectivamente), enquanto o FCM e ECM foi maior para monensina + amilase em
comparagdo com monensina (22.3 vs 21.2 e 20.6 vs 19.5 kg dia-1). O tratamento com OE
+ amilase apresentou maior teor de gordura, proteina e solidos totais. O teor de gordura
para OE + amilase foi 10,6% maior em compara¢do com 0s outros tratamentos. A
substituicdo da monensin por OE ndo alterou a emissao de metano. A adi¢do de amilase em
dietas com monensina e a substituicdo da amilase por OE ndo influenciou a particdo
energeética e o balanco de nitrogénio. A concentracdo plasmaticas de AGNE foi reduzida
guando a monensina foi substituida por OE. Os 6leos essenciais associados a amilase
podem ser usados em dietas para vacas em lactacdo como substituto da monensina, pois
melhora a eficiéncia e potencializa a producao de leite.

Palavras-chave: amido, bioenergética, enzima, respirometria.

* Orientador: Marcio dos Santos Pedreira, DSc. UESB e Coorientadores: Luiz Gustavo Ribeiro Pereira, DSc.
Embrapa Gado de Leite e Herimd Giovane de Oliveira Silva — Prof. DSc. UESB



ABSTRACT

FREIRE, Leile Daiane Ribeiro. Exogenous amylase and essential oils as an alternative
to monensin in diets of lactating cows. Itapetinga, BA: UESB, 2016. 51p. (Thesis —
Doctorate degree in Animal Science, Area of concentration in Production of Ruminants).*

The goal of this research was to evaluate the effects of amylase addition on diets
with monensin. We also evaluated how the substitution of the monensin for OE affected
the performance, the milk composition, in the consume and the digestibility of the
nutrients, the nitrogen and energetic metabolism and respiratory changes. Thirty-nine
lactating crossbred Gyr x Holstein cows (75 + 34 DIM, 20,74+4,2 kg milk/d, 502 + 57
BW), receiving diet based on corn silage and concentrate (533: 467 g / kg), the evaluated
treatments were: Monensin, Monensin + Amylase and OE + Amylase, in a completely
randomized design. The addition of amylase increases dry matter intake (CMS) and milk
production. Fat (FCM) and energy corrected milk (ECM) were higher for OE + amylase
compared to monensin + amylase (23.1 vs 22.3 and 21.3 vs 20.6 kg day -1 respectively ),
Whereas the FCM and ECM was higher for monensin + Amylase compared to Monensin
(22.3 vs 21.2 and 20.6 vs. 19.5 kg day-1). The treatment with OE + amylase presented
higher content of fats, proteins and total solids. The fat content for OE + amylase was
10.6% higher compared to the other treatments. The replacement of monensin for OE did
not change the methane emission. The addition of amylase in monensin diets and the
substitution of amylase for OE did not influence the energetic partition or the balance of
nitrogen. The plasma concentration of NEFA was reduced when the monensin was
replaced for OE. The essential oils associated with amylase can be used in diets for
lactating cows as a substitute for monensin, improve efficiency and potentiate milk
production.

Keywords: bioenergetics, enzyme, respirometry, starch.

* Adviser: Méarcio dos Santos Pedreira, DSc. UESB and Co-adviser: Luiz Gustavo Ribeiro Pereira, DSc.
Embrapa Gado de Leite e Herima Giovane de Oliveira Silva — Prof. DSc. UESB.



| - REFERENCIAL TEORICO

1. Introducéo Geral

A profissionalizacdo da pecuéria leiteira no Brasil € incentivada pelo aumento da
demanda mundial por alimentos em razdo do crescimento da populacéo global, bem como
pela abertura de mercados internacionais e, consequentemente, pela valorizacdo dos
produtos lacteos brasileiros. Por outro lado, a medida que se conquista novos mercados
consumidores, a demanda por produtos seguros e de qualidade, aliada as novas politicas
conservacionistas, geram um grande desafio para os pecuaristas brasileiros.

Nesse contexto, além do cumprimento das exigéncias ambientais, € necessaria a
implantacdo de tecnologias que garantam a qualidade dos produtos lacteos sem, no entanto,
inviabilizar a atividade leiteira.

Os ionoforos sdo antimicrobianos tipicamente utilizados como aditivos em
rebanhos comerciais de bovinos leiteiros, visando modular o consumo de matéria seca e
aumentar a eficiéncia de producdo de leite (Machado et al., 2011). A utilizacdo dessas
substancias, além de aumentar a produtividade e melhorar o desempenho animal, tem o
potencial de tornar os atuais sistemas de producdo mais sustentaveis, especialmente devido
a sua acdo moduladora sobre a fermentacdo ruminal. A acdo dos iondforos no rimen
ocorre por mudancas na populacdo microbiana, inibindo principalmente as bactérias Gram-
positivas (RUSSEL, 1987).

A digestdo de amido no trato gastrointestinal total geralmente ndo tem sido afetada
pelos iondforos. Entretanto, lasalocida e monensina reduzem a porcentagem de amido
digerido no rimen e aumenta a quantidade de amido digerido no intestino. Essa mudanca
no local de digestdo deve resultar em mais energia, que é absorvida como glicose no
intestino do que como AGV no rimen, podendo, assim, permitir o uso mais eficiente desta.
A monensina também pode aumentar a capacidade enzimatica para a digestdo do amido no
intestino delgado, pois nota-se que uma maior atividade da amilase é encontrada nas fezes
e pancreas de bovinos que recebem monensina.

A principal critica ao uso desses promotores de crescimento € que sua utilizagédo
poderia resultar na presenca de residuos dessas substancias nos produtos de origem animal,
uma vez gque a maioria dos antibio6ticos ndo sdo totalmente metabolizados (Regitano e Leal,

2010). Por isso, a Unido Europeia proibiu, em 2006, a utilizagdo dessas substancias como



promotoras de desempenho, liberando o seu uso apenas para fins medicinais. Apesar de
ndo utiliza-las em suas propriedades leiteiras, a comunidade europeia estabeleceu niveis
considerados seguros e monitora os residuos desses compostos nos produtos lacteos
adquiridos de outros paises.

A administracdo de 6leos essenciais como alternativa aos ion6foros antibioticos na
dieta de bovinos leiteiros permite um aporte energético para animais de elevado potencial
produtivo, normalmente limitados pelo consumo de energia, para expressar seu maximo
desempenho. De acordo com Palmquist e Mattos (2006), o fornecimento de lipidios para
vacas leiteiras aumenta a capacidade de absor¢do de vitaminas lipossolUveis, o aporte de
acidos graxos essenciais e a eficiéncia de secrecdo de gordura no leite.

Além disso, dietas com inclusdo de lipidios apresentam reducdo da metanogénese
(Dohme et al., 2000) e da populacdo de protozoarios ciliados, o que, segundo Jouany
(1996), favorece a colonizacdo de bactérias celuloliticas, diminui a reciclagem de N

microbiano e a concentracdo de amdnia no ramen.

1.1 Utilizag&o dos aditivos

Segundo Instrucdo Normativa 44/2015, do Ministério da Agricultura, aditivo para
produtos destinados a alimentacdo animal é: substancia, microrganismo ou produto
formulado, adicionado intencionalmente aos produtos, que ndo é utilizada normalmente
como ingrediente; tenha ou ndo valor nutritivo e que melhore as caracteristicas dos
produtos destinados a alimentacéo animal ou dos produtos animais; melhore o desempenho
dos animais sadios; ou atenda as necessidades nutricionais.

Sendo a nutricdo uma das principais ferramentas para a producdo leiteira atual, o
estudo das substancias capazes de modular a fermentacdo ruminal, com o intuito de
melhorar 0 aproveitamento dos nutrientes pelos microrganismos ruminais, destaca-se como
0 topico mais importante na nutricdo de ruminantes.

Os nutrientes ingeridos sdo oportunamente utilizados pelos microrganismos para
produzir acidos graxos de cadeia curta e sintetizar proteina microbiana. Porém, este
processo fermentativo ndo € téo eficiente na conservagédo de energia (perda de metano) e de
proteina (perda por meio de nitrogénio amoniacal), podendo limitar a atividade produtiva e

contribuir para a perda de nutrientes no ambiente.



De acordo com Segabinazzi (2008), é necessaria a otimizacdo do desempenho dos
ruminantes através da manipulagdo dos padrdes da fermentacdo ruminal, de modo que as
alteracdes na composicdo da microbiota do radmen potencializem a sintese de produtos
provenientes da digestdo dos alimentos, tornando-a mais eficaz e menos dispendiosa em
termos de energia. Logo, o animal pode utilizar essa energia extra para crescimento,

melhoria na conversdo alimentar, ganho de peso ou producdo de leite (Mertens, 1994).

1.2 Moduladores de fermentac@o ruminal — lonéforos

Os ionoforos sdo assim chamados em funcdo da sua propriedade transportadora de
ions, possuindo capacidade de formar complexos lipossoliveis com cations e mediar seu
transporte através das membranas lipidicas (Pressman, 1968).

O uso das substancias antimicrobianas com finalidade de aditivo zootécnico,
melhorador de desempenho na alimentacdo animal, iniciou-se na década de 50. Estas
podem ser divididas em dois grupos, ionéforos e nao iondforos, de acordo com o seu modo
de acdo.

A adicdo de moduladores de fermentagdo ruminal é estratégia amplamente
empregada nas dietas de vacas leiteiras por melhorar a conversao alimentar (MORRIS et
al., 1990; OWENS et al., 1991) e ainda, por sua praticidade no fornecimento da ragédo
diaria.

Algumas substancias podem ser utilizadas para essa funcionalidade, sendo elas:

e Antimicrobianos iondforos, que podem ser usados em dietas de ruminantes,
sendo que, no Brasil, apenas trés sdo registrados no Ministério da
Agricultura e Abastecimento, a saber: Lasalocida, Monensina Sédica e a
Salinomicina Sodica;

e Antimicrobianos ndo ionéforos, sendo a Virginiamicina o principal exemplo
dessa classe;

e Oleos essenciais;

e Probioticos.

Antibidticos ionoforos atuam na redugéo de perdas de energia e proteina no rimen

e no aumento do desempenho dos animais. O motivo desses ionoforos aumentarem o



desempenho de animais é atribuido principalmente a melhora da eficiéncia energética,
devido ao aumento da digestibilidade dos alimentos, ao aumento da producdo do acido
propiénico, com consequente reducdo da relacdo acetato/propionato, da diminuicdo da
producdo de metano e acido lactico, e por reduzir as perdas de proteina e aminoacidos que
seriam potencialmente fermentados em nivel de ramen (Russell; Strobel, 1989).

Embora a legislagdo classifique os ion6foros como antibidticos, fazendo seu uso ser
cada vez mais criticado pela sociedade consumidora, sua utilizacdo é prova de que a
manipulacdo da fermentacao ruminal contribui para o aumento do desempenho animal.

A utilizagdo da monensina reduziu em 2% o consumo de matéria seca, aumentou a
producéo de leite em 2% e melhorou a eficiéncia na produgédo de leite em 77 trabalhos
observados. O uso do aditivo também melhorou o escore da condicdo corporal e
proporcionou mudangas sobre o ganho de peso (mais ganho ou menos perda) (Duffield et
al., 2008).

1.3 Monensina

A monensina sédica é um iondforo aprovado para uso em vacas leiteiras em
lactacdo em varios paises, incluindo Australia, Argentina, Canada, Brasil, Nova Zelandia,
Africa do Sul e Estados Unidos. A monensina é um polieter carboxilico, produzido a partir
do fungo Streptomyces cinnamonensis (Haney; Hoehn, 1967), que altera o fluxo dos ions
monovalentes pela membrana das bactérias gram-negativas, alterando sua funcdo normal e
causando o rompimento desses microrganismos (Duffield; Bagg, 2000). A monensina €é
amplamente utilizada e a maioria das pesquisas envolvendo a utilizacdo de ionoforos se
baseia na utilizacdo da mesma.

Em um estudo tradicional realizado por Schelling (1984), foi proposto sete modos
de acdo, através dos quais a monensina melhora o desempenho de ruminantes que, segundo
0 autor, sdo: 1) modificacdo na producdo de acidos graxos volateis, pois todos os efeitos
dos iondforos sdo secundarios ao fenébmeno causado pela alteracéo da fisiologia normal da
membrana celular dos microrganismos, entdo, de maneira geral, bactérias que produzem o0s
acidos latico, aceético, butirico e férmico, e também o H, séo susceptiveis aos iondforos,
enguanto bactérias produtoras dos acidos succinico e propidnico, e aquelas fermentadoras
de lactato séo resistentes; 2) alteragdo na producdo de gases, pois concomitantemente ao

aumento do propionato, ocorre a redugdo na producédo de metano; 3) alteracdo no consumo



de alimentos; 4) modificagdo na digestibilidade dos alimentos; 5) alteracdo no enchimento
do rimen e taxa de passagem; e 6) alteracdo na utilizagdo de proteina.

A utilizacdo de iondforos para animais em lactagcdo influencia a fermentacdo em
nivel ruminal, e isso tem afetado o desempenho produtivo de vacas em lactacdo. Os
aumentos na producdo de propionato e o0s decréscimos na producdo de acetato, butirato e
metano aumentam o aporte de glicose para a sintese de leite, influenciando diretamente a
producdo, devido ao maior nimero de precursores para a sintese de lactose.

Tambeém, com efeitos adicionais da producdo aumentada de glicose estd o maior
aporte de aminodacidos disponiveis para a gliconeogénese e a alteragdo do perfil hormonal,
que podem modificar a particdo dos nutrientes e a composicao do leite (NRC, 2001).

O volumoso utilizado, o periodo de lactacdo, o nivel de producdo e a dose utilizada
de monensina sodica sdo fatores que interagem e geram resultados, muitas vezes,
contraditorios aos estudos que envolvem monensina sodica para vacas em lactacéo,
sugerindo haver interacOes entre fatores dietéticos e fisioldgicos envolvidos.

Em relacdo ao volumoso utilizado com a suplementacdo de monensina sddica,
Eifert et al. (2005), utilizando silagem de milho como volumoso para vacas no inicio da
lactacdo, com dose de 16 mg/kg MS de monensina, ndo encontraram diferenga no consumo
de matéria seca (17,8 vs 17,8 kg/dia) e na producdo de leite (26,6 vs 25,9 kg/dia) em
relacdo a racdo controle, respectivamente. Gallardo et al. (2005) utilizaram pastagem de
alfafa associada a suplementacdo de 16 mg/kg MS de monensina, para animais no mesmo
periodo de lactacdo, e observaram diferenca na producdo de leite (27,7 vs 26,6 kg/dia) em
relacdo a racao controle.

Gandra et al. (2010) avaliaram concentrac@es crescentes de monensina sodica nas
dietas de vacas leiteiras no terco médio de lactacdo e seus efeitos sobre consumo
digestibilidade aparente total da matéria seca e dos nutriente, producdo e composicdo do
leite, fermentacdo ruminal, sintese de proteina microbiana, parametros sanguineos e
residuos de monensina no leite. Os autores observaram reducdo linear do consumo e
resposta quadratica sobre a producdo de leite, resultando na maior eficiéncia produtiva,
guando a dose utilizada foi de 24 mg/kg de matéria seca da dieta, similar ao observado em
estudos anteriores.

Oelker et al. (2009) avaliaram dois tipos de volumosos, feno de alfafa e silagem de
milho para vacas no terco médio de lactacdo, e com suplementacdo de 17 mg/kg MS de
monensina e observaram diferencga (P< 0,05) para producéo de leite (38,4 vs 34,5 kg/dia) e

digestibilidade da matéria seca (70,0 vs 64,6%), quando comparadas ao controle. No



entanto, ndo observaram diferenca no consumo de matéria seca (21,7 vs 20,6 kg/dia),
respectivamente, para silagem de milho e feno de alfafa.

A monensina proporciona ainda mudanca nos parametros sanguineos de vacas
leiteiras, principalmente no metabolismo energético, através da glicose, acidos graxos nao
esterificados e B-hidroxibutitato. Da Silva et al. (2007) avaliaram a suplementacdo de
monensina em dose de 20 mg/kg MS em vacas no inicio de lactagdo, e ndo encontraram
nenhum efeito sobre o colesterol total, colesterol-HDL e triglicérides, no entanto, observou
efeito da monensina sobre a concentracdo plasmatica de colesterol- LDL em relacdo a

racao controle.

1.4 Aditivos naturais como alternativa ao uso de ionéforos

Com a restricdo da Unido Europeia quanto a utilizagdo dos antimicrobianos como
moduladores da fermentacdo ruminal, alternativas naturais vem sendo pesquisadas para
substituicdo dos iondéforos.

Assim, surge alternativas com a necessidade de adequar o modelo de
suplementacdo com as restricdes do cendrio internacional, e a possibilidade de mudancas
também na producéo nacional.

Ainda sdo pouco explorados estudos a cerca do uso de aditivos na nutri¢cdo animal,
com isso, o conhecimento da eficiéncia dos mesmos sdo escassos, porém, a linha de
pesquisa relacionada ao uso destes vem crescendo e as substancias utilizadas séo variadas.

A monensina destaca-se como alternativa, com possiveis caracteristicas a serem
aproveitadas para a alimentacdo animal, promovendo melhor desempenho destes.

A selecdo cuidadosa e a combinacdo de diferentes aditivos podem permitir a
manipulacdo da degradacdo de proteinas no rimen (Cardozo et al. 2004). Segundo
Calsamiglia et al. (2006), com a finalidade de encontrar alternativas para modulagéo
ruminal, pesquisas vém sendo conduzidas substituindo os iondforos por produtos
alternativos de melhor impacto para o mercado consumidor, dentre as alternativas,

destacam-se o0s 0leos essenciais.



1.5 Oleos essenciais

Os o6leos essenciais sdo compostos secundarios, obtidos por destilacdo a vapor ou
extracdo por solvente de varias partes de plantas (por exemplo, folhas, flores, caules e
sementes). Estes dleos sdo 0s componentes volateis responsaveis, na maioria das vezes,
pelo aroma caracteristico de especiarias.

Oleos extraidos de determinadas plantas podem interagir com a membrana celular
microbiana e inibir o desenvolvimento de algumas bactérias ruminais gram-positivas e
gram-negativas.

Os bleos essenciais também parecem ser alternativa natural como aditivo para o uso
de promotores de crescimento em racdes destinadas a alimentacdo animal. Nos ultimos
anos, resgatou-se o interesse que comecou acerca de 50 anos na utilizacdo de tais
compostos, o qual foi desestimulado com o uso dos ionéforos (Crane, 1957).

Segundo a Comissdo Europeia para o Desenvolvimento, as pesquisas com 6leos
essenciais se intensificaram por duas razdes principais: em primeiro lugar, para encontrar
uma alternativa natural apds a proibicdo do uso de antibidticos como aditivos para
alimentacdo animal em vérios paises; e segundo, pelo aumento de preocupagdes sobre 0s
efeitos ambientais da producédo de ruminantes.

Desde a declaracdo da proibicdo de antimicrobianos como aditivos de alimentos na
Unido Europeia, tem havido interesse crescente pelo estudo dos efeitos e mecanismos de
acdo de 6leos essenciais na fermentacdo microbiana ruminal.

Os trabalhos envolvendo os 6leos essenciais sdo, na maioria, realizados in vitro,
sendo Uteis para uma avaliacdo inicial da atividade dos 6leos essenciais, suas atividades
antimicrobianas, dosagens e adequadas concentragbes, para posteriormente serem
avaliados in vivo.

Crane et al. (1957) foram provavelmente os primeiros a demonstrar os efeitos dos
6leos essenciais sobre a fermentagdo ruminal, verificando que limoneno e pineno eram
capazes de inibir a foracdo de CH,. Atividades antimicrobiana, antiflngica, antiviral,
antiparasitaria, inseticida, antiprotozoarios e antioxidante ja foram observadas em muitos
oleos essenciais (Burt, 2004).

Os Oleos essenciais apresentam uma atividade antibacteriana seletiva, com o
espectro de atividade antibacteriana variando com os compostos testados (Janssen et al.,
1986; Lis-Balchin; Deans, 1997; Demetzos et al., 1997).



Benchaar et al. (2006b) ndo encontraram mudanca na produgdo e composicdo do
leite de vacas alimentadas com 2 g/vaca/dia de Crina Ruminants. Quanto a composicao do
leite, os autores encontraram diferenca na concentracdo de lactose do leite, que foi maior
para as vacas suplementadas com o aditivo.

Estudos anteriores ainda sugeriram que os Oleos essenciais poderiam alterar a
fermentagdo ruminal (OH et al., 1967), aumentando a eficiéncia energética, melhorando o
metabolismo proteico e diminuindo o risco de acidose ruminal. A atividade microbiana,
medida pela producdo de gas durante incubacdes in vitro, foi inibida ou aumentada
dependendo da natureza do dleo essencial adicionado (OH et al., 1967, 1968).

Para o efeito do tratamento com 6leos essenciais sobre a producéo de leite, Tassoul
e Shaver (2009) relataram nenhum efeito na producéo de leite trabalhando com vacas no
inicio de lactacdo, diferentemente de Kung et al. (2008) que observaram aumento de
producdo em vacas no meio de lactacéo.

J& Giannenas et al. (2011), trabalhando com 80 ovelhas em lactacdo suplementadas
com Oxido de etileno aos niveis de 50, 100 e 150 mg / kg, observaram o efeito do
tratamento sobre a producdo diaria de leite, sendo significativa a inclusdo de O&leos
essenciais, em dose-dependente, de maneira que a producdo média de leite foi 1,565 L / d
para controle versus 1,681, 1,876 e 2,119 L / d.

O suplemento Crina® Ruminantes € uma mistura de componentes de oOleo
essenciais contendo de 100 a 300 g / kg de compostos fendlicos, incluindo cresol,
resorcinol, timol, eugenol, guaiacol (Rossi, 1994).

No que se refere ao consumo dos animais suplementados, Benchaar et al. (2007b)
ndo observaram alteracdo no consumo de matéria seca, quando as vacas em lactacdo foram
alimentadas com uma mistura de Oleos essenciais (0,75 g / d; Crina Ruminantes).
Trabalhando em uma dosagem maior de uma mistura de compostos de 6xido de etileno (2
e 4 g / cabeca por dia), esses autores, em outro trabalho, observaram um aumento na
ingestdo de matéria seca de bovinos de corte alimentados com silagem (Benchaar et al.,
2006b).

Calsamiglia et al. (2007), compilando trabalhos in vitro e in situ, concluiram sobre
os efeitos ruminais dos 6leos essenciais, ao observar que 0s mesmos inibem a desaminacgao
e metanogénese, resultando em menor NH3-N, metano e acetato, e propicia concentragdes
mais elevadas de propionato e butirato. Todavia, as respostas sdo variaveis aos 6leos
essenciais, a combinagdo dos mesmos e sua suplementacdo. Os autores ainda averiguaram

que os efeitos de alguns destes 0leos essenciais sdo dependentes do pH e da dieta.
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Com relacdo a ingestdo de matéria seca e producdo de leite, Tassoul e Shaver
(2009) constataram que 1 g/d de mistura de 6leos essenciais (Crina® Ruminants) reduziu
em 7% a ingestdo de matéria seca, com auséncia de efeito sobre a producdo de leite. A
mistura de 0leos essenciais Crina Ruminants consiste de uma mistura incluindo 6leo de
timol, eugenol, vanilina, guaiacol e limoneno (Mcintosh et al., 2003; Castillejos et al.,
2005).

Estudos demonstraram que 6leos essenciais reduziram a producdo de CH4 entre
74% e 69%, efeito inclusive mais pronunciado do que o observado para a monensina
(Busquet et al., 2005a). Os mesmos pesquisadores verificaram que estas substancias
aumentaram a proporcdo de propionato e reduziram a de acetato (Busquet et al., 2005b).
Oleos essenciais podem ainda inibir a protedlise ou estimular a quebra de peptideos, ja que
foi comprovada a diminuicdo de 18% na concentracdo de peptideos de cadeia longa devido
a adicdo de 5 mg/L de uma mistura de 6leos essenciais (Castillejos et al., 2006).

Fernandez et al. (1997) mostraram que um produto comercial de compostos de
6leos essenciais misturados inibiu a degradacéo da proteina no rimen, aumentando, assim,
0 aporte de proteina dietética para o trato digestdrio posterior ao rimen.

Trabalhos encontrados na literatura sdo altamente variaveis com a utilizagdo de
6leos essenciais. Por exemplo, conforme trabalho ja mencionado, Tassoul e Shaver (2009)
relataram nenhum efeito na producdo de leite e depressdo na ingestdo de matéira seca, 0
mesmo produto que resultou no aumento da producdo de leite no estudo de Kung et al.
(2008).

Essa variabilidade na resposta animal ndo é surpreendente e é resultado de uma
série de fatores, incluindo a fonte do 6leo essencial, a composicdo da dieta utilizada,

dosagens, condi¢Bes experimentais e diversas outras (Benchaar et al. 2009).

1.6 Amilase

Amilase € uma enzima catalisadora da hidrdlise da amilopectina, da amilose e do
glicogénio em maltose e dextrinas. Os ruminantes apresentam a amilase pancreética, sendo
uma enzima da classe das hidrolases que atua extracelular para clivar o amido e o
glicogénio que sdo ingeridos na dieta.

Quando o amido representa o principal componente em dietas de animais de alta
produgdo, como em confinamento, 0 uso de enzimas que manipulem sua digestdo no

rimen poderd promover aumento da produtividade (Tricarico et al., 2008). Segundo
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Huntington (1997), a digestdo ruminal do amido é um dos fatores mais importantes na
determinacdo do desempenho de ruminantes alimentados com dietas de alto concentrado.

Portanto, a suplementacdo exdgena de amilase poderia ser empregada para diminuir
as variagOes inexplicaveis da degradacdo ruminal de amido em fontes ricas deste
componente na dieta. Teoricamente, a suplementagdo com oa-amilase aumenta a
disponibilidade dos produtos da hidrolise do amido no rdmen, alterando,
consequentemente, os processos de fermentagdo ruminal.

Além dos requisitos para manutencao e crescimento, as vacas leiteiras enfrentam
maiores demandas de nutrientes durante a lactagdo. Os carboidratos sdo usados como a
principal fonte de energia, normalmente fornecendo mais da metade da energia nas dietas
de gado (Nafikov e Beitz, 2007). A maioria das dietas para gado leiteiro em lactacdo nos
Estados Unidos contém 25 a 30% de amido (Ellis et al., 2011; DeVries e Gill, 2012;
Golder et al., 2012).

A alta degradacao ruminal do amido fornece substrato para suportar a producéo de
AGYV e o crescimento microbiano e, por conseguinte, a producdo de enzimas microbianas e
a producdo de proteina microbiana. Essa degradacdo enzimatica € crucial para o
metabolismo do corpo inteiro porque precursores de glicose e outros “combustiveis” sdo
gerados através dele para o metabolismo hospedeiro-animal (Lemosquet et al., 2009).

A inclusdo de amilase em dietas para vacas de alta produtividade é projetada para
aumentar a utilizacdo de carboidratos em ragdes. Em muitos animais ndo-ruminantes, as
glandulas salivares secretam amilase para comecar a quebrar o amido, assim que o
alimento entra na boca. Os ruminantes ndo tém amilase salivar (McDougall, 1948); A
populacdo microbiana no rimen é, em grande parte, responsavel pela degradacdo do
amido.

O uso da enzima alfa amilase proporciona uma melhor ambiéncia ruminal e reduz a
excrecdo de amido nas fezes, proporcionando melhor eficiéncia alimentar e reducdo do
custo de producdo da arroba produzida no confinamento. Amilase faz a hidrélise do amido
no ambiente ruminal, transformando o amido em oligossacarideos, que é estavel no rimen
(pH e temperatura) e ndo causa reducdo no pH ruminal, o que beneficia o controle da
acidose e melhora todo o metabolismo energético do bovino confinado. Produtos
formulados com essa tecnologia séo indicados para confinadores que trabalham com mais
de 25% de amido na dieta.

A adicdo de amilase foi avaliada principalmente como um método para aumentar a

degradabilidade do amido ruminal, mas a literatura sugere que a amilase pode melhorar a
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produtividade de vacas em lactacdo, independentemente dos efeitos na digestdo do amido
do trato total (DeFrain et al., 2005; Cabrita et al. , 2007, Ferraretto et al., 2011). De fato,
uma das respostas mais consistentes a amilase exdgena € um aumento na digestibilidade da
FDN (Bowman et al., 2002, Gencoglu et al., 2010).

Embora o mecanismo exato ndo seja conhecido, a adicdo de amilase a ragdes para
vacas em lactagdo mostrou aumento na digestibilidade da FDN (Gencoglu et al., 2010;
Weiss et al., 2011). Segundo Klingerman et al (2009), o RumiStar melhora
significativamente a digestibilidade da MS, MO e FDN em dietas baseadas em silagem de
milho como volumoso. Isso resultou em aumento do leite corrigido para gordura em 3,6 kg
e melhor eficiéncia na producdo de leite. No entanto, os resultados ndo sdo constantes,
Hristov et al. (2008), utilizando baixas concentragfes dos complexos enzimaticos contendo
amilases, ndo observaram nenhum efeito sobre a fermentacao ruminal, sintese de proteina
microbiana e digestdo de nutrientes em vacas leiteiras. Por outro lado, Klingerman et al.
(2009) observaram aumento na producdo leiteira com a adi¢do do complexo enzimaético,
apesar de seu mecanismo nao ser totalmente conhecido.

Tricarico et al. (2005), avaliando os efeitos da a-amilase, nos niveis 0; 240; 480 e
720 DU/kg de MS, para vacas de leite, encontraram aumento linear da concentragdo de
glicose plasmética e ndo verificaram incremento no desaparecimento ruminal do amido,
porém, verificaram aumento na producéo de leite e na proporcdo de gordura no leite, com a

adicdo de 240 unidades dextrinizantes/kg de matéria seca da dieta.

1.7 Particao da energia

A particdo da energia consiste em avaliar a quantidade de energia contida em um
alimento ou dieta e quantificar as perdas dessa mesma energia nos processos fisioldgicos.

A energia quimica presente nos alimentos, obtida através da sua combustéo
completa até CO2 e H,0, é chamada de Energia Bruta (EB) (White 1928; Sturtevant, 1945;
Kleiber, 1950a, citados por Kleiber 1972). A quantidade de energia bruta de um alimento
depende da sua composic¢do quimica, mas guarda pouca relagdo com o que esta disponivel
para o animal, apesar de, em grande parte, 0 animal utilizar a oxidacdo como forma de
gerar energia. Isso porque existem perdas no processo de digestdo e metabolizacdo que sdo

extremamente variaveis.



13

Descontando a primeira ineficiéncia que € a energia perdida nas fezes, sobra a
porcdo da energia quimica que é absorvida pelo organismo, chamada Energia Digestivel
(ED). Essa perda varia de acordo com a digestibilidade dos alimentos. A proporcdo de
energia digestivel disponivel para o animal em relacdo a energia bruta do alimento pode
variar de 0,30, para forragens muito maduras, a 0,90, para gréos processados e de alta
qualidade. O valor da energia digestivel possui importancia na avalia¢cdo do alimento ou
dieta por refletir sua digestibilidade. Entretanto, falha ao considerar as perdas ocorridas em
funcdo de processos digestivos, podendo superestimar o valor de energia digestivel para
dietas de baixa digestibilidade (ricas em forragem) em relacdo a dietas ricas em grdo, de
alta digestibilidade (NRC, 2000).

A segunda perda de energia, ou seja, a préxima ineficiéncia do processo ocorre no
metabolismo da energia absorvida (digestivel). Essa ineficiéncia decorre da perda de
energia através da urina e dos gases. A perda através dos gases € particularmente
importante para ruminantes, por causa da fermentacdo ruminal. Descontadas as perdas da
energia da urina mais as dos gases (principalmente metano) ARC (1980), ficamos com a
Energia Metabolizavel, ou energia disponivel as células do animal.

A produgdo de metano em ruminantes corresponde, em média, a uma perda
energética equivalente a 6% da energia bruta ingerida (Johnson e Johnson, 1995). A
eficiéncia em converter a energia digestivel em energia metabolizavel é cerca de 0,80,
podendo essa relacdo variar consideravelmente em funcdo do nivel de ingestdo de matéria
seca, idade do animal e tipo da dieta (ARC, 1980; NRC 2000).

A terceira perda de energia seria o Incremento Caldrico, que é a perda energética na
forma de calor inerente a metabolizacdo dos alimentos. Subtraindo-se o incremento
caldrico da Energia Metabolizavel, tem-se a Energia Liquida, que é efetivamente a energia
disponivel para o animal sobreviver e produzir.

Parte da Energia Liquida vai para o metabolismo basal do animal que, basicamente,
seria responsavel pela manutencdo da temperatura corporal, potencial de membranas e
“turnover” de macromoléculas, conhecida como Energia Liquida de Manutencdo. A outra
parte da energia seria a responsavel pela producdo animal, isto €, seria a Energia Liquida
de Producdo, usada para crescimento ou secrecdo dos produtos animais (carne, leite,
gestacéo).

As vantagens do sistema de energia liquida seriam que: 1) a energia expressa como

energia liquida € independente do tipo de dieta; e 2) os valores de energia do alimento sdo
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determinados separadamente para diferentes funcgdes fisioldgicas, isto €, mantenca, ganho,
lactacdo e gestacao.

A particdo energética pode ser visualizada no esquema da figura 1

Ingestdo de energia ——————————  Energia Digestivel| ——M———— Energia fecal (EF)
com alimento(IE) (ED) \\_ Alimentoindigestivel

o ) Metabdlitos
\\
\'a.
L -
. Energia dos gases (EG)
///./.
//
Produgdo de calor (PC) E— 0 N SRS 3 M et a DO Ve = e —— Energia perdida na
(EM) urina (EV)
Metabolismo basal (PCwms)
Atividade voluntaria (PCAti) Energia Retida (ER) R Ui
Digestdo e absor¢do (PCDig) (Produto util) fCEEiaidos sedl os (Eec)
Calor de fermentagdo (PCrer) | |lactagio (Elag)
Concepto (ECon)

Formagéo de produtos (PCPro) 7 :
Termorregulacio (PCTer) L3, pelo (EPel)
Formagdo de Residuos e Excregdo (PCExc)

Figura 1 - Particdo da energia do alimento no animal. Fonte: Adaptado do NRC (1981).

1.8 Parametros sanguineos

Os parametros sanguineos apresentam relagdo com o metabolismo proteico,
energético e enzimatico (no muasculo e no figado) dos animais.

Variacdes dos metabolitos sanguineos em vacas leiteiras permitem estimar o
processo de adaptacdo metabdlica a novas situacOes fisioldgicas ou de alimentacao.
Estudos citados na literatura apontam resultados inconsistentes com relagcéo aos efeitos da
suplementacdo de gordura nas ragdes sobre o metabolismo de ruminantes. De acordo com
Christensen et al. (1994), o metabolismo ruminal, absorcéo intestinal, transporte sistémico,
metabolismo sistémico, secrecdo e deposicdo de gordura no organismo Sao aspectos
diretamente ligados ao metabolismo de lipidios e podem influenciar os parametros
sanguineos em animais recebendo gordura nas racdes.

O principal regulador do metabolismo de energia nos mamiferos é a glicose
sanguinea (Lehninger et al., 1995). Os ruminantes apresentam uma peculiaridade, pois
apenas 5% da glicose ingerida é absorvida diretamente (Herdt, 1988). A maior parte da

glicose oriunda da dieta sofre fermentacdo ruminal, sendo convertida a acidos graxos
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volateis e, com isto, faz-se necessario um constante estado de gliconeogénese para suprir a
demanda de glicose (Herdt, 1988).

Quando ha reducdo de CMS, pouco propionato € produzido no rumen, sendo este o
principal precursor de glicose em ruminantes (Fernandes et al., 2012), reduzindo, assim, a
glicose circulante. Com a condi¢do de hipoglicemia, o organismo reduz a producdo de
insulina e, dessa forma, o organismo passa a entender que falta energia e que ha
necessidade de mobilizar reservas corporais.

De acordo com Bell et al. (2011), a cada kg de leite produzido sdo necessarios 729
de glicose que, em sua maioria, é convertida em lactose. Entretanto, no inicio da lactacdo, a
fermentacdo dos AGVs sO podem atender cerca de 85% das necessidades de glicose,
causando um déficit diario de 5009 de glicose.

A avaliacdo dos valores de ureia no sangue indica o estado da nutricdo proteica,
avaliando o seu balango no metabolismo animal. Durante a fermentagdo ruminal, sempre
que a concentragdo de amodnia exceder o nivel de utilizacdo pelos microrganismos, a
mesma € absorvida e, através da circulacdo entero-hepética, chega ao figado, onde é
transformada em ureia que, juntamente com a ureia produzida no figado a partir do
metabolismo de aminoé&cidos, constituem a maior parte da ureia plasmatica. Parte dessa
ureia € reciclada, via saliva e parede ruminal, e volta para o rimen, e a outra € excretada
através da urina (Butler, 1998, Butler et al., 1996).

A concentracdo de ureia plasmatica em ruminantes esta diretamente relacionada
com 0 consumo de proteina e tem sido usada para verificar o estado nutricional proteico
dos animais (Ruas et al., 2000). A ureia difunde-se facilmente nos tecidos do organismo
dos bovinos. Quando a taxa de producdo de amdnia € maior que a sua utilizacdo pelos
microrganismos ruminais, observa-se alteracdo da concentracdo de NH3 no rimen, com
consequente excrecdo de ureia e aumento do custo energético da producdo de ureia,
resultando, assim, em perda de proteina (Morrison & Mackie, 1996).

Niveis acima dos valores basais aumentam a excrecdo urinaria de ureia, sugerindo
desperdicio da proteina dietética, sendo que, em vacas leiteiras, as concentracdes de ureia
no leite s&o altamente correlacionadas com as concentra¢fes plasmaticas de ureia (Butler et
al.,1996).

Os AGNE sdo produtos da mobilizacdo da reserva lipidica e sdo considerados
indicadores para avaliagdo do déficit energético (Brickner et al., 2007; Ospina et al.,

2010a). Uma das primeiras respostas do organismo ao balanco energético negativo (BEN)
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é a mobilizacdo do tecido adiposo e a capacidade do tecido muscular esquelético de utilizar
AGNE para gerar energia para mantenca (Overton & Waldron, 2004).

Os AGNE sdo usados como fonte de energia pelo figado e por outros tecidos e sua
oxidacdo celular faz parte dos sinais fisiologicas de saciedade (Van Saun, 2000).

Segundo Drackley et al. (1992), as concentracfes plasmaticas de AGNE e BHBA
aumentam durante a cetonemia. Isso ocorre quando a demanda energética do animal €
maior do que a ingestdo de nutrientes, havendo maior taxa de lipdlise comparada a de
lipogénese, resultando em maior hidrélise de triglicerideos e liberacdo de AGNE e glicerol.
Os AGNE sédo utilizados como fonte energética nos tecidos, podendo ainda serem
redirecionados para o figado, onde serdo completa ou parcialmente oxidados, produzindo
CO; e acetil-CoA, respectivamente. Quando estes sdo parcialmente oxidados, o acetilCoA
originado pode ser convertido a corpos cetbnicos, BHBA, acetoacetato e acetona
(Lehninger et al., 1995).

O B-hidroxibutirato € um importante indicador de cetose subclinica, patologia
derivada da mobilizacdo de gordura como resposta ao BEN (Enjalbert et al., 2001). O
BHBA é um corpo cetonico fisiologicamente produzido no rumen. No entanto, sob
condicGes de balanco energético positivo, seus valores no soro sdo baixos. O BHBA
predomina na circulacdo e apresenta correlacdo com as concentracfes plasmaticas de
acetoacetato, mas este é instavel, enquanto o BHBA ¢é relativamente estavel (Duffield et
al., 2009).

Os corpos cetdnicos séo principalmente excretados no leite e na urina (Baird, 1982;
Kaneko et al., 1997; Andrews et al., 2004; Smith, 2008). As taxas de cetose subclinica sao
influenciadas pelos valores de BHBA, sendo seus valores na urina e no leite inferiores aos
do sangue. (Radostits et al., 2000; Enjalbert et al., 2001; Nielsen et al., 2005).

Na circulacdo sistémica, 0s corpos cetbnicos servem como uma fonte adicional de
energia para o musculo, poupando a glicose para promover maiores concentracGes de
glicose sanguinea. Além disso, servem também como um feedback regulador da liberacéo
de AGNE pelo tecido adiposo (Kaneko et al., 1997; Herdt, 2000; Hutjens, 2011; Kessel et
al., 2008).
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Il - INTRODUCAO

Vaérios suplementos alimentares podem contribuir para o melhor desempenho dos
ruminantes. Os aditivos podem melhorar a conversdo alimentar e/ou producdo (ganho de
peso/leite) e/ou sanidade. Eles atuam por diferentes mecanismos, que incluem alteracdo da
fermentagdo ruminal (pela maior formacdo de &cido propidnico, diminuicdo da formacéo
de metano e reducdo da protedlise e desaminacdo da proteina dietética no ramen),
estabilizacdo do ambiente ruminal e protecdo do trato gastrointestinal dos agentes
patogénicos.

A monensina sédica ¢ um iondforo aprovado para uso em vacas leiteiras em
lactacdo em varios paises com acdo seletiva sobre as bactérias gram positivas, modificando
0 padrdo de fermentacdo ruminal (Russel and Strobel, 1989) e melhorando a eficiéncia
energética pelo aumento da relacdo propionato/acetato (Rogers and Davis, 1982), reducéo
de protozoarios que geram hidrogénio (Russell, 1987) e reducdo do CH4 (Ranga Niroshan
Appuhamy et al., 2013). No entanto, o uso de antibidticos na criagcdo de animais tem pouca
aceitacdo publica, pois podem vir a deixar efeito residual no produto final. (European
Parliament and Council, 2003).

Os Oleos essenciais (OE), por apresentarem propriedades antimicrobianas e
alterarem o padréo de fermentacdo microbiana (Benchaar et al., 2007; Patra and Yu, 2015,
Hausmann et al., 2017), podem ser uma alternativa aos aditivos antibiéticos. A adi¢do de
OE na dieta de ruminantes causam: inibicdo da desaminacdo e da metanogénese,
resultando em menor N-amoniacal, metano e acetato, e maiores concentracdes de
propionato e butirato; as respostas sdo dependentes do tipo de 6leo essencial ou blend
utilizado e a acdo pode ser influenciada pelo tipo de dieta e pH ruminal (Calsamiglia et al.
2007).

Uma reducdo nos &cidos graxos volateis pode ser justificada pela menor
fermentagdo ruminal. E mais interessante, do ponto de vista energético, uma alteragio na
proporcao dos AGV, com maior contribuicdo do propionato e menores perdas de energia
via metano (CH;). Um aumento na producdo de AGV se da pela degradacdo dos
compostos dos 6leos no rumen.

O milho é a principal fonte de amido e, por ser um alimento usado na alimentagéo
humana e de animais monogastricos, apresenta elevado custo. Assim, esforcos de pesquisa
tém focado o desenvolvimento de processos, produtos e tecnologias que permitam a

otimizagdo do aproveitamento do amido. Nesse contexto, a amilase exdgena vem sendo
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testada como aditivo, e aumentos na digestibilidade ruminal ou total tem sido reportados
(Hristov et al., 2008; Gencoglu et al., 2010; Noziere et al., 2014).

Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito dos aditivos amilase exdgena
e Oleos essenciais como alternativa a monensina em dietas de vacas em lactagédo

confinadas.
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11 - OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito dos aditivos amilase exdgena e 0leos essenciais como alternativa a

monensina em dietas de vacas em lactagdo confinadas.

3.2 Objetivos especificos

> Avaliar o consumo de nutrientes de vacas leiteiras confinadas com dietas contendo
adicdo de amilase ¢ de um “blend” de 6leos essenciais;

» Estimar a digestibilidade dos nutrientes fornecidos para vacas leiteiras confinadas
consumindo dietas contendo adi¢do de amilase e de um “blend” de dleos essenciais;

» Avaliar a produgédo e composicdo do leite de vacas leiteiras confinadas consumindo
dietas contendo adicdo de amilase e de um “blend” de 6leos essenciais;

» Avaliar o balan¢o de nitrogénio e energético, e as trocas respiratérias de vacas leiteiras
confinadas consumindo dietas contendo adi¢do de amilase e de um “blend” de 6leos
essenciais;

» Auvaliar o perfil metabolico sanguineo de vacas leiteiras confinadas consumindo dietas
contendo adi¢do de amilase e de um “blend” de dleos essenciais.
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IV - MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Complexo Multiusuario de Bioeficiéncia e
Sustentabilidade da Pecuéria da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa),
em Coronel Pacheco, Minas Gerais, entre 0s meses de maio a julho de 2016. Todos 0s
procedimentos de tratamento e manuseio de animais foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil,
Protocolo CEUA-EGL 29/2015).

4.1 Animais, Delineamento Experimental e Tratamentos

Foram utilizadas trinta e nove vacas cruzadas Gir x Holandesa em lactacdo (75 + 34
DEL) com um rendimento inicial médio de leite de 20,74 + 4,2 kg / d e média de PC de
502 + 57 kg no inicio do experimento. Os animais foram distribuidos em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) em 3 grupos de tratamento (n = 13 por tratamento) por 70
dias. A producéo de leite, dias em lactacéo e peso corporal ao inicio do experimento foram
utilizados para alocar os animais aos lotes, buscando reduzir a variabilidade dentro de cada
grupo.

Os primeiros 21 dias consistiram em um periodo de adaptacdo dietética, seguido de
um periodo de coleta de dados de 49 dias. Todas as vacas foram expostas ao ensaio de
digestibilidade total dos nutrientes durante cinco dias e a camara respirométrica (periodos
de 2 x 20 a 22 h) ao final do periodo de coleta.

CRINA® Ruminants é uma mistura de 6leos essenciais, contendo timol, limoneno,
guaiacol, eugenol e vanilina. Os aditivos para alimentacdo sdo pds-secos e foram
adicionados a racdo durante a preparacdo do concentrado dentro da mistura mineral (uma
vez por semana). A dieta basal foi formulada de acordo com as recomendacdes do NRC
(2001) para animais em lactagdo, producdo média de 30 kg leite/dia, e foram fornecidas
duas vezes por dia (8h00 e 15h00) como Ragéo Mista Total.

A dieta foi composta por silagem de milho e concentrado na proporgdo 53: 47, com
base na matéria seca (MS). O concentrado foi a base de soja, milho moido, nicleo mineral,
calcario calcitico, ureia e sulfato de amoénio. Os ingredientes e a composi¢cdo quimica das

dietas encontram-se na Tabela 1. As dietas experimentais consistiram em:
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1) Monensina (15,78 mg / kg MS, DSM Nutritional Products Brazil SA);
2) Monensina + Amilase (15,78 mg / kg de MS de monensina e 657,5 mg / kg de

MS de Ronozyme RumiStarTM);

3) Oleos essenciais + Amilase (52,6 mg / kg de MS de CRINA® Ruminants e
657,5 mg / kg de MS de Ronozyme RumiStarTM®, DSM Nutritional Products

Brazil SA).

Tabela 1. Ingredientes e composi¢do quimica das dietas experimentais

Ingredientes

Racdo Mista Total

g/kg
Silagem de milho 480,0
Feno de Tifton 52,6
Milho 210,6
Farelo de soja 210,2
Calcério 9,7
Ureia 53
Sulfato de amdnia 5,3
Mistura mineral 26,3
Mon Mon+Amilase OE+Amilase
mg/Kg
Monensina 1578 15,78 0,000
Amilase 0,000 657,5 657,5
EO? 0,000 0,000 52,6
Composicdo quimicas (g/kg)
Matéria organica 9146 +9,4 9244 +4,1 919,9+3,0
Proteina Bruta 1945+ 3,7 1928+7,9 190,6 + 6,5
Extrato etéreo 36,5+22 37,017 36,6 +5,8
FDN 308,3+13,1 292,1+95 301,7+6,4
FDA 155,1+6,3 148,7+ 4,0 151,9+ 3,0
Amido 249,3+ 20,1 250,8 £ 19,6 2477172

1 Ca: 88,00 g/kg; P: 42,00 g/kg; S: 18,00 g/kg; Mg: 45,00 g/kg; K: 20,00 g/kg; Na: 123,00 g/kg;
Co: 14,00 mg/kg; Cu: 500,00 mg/kg; Cr: 20,00 mg/kg; Fe: 1050,0 mg/kg; I: 28,00 mg/kg; Mn:
1400,00 mg/kg; Se: 18,00 mg/kg; Zn: 2800,00 mg/kg; F: 420,00 mg/kg; Biotina: 80 mg/kg;
vitamina A: 200000 Ul/kg; Vitamina D3: 70000 Ul/kg; Vitamina E: 1200 Ul/kg; Monensina: 600
mg/kg; Amilase: 15.000 KNU ou 25g; 20E (6leos essenciais): CRINA® Ruminants - blend
containing thymol, limonene, guaiacol, eugenol and vanillin - 2000 mg/Kg; *FDN = fibra em
detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido.

4.2 Avaliagéo do consumo

Os animais foram alocados em galpéo tipo freestall, dotado de sistema eletrdnico

de monitoramento da ingestdo individual de alimento (AF-1000 Master Gate, Intergado
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Ltda., Contagem, MG, Brasil), divididos em lotes, de acordo com os tratamentos. Cada lote
possuia 12 cochos eletrénicos com acesso limitado por porta (sendo um cocho para cada
animal alocado no lote); dois bebedouros com capacidade de 45 litros de agua e balanca
para pesagem corporal automatica (WD-1000, Intergado Ltda., Contagem, MG); 12 camas
de borracha (WINGFLEX, Kraiburg, Tittmoning, Alemanha), que recebiam cobertura de
serragem semanalmente, e sistema de limpeza de pista por flushing. Cada vaca recebeu na
orelha direita um transponder passivo (FDX - 1SO 11784/11785, Allflex, Joinville, SC,
Brasil), para identificacdo eletrénica e abertura do portdo do respectivo cocho, atribuido
aleatoriamente. Cada camara de respiracdo também estava equipada com a tecnologia
Intergado de alimentag&o e &gua.

As vacas foram alimentadas duas vezes ao dia as 08:00 e 15:00 horas em consumo
ad libitum (permitindo até 10% de sobras). As dietas (Tabela 1) foram formuladas para
atender as necessidades de proteina e energia de uma vaca de 550 kg, produzindo 30 kg / d
de leite (3,6% de gordura) e consumindo 19,0 kg de MS / d, de acordo com o NRC (2001).
A mesma dieta foi utilizada para todos os tratamentos, diferenciando apenas a pré-mistura
utilizada em cada concentrado, que contém os respectivos aditivos alimentares.

O consumo foi determinado diariamente pela diferenca de peso entre o alimento
ofertado e sobras, coletadas ap6s a saida dos animais para a ordenha da manhd. Foi
realizada amostragem de 300 a 5009 do alimento volumoso e sobras, trés dias por semana,
e do concentrado, um dia por semana, durante todo o periodo experimental. As amostras
foram embaladas em sacos plasticos e congeladas em freezer a temperatura de -20°C, até a

fase de processamento.

4.3 Analises dos parametros de desempenho e composicéo do leite

As vacas foram ordenhadas duas vezes ao dia (6:00 h e 15:30 h) em ordenhadeira
mecanizada (DelLaval, Tumba, Suécia) tipo espinha de peixe (2x4) de circuito fechado com
linha baixa equipada com contadores de leite eletronicos MM27, controles MPC 580/680 e
removedor automatico de coletores (ACR). Os dados de producdo de leite foram obtidos
pelo software Alpro (DeLaval, Tumba, Suécia). A producdo de leite foi corrigida para
energia (LCE) considerando teores de 40,0 e 33,0 g/kg para gordura e proteina,
respectivamente, conforme equagao “i”” (IFCN, 2015) e para 3,5% de gordura (LCG -3.5%)

indicado para ragas cruzadas por Parekh (1986), conforme equagao “ii .
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Y LCE /kg}_ PL 0,383 x % gordura + 0,242 x % proteina + 0,7832
2 da/ " 3.1138

(ii) LCG (3.5%) = 0,35 Producéo de leite (kg/d) + 18,57 Producéo de gordura (kg/d)

Semanalmente, durante trés dias, foram realizadas coletas individuais de leite nas
ordenhas da manha e da tarde (totalizando seis amostras por semana), para analise da
composicgdo (proteina, gordura, lactose, extrato seco, extrato seco desengordurado e ureia).
As amostras foram acondicionadas em recipientes contendo o conservante bronopol®,
refrigeradas a 5°C e enviadas ao Laboratério de Qualidade de Leite da Embrapa Gado de
Leite em até 24 horas, para analise em equipamento Bentley Combi System 2300®
(BENTLEY INSTRUMENTS INC., 2007), de acordo com as recomendacdes da
International Dairy Federation (IDF, 2000).

4.4 Ensaio de digestibilidade, balanco de nitrogénio e coleta de leite

O ensaio de digestibilidade foi dividido em trés periodos consecutivos, com 15
animais no primeiro ensaio e 12 animais no segundo e teceiro ensaios, compreendendo 5 e
4 animais por tratamento, nos respectivos ensaios. Nesse periodo, os animais foram
transferidos para um sistema do tipo tie stall com cochos e bebedouros individuais, onde
passaram por prévio periodo de adaptacdo de cinco dias.

Durante dois dias do ensaio de digestibilidade, foi mensurada a producéo total de
urina utilizando sonda do tipo Folley n°24 de duas vias, com baldo de 30-50 ml, adaptadas
na extremidade livre por mangueiras de polietileno, pela qual a urina era conduzida a
recipientes plasticos vedados, imersos em caixas de polietileno expandido (EPS), contendo
gelo. Aliquotas de 50 mL de urina (in natura) foram armazenadas em potes plasticos
vedados para determinacao dos teores de nitrogénio urinario e energia bruta.

A producéo fecal dos animais foi avaliada por coleta total de fezes durante cinco
dias. Um recipiente plastico (50 L), contendo identificacdo do animal, foi utilizada para
recolher as fezes de forma individual. O material fecal produzido por cada animal foi
pesado duas vezes ao dia (as 10:00 e as 16:00h) e, apds a homogeneizagédo do conteddo em
cada recipiente, foram amostradas cerca de 300-500g de fezes.

No periodo de coleta, os animais foram ordenhados em suas baias nos turnos da

manhd e da tarde (as 07:30 e as 14:30), com auxilio de uma ordenha mével. A produgéo do
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leite individual foi determinada pela pesagem em balanca, com capacidade de até 300 kg, e
foi coletada uma amostra de cada animal a cada ordenha para analise da composigao.

O manejo alimentar foi mantido durante o ensaio de digestibilidade, quando
também foram coletadas amostras da dieta fornecida (concentrado, feno e silagem de
milho) e sobras, durante os cinco dias do ensaio, para avaliagdo de consumo de MS e
nutrientes.

Todas as amostras coletadas durante o ensaio de digestibilidade foram armazenadas
em sacos plasticos resistentes, devidamente identificadas e congeladas em camara fria para
posterior analise laboratorial.

Para determinacdo do consumo da MS (CMS) e demais nutrientes, foi utilizada a
equacdo: CMS% = (kgMS ingerida x % nutrientes) — (kgMS sobra x % nutrientes) *100.
Os valores de digestibilidade (g/kg) foram determinados em funcdo do desaparecimento,
considerando a equacdo: Digestibilidade nutriente = ((kg MS ingerida x % nutrientes) —
(kg MS fezes x % nutrientes)) / (kg MS ingerida x % nutriente)*100.

Para o calculo do balanco de nitrogénio, ou nitrogénio retido, foram utilizados os
valores de nitrogénio (N) consumido, nitrogénio fecal, nitrogénio urinario e nitrogénio do
leite, conforme a equacgdo: N retido = N ingerido — (N fecal + N urinario+ N leite). O
nitrogénio ingerido foi obtido pela diferenga entre a quantidade de nitrogénio na dieta

oferecida e a quantidade de nitrogénio nas sobras.

4.5 Ensaio de respirometria e calculos de particdo energética

Foram utilizadas quatro cAmaras respirométricas de circuito aberto, conforme as
especificacbes e procedimentos descritos por Machado et al. (2016). As vacas foram
alojadas individualmente dentro das camaras apos a primeira ordenha do dia. Apds 20 min
do fechamento das portas, os cochos (Intergado) foram automaticamente liberados para
que as vacas iniciassem o consumo e deu-se inicio as medi¢des. A mensuragdo foi
realizada por 2 periodos consecutivos de 20-22 h. Cada periodo avaliado foi corrigido para
o fator de corre¢do da cAmara utilizada e extrapolou-se a produgdo no periodo em questdo
para 24 h. As cémaras foram mantidas em condi¢cbes de termoneutralidade,
correspondendo a temperatura em torno de 23 + 3°C e umidade relativa do ar de 65 + 5%.

Os animais foram pesados antes e apds a entrada na camara. A emissdo de CH,
entérico pelas vacas foi calculada pela diferenca da concentragdo de CH,4 no ar de entrada

(ar externo) e saida das camaras, e pelo fluxo de ar utilizado (Machado et al., 2016).
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Para determinacdo da particdo energética, previamente foram determinados a
energia bruta das amostras de alimentos, sobras, fezes e urina coletadas durante a
digestibilidade em calorimetro adiabatico IKA - C5000. A partir da quantificacdo do
consumo de energia bruta (CEB), obtida pela diferenca entre a fragdo de energia fornecida
na dieta e a encontrada nas sobras, calculou-se as demais fracGes de energia.

A energia digestivel (ED) foi obtida pela diferenca entre a energia bruta (EB)
consumida e a energia perdida nas fezes e, em sequéncia, determinou-se a energia
metabolizavel (EM), descontando as perdas energéticas através da urina e CH; (NRC,
2000). Para a quantificacdo da energia perdida na forma de CH,, adotou-se a perda de 9,45
kcal/lL de CH; produzido (Brower, 1965) durante os ensaios de respirometria. A
metabolizabilidade (q) da dieta foi calculada pela relacdo entre a energia metabolizavel e a
energia bruta ingerida, conforme o AFRC (1993).

A energia liquida para lactacéo (ELI, Mcal/dia), definida como a energia contida no
leite produzido, foi calculada com base na equacdo proposta pelo NRC (2001), que
considera a ELI como o somatdrio das energias da combustdo dos constituintes do leite

(gordura, proteina e lactose), conforme:

EL. = [((0,0929 x gordura manhd) + (0,0547 x proteina manhd) + (0,0395 x lactose
manhd) x producdo de leite manhd) + ((0,0929 x gordura tarde)) + (0,0547 x
proteina tarde) + (0,0395 x lactose tarde) x producao de leite tarde))].

Os volumes (L/dia) de O, consumido, CO, e CH,4 produzidos durante o ensaio de
respirometria e o nitrogénio urinario excretado (Nu, g/dia), foram utilizados para calcular a

producdo de calor diaria (PCalor, Kcal/dia), conforme Brouwer (1965):

PCalor (Kcal/dia) = (3,866 x VO,) + (1,200 x VCO;) - (0,518 X VCH,) - (1,431 x Nu)

em que: VO, = volume de oxigénio; VCH,4 = volume de metano; VCO, = volume
de gas carbonico (CO,) (todos em L/dia) e Nu = nitrogénio urinario total.

O balanco energético (BE) total foi calculado pela diferenca entre CEM, a ELL e a
PCalor, em que: BE = CEM — ELL — PCalor. Foram ainda calculados as relacGes entre
EM/ED; PCalor/EM, ELI/EM e BE/EM como indicadores de eficiéncia energética.

4.6 Processamento de amostras e analises laboratoriais
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Todas as amostras coletadas durante o experimento (alimentos oferecidos, sobras e
fezes dos ensaios de digestibilidade e das mensura¢des em camaras respirométricas) foram
descongeladas a temperatura ambiente e submetidas a pré-secagem, a 55°C, por 72 horas.
Posteriormente, foram moidas em moinho estaciondrio “Tomaz-Willey”, utilizando-se
peneiras com crivos de 1 mm.

Apobs a moagem, foi realizada amostra composta semanal representativa da dieta
oferecida, silagem e concentrado; além de uma amostra composta semanal das sobras para
cada animal.

Também foram feitas amostras compostas representativas dos ensaios de
digestibilidade, totalizando uma amostra da dieta oferecida e uma amostra para cada
animal referente as sobras e fezes. As propor¢bes para constituicdo das amostras
compostas de fezes e sobras foram calculadas com base na matéria pré-seca. Para o
alimento oferecido (silagem e concentrado), foram amostradas diariamente quantidades
iguais desses materiais.

As amostras coletadas da dieta oferecida e das sobras dos animais no periodo da
mensuracdo em camara respirométrica foram amostradas individualmente para cada dia de
avaliacdo. Todo o material processado foi armazenado em frascos pléasticos herméticos
identificados, para posteriores analises quimicas.

As analises foram realizadas no Laboratorio de analise de alimentos da Embrapa
Gado de leite e foram avaliados os teores de MS em estufa a 105°C (AOAC, 1990), cinzas
(AOAC, 1990), PB pelo método Kjeldahl (AOAC, 1990), EB por combustdo em bomba
calorimétrica adiabatica - marca IKA® WERKE /modelo C-5000 ADI, Control, (AOAC,
1995), FDN pelo método sequencial de Van Soest et al. (1991), adaptado para as condi¢fes
do aparelho ANKOMZ220, FiberAnalyzer (Ankom Technology, Fairport, NY), com adicdo
de 500 uL/g MS de amilase termoestavel, sem uso sulfito de sodio e corrigido para cinzas
residuais (Mertens, 2002), EE (AOAC, 1990) e determinacdo do amido por hidrélise acida
(Kit Analitico LABTEST - GLICOSE. Para os calculos de carboidratos ndo fibrosos
(CNF), foi utilizada a equagdo: CNF = 100 — (FDN% + PB% + EE% + CINZAS%),
sugerida por Mertens (1997). As amostras de urina foram analisadas para determinacgéo dos
valores de nitrogénio total pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1995) e energia bruta,

conforme descrito anteriormente.

4.7 Parametros Sanguineos
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A coleta de sangue foi realizada um dia antes da digestibilidade de cada grupo,
quatro horas apds o fornecimento das dietas, no periodo da manha. Duas amostras por
animal foram coletadas por punc¢éo da veia coccigea (é o local mais representativo porque
seus componentes ndo sdo modificados pela passagem por orgaos secretarios) em tubos
Vacutainer® de 10 mL, ap6s assepsia local, para dosagens séricas de acidos graxos ndo
esterificados, glicose, ureia, triglicerideos, B-hidroxibutirato.

O sangue contendo EDTA como anticoagulante foi imediatamente centrifugado a
3200 rpm, durante 10 minutos, para a separacdo do plasma, que foi transferido para tubos
tipo Eppendorf de 1,5 mL e armazenados a -20°C ate a anélise.

As andlises das concentracbes dos parametros sanguineos foram realizadas no
Laboratorio de Cromatografia Gasosa da Embrapa Gado de Leite. A concentracdo
plasmatica de acidos graxos néo esterificados (AGNE) foi obtida por método colorimétrico
(Kit Randox NEFA, Randox Laboratories Ltd. USA). As concentra¢des plasmaticas de -
hidroxibutirato foram determinadas pelo método enzimaético (Kit Randox Ranbut, Randox
Laboratories Ltd, Crumlin, Reino Unido, Kit Glicose Liquiform, Babtest Diagnostica S.A.,
Minas Gerais, Brasil). A glicose plasmatica foi avaliada em espectrofotdmetro de
microplaca EON (Biotek Instruments Inc., Vermont, EUA), utilizando método enzimatico
(Kovalent do Brasil Ltda., Rio de Janeiro / RJ).

4.8 Procedimentos Estatisticos

As analises estatisticas foram realizadas no programa SAS versao 9.4 (SAS/STAT,
SAS Institute Inc., Cary, NC). A estatistica descritiva foi obtida pelo procedimento
MEANS. As varidveis de consumo e producdo e composicdo do leite foram avaliadas
como medidas repetidas no tempo, utilizando-se o procedimento MIXED.

O modelo estatistico incluiu os efeitos fixos de tratamento, tempo (semana de
avaliacdo), interacdo tratamento x tempo e as covariaveis producdo de leite inicial (PLi) e
dias em lactacdo (DEL). A semana de avaliacéo foi utilizada na declaragdo REPEATED e

vaca aninhada ao tratamento como fator aleatorio, conforme o modelo:

yijk =p+ covl +cov2 +11 + wk + (txw)ik + 31 + &ijk,

em que:

p = média geral das observacgoes
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i = efeito do tratamento 1

wk = efeito da semana k

(t x w)ik = efeito da interacdo entre tratamento i e semana k
dij = covariancia entre as medidas repetidas dentro de animais
covl =efeito da covariavel 1

cov2 = efeito da covariavel 2

eijk = efeito do erro aleatorio associado a observacao yijk.

As variaveis de balanco energético e de nitrogénio, digestibilidade e parametros
sanguineos e dados de consumo de agua foram submetidas 8 ANOVA simples. Quando
houve efeito significativo, a comparagdo entre médias dos tratamentos foi realizada por
meio do teste Tukey, usando o procedimento Least Square Means (LSMeans) do SAS,

utilizando-se o nivel de significancia de 5% para todos os testes realizados.
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A adicdo de amilase na dieta com monensina aumentou o consumo de matéria seca

(CMS) e producdo de leite, porém, reduziu os teores de gordura, lactose, solidos totais e

extrato seco desengordurado (ESD (g/kg)), resultando em maiores produgfes de proteina,
lactose, sélidos totais e ESD (kg/d) (Tabela 2).

A substituicdo da monensina por OE resultou em aumentos no consumo de matéria

seca, na producdo de leite corrigido pra gordura e energia (LCG and LCE (kg/dia)), nos

teores de gordura, proteina e sélidos totais (g/kg) e na producdo de proteina (kg/d), mas

resultou em reducdo no teor de lactose (g/kg) do leite, em comparacdo ao tratamento

utilizando apenas a monensina. Os aditivos utilizados nao influenciaram no teor de ureia.

Tabela 2. Efeito da adicdo de amilase e substituicdo da monensina por 6leos essenciais
(OE) no consumo de matéria seca e &gua, na producdo de leite, constituintes e ureia no

leite

Monensina M(X];TIS;Q: * A%lizl;e Valor P EPM
CMS, kg 15,7 17,34 17,74 < 0,001 0,176
C. agua, L/d 66.4 69.2 66.5 0.861 2,306
C. 4gua, L/kg DMI 3.40 3.64 3.43 0.482 0,106
Leite, kg 19,45 21,04 19,98 0,0007 0,178
LCG, kg 21,2¢ 22,3 23,14 <0,0001 0,195
LCE, kg 19,5¢ 20,65 21,34 <0,0001 0,208
Gordura, g/kg 40,65 38,8¢ 45,14 <0,0001 0,0389
Proteina, g/kg 33,15 32,5z 34,84 <0,0001 0,0242
Lactose, g/kg 47,74 46,8z 46,65 0,0001 0,0121
Sélidos totais, g/kg 13,15 12,7 13,64 <0,0001 0,0591
ESD, g/kg 89,84 88,15 90,64 0,0002 0,0261
Ureia, mg/dL, 23,32 23,78 22,71 0,1422 0,475
Gordura, kg/d 0,85 0,88 0,94 0,0665 0,0167
Proteina, kg/d 0,65z 0,704 0,704 0,0045 0,0096
Lactose, kg/d 1,03z 1,14, 0,97g 0,0007 0,0162
Sélidos totais, kg/d 2,60z 2,74, 2,698 0,0451 0,0272
ESD, kg/d 1,81 1,96, 1,81 0,0019 0,0217

EPM = Erro Padrdo da Média.*Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si
pelo teste de LSM a 5% de probabilidade. LCG = Leite corrigido pra gordura. LCE = Leite

corrigido pra energia. ESD = Extrato seco desengordurado.
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A inclusdo de amilase em dieta com monensina ndo influenciou a
digestibildade da matéria seca e dos nutrientes (MO, PB, FDN, FDA, CNF e Amido
(Tabela 3).

Tabela 3. Efeito da adicdo de amilase e substituicdo da monensina por 6leos essenciais no
consumo e digestibilidade dos nutrientes

. Monensina OE +
Item? Monensina + Amilase Amilase Valor P EPM
Consumo (kg/dia)
MS 16,78 16,78 17,95 0,446 0,428
MO 15,18 15,42 16,38 0,423 0,396
PB 3,45 3,66 3,79 0,298 0,091
Extrato etéreo 0,608 0,54z 0,684 0,019 0,022
FDN 4,30 4,08 4,03 > 0,50 0,112
FDA 2,45 2,31 2,45 > 0,50 0,070
CNF 7,34 6,99 7,64 0,342 0,176
Amido 4,17 4,32 4,50 0,422 0,100
Digestibilidade (g/kg MS)
MS 724,84 704,55 709,11 0,093 6,43
MO 739,50 723,04 725,95 0,167 6,08
PB 781,05 776,17 769,24 0,409 4,37
Extrato etéreo 662,52 576,31 624,89 0,060 15,5
FDN 532,64 510,76 476,50 0,231 14,6
FDA 570,79 506,18 529,70 0,064 13,1
CNF 854,07 825,62 836,57 0,100 6,97
Amido 946,42 950,72 942,54 0,413 2,66

EPM = Erro Padrdo da Média. Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo
teste de LSM a 5% de probabilidade. MS = Matéria seca. MO = Matéria orgénica. PB = Proteina bruta. FDN
= Fibra em detergente neutro. FDA = Fibra em detergente acido. CNF = Carboidrato néo fibroso.

A emissdo de metano por consumo e digestibilidade da fibra em detergente
neutro (CH4 g/kg CFDN e DFDN) aumentou devido a inclusdo da amilase na dieta com
monensina e reduziu com a subsituicdo da monensina por OE (Tabela 4).

Tabela 4. Efeito da adi¢do de amilase e substituicdo da monensina por 6leos essenciais na
emissdo de CH, entérico

Monensina OE +

+ Amilase Amilase ValorP  EPM

Item Monensina

CH., g/dia 293 310 332 0,199 6,290
CH., g/kg CMS 18,1 18,5 17,3 0462 0,301
CH., g/kg CMO 20,3 20,0 19,0 0478 0,340
CH,, g/Kg CFDN 65,15 70,1a 59,9c 0017 1,160
CH,, g/ Kg DMS 25,2 26,7 25,3 >050 0,495
CH,, g/Kg DMO 27,6 27,9 26,1 0435 0,474
CH,, g/Kg DFDN 113g 1324 114g 0,028 2,580

CH,, g/ Kg LCE 14,4 14,2 15,8 0,083 0,266
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EPM = Erro Padrdo da Média. CH,= Metano. CH,/CMS = Metano por consumo de matéria seca. CH,/CMO=
Metano por consumo de matéria organica. CH,/CFDN=Metano por consumo de fibra detergente neutro.
CH,/DMS= Metano por digestibilidade de matéria seca. CH,/DMO= Metano por digestibilidade de matéria
organica. CH,/DFDN= Metano por digestibilidade da fibra em detergente neutro. CH,/LCE= Metano pelo
leite corrigido para energia. *Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

A particdo e os indices de eficiéncia energética ndo foram alteradas pela adicéo de
amilase ou substituicdo da monensina por OE (Tabela 5), exceto a producéo de leite (kg/d)
que, durante a avaliacdo na camara respirométrica, foi influenciada pelas dietas de forma
semelhante ao observado para o periodo experimnetal integral (Tabela 2) com a adi¢do de

amilase a monensina, aumentando a producéo de leite.

Tabela 5. Efeito da adicdo de amilase e substituicdo da monensina por 6éleos essenciais na
particdo e indices de eficiéncia energética

. Monensina OE +
Monensina " Amilase Amilase Valor P EPM
Dados dos animais
PL total. kg/dia 19,5g 20,74 19.75 < 0,001 0,497
PC. Kg 530 531 532 0,995 9,57
CMS. Kg MS/dia 16,8 16,8 18.0 0,446 0,428
Consumo e Particio de energia
CEB (Mcal/dia) 70,49 71,23 77.31 0,279 1,94
EF (Mcal/dia) 19,31 20,51 22.15 0,109 0,729
EF (%CEB) 27,40 28,70 28.67 0,267 0,578
ED_Mcal/dia 51,19 50,73 55.16 0,387 1,40
ED (Mcal/kg MS) 3,04 3,05 3.03 > 0,50 0,0184
ED (% CEB) 72,60 71,30 71.33 0,267 0,578
ECH, (Mcal/dia) 4,22 4,17 4.38 > 0,50 0,141
ECH, (% CEB) 5,99 5,81 571 > 0,50 0,141
EU (Mcal/dia) 3,50 3,57 3.75 > 0,50 0,112
EU (% CEB) 4,99 5,03 4.89 > 0,50 0,124
EM (Mcal/dia) 43,47 42,98 47.03 0,345 1,22
EM (Mcal/kg MS) 2,58 2,59 2.58 > 0,50 0,0167
EL. (Mcal/kg) 14,16 14,86 14.43 > 0,50 0,377
EL. (%CEB) 20,20 21,10 18.87 0,174 0,493
PCalor (Mcal/dia) 23,77 24,51 25.53 0,378 0,514
PCalor (Kcal/Kg® ™) 215,67 221,26 225.96 0,380 3,19
PCalor (%CEB) 34,05 34,65 33.39 > 0,50 0,571
BE (Mcal/dia) 5,53 3,60 7.07 0,211 0,904
BE (%CEB) 7,38 4,71 8.46 0,280 1,15
Eficiéncia de utilizacdo da energia

9. EM/EB 0,62 0,60 0.61 0,293 0,00533
EM/ED 0,85 0,85 0.85 > 0,50 0,00230
PC/CEM 0,56 0,57 0.55 > 0,50 0,0114
BE/CEM 0,11 0,08 0.13 0,320 0,0180
EL /EM 0,33 0,35 0.31 0,202 0,00897

EPM = Erro padrdo da média. n = 36 CEB. consumo de energia bruta (EB); EF. energia nas fezes; ED.
energia digestivel; ECH,. energia perdida na forma de metano; EU. energia bruta urindria; CEM. consumo de
energia metabolizavel; EM. energia metabolizavel; PCalor. producédo de calor diaria; BE. balanco energético;
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EL,. energia liquida de lactacdo; 1q, proporgao de energia metabolizavel contida na energia bruta do alimento
(EM/EB, conforme AFRC,1993) ; *Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Assim como na avaliagdo da eficiéncia energética, a particdo de N nédo foi afetada
por nenhuma das dietas (Tabela 6).

Tabela 6. Efeito da adi¢do de amilase e substituicdo da monensina por 6leos essenciais na particao
do nitrogénio

Monensina +

Monensina . OE+ Amilase Valor P EPM
Amilase

Nitrogénio (g/dia)
Nitrogénio total 552 586 598 0,400 14,2
Fecal 121 131 138 0,159 4,22
Urinario 282 298 297 > 0,50 8,13
Leite 105 113 108 > 0,50 3,19
Total excretado 508 542 543 > 0,50 13,4
Retido 43.8 43.8 55.1 0,747 7,68
Nitrogénio (% N ingerido)
Fecal 21,9 22,4 23,1 0,409 0,437
Urinario 51,4 51,5 49,5 > 0,50 1,11
Leite 19.0 19,4 18,1 0,239 0,337
Total excretado 92,3 93,3 90,7 > 0,50 1,26
Retido 7,70 6,70 9,30 > 0,50 1,26
Peso vivo, Kg 530 532 528 > 0,50 8,43

EPM = Erro padrdo da média
*Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de SLM a 5% de
probabilidade

Para os parametros sanguineos, a inclusdo de amilase em dietas com monensina ndo
implicou em alteragdes significantes (Tabela 7), contudo, a substituicdo da monensina por

OE reduziu a concentracdo de Acidos graxos ndo esterificados (AGNE (0,40 mmol/L)).

Tabela 7. Efeito da adicdo de amilase e substituicio da monensina por OE nas
concentracOes plasmaticas de glicose, ureia, triglicérides, AGNE e B-hidroxibutirato

. Monensina OE +
Monensina + Amilase Amilases Valor P EPM
mg/dL
Glicose 68.15 71.73 66.95 0.135 1.02
Ureia 62.61 64.21 60.74 0.447 1.09
Triglicérides 11.70 11.12 11.12 > 0.50 0.441
mmol/L
AGNE 0.59, 0.514 0.405 < 0.001 0.0204
B-hidroxibutirato 0.86 0.88 0.97 0.157 0.0263

EPM = Erro padrio da média; AGNE = acidos graxos ndo esterificados *Médias seguidas por letras
diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de SLM a 5% de probabilidade
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VI - DISCUSSAO

Um beneficio da monensina € a regulagcdo do consumo de matéria seca (CMS). Esse
mecanismo nado € bem esclarecido na literatura, entretanto, ocorre provavelmente em razao
do aumento do tempo de retencéo da dieta ingerida no rimen. Esse efeito é causado devido
a acdo do propionato, um acido graxo de cadeia curta (precursor da glicose) responsavel
pela regulacdo da saciedade em ruminantes (Rogers; Davis, 1982). Outro mecanismo de
regulacdo, menos utilizado que o anterior, € o de Baile et al. (1979), que atribuiram a
reducdo no consumo ao sabor do ionéforo, que ndo é palatavel aos animais. Em nosso
estudo, a amilase pode ter reduzido este efeito, conferindo aumento do consumo das dietas
com amilase.

No trabalho de McCarthy et al. (2013), o consumo nao foi afetado e a producéo de
leite tendeu a ser maior (P=0,06) para as vacas que receberam amilase exdgena em dietas
ricas em subprodutos. Ferrareto et al. (2011) e Noziere et al. (2014) também nao
encontraram diferencas no consumo de matéria seca e na producdo de leite, quando
testaram o efeito da amilase em dietas com diferentes teores de amido e com vacas em
diferentes niveis de producao.

A resposta positiva divergente para consumo de matéria seca e producao de leite do
presente trabalho pode estar relacionada as diferencas na dureza do grdo de milho
disponiveis nos paises de clima tropical, vitreo, em relacdo aos paises de clima temperado,
dentado. As enzimas exdgenas podem ser maximizadas durante periodos de consumo
limitado de energia, como o inicio da lactacdo (Beauchemin et al., 2003). Em nosso
estudo, a média de 75 £ 34 dias em lactacdo (DEL) pode contribuir para a resposta positiva
na producado de leite com suplementacdo de amilase.

O uso de Monensina em bovinos leiteiros em lactacdo reduziu significativamente o
CMS em 0,3 kg, conforme descrito por Duffield et al. (2008b) em um estudo de meta-
andlise. Assim, a adicdo de amilase em dietas de vacas leiteiras com monensina pode ser
uma estratégia para aumentar o CMS.

Provavelmente, a glicose liberada da hidrolise de amido pela amilase exdgena é
predominantemente fermentada através das vias de AGV de cadeia impar, e as mudangas
no perfil de AGV podem explicar as mudangas nos constituintes do leite. Noziere et al.

(2014) descreveram que a suplementagdo com amilase exogena em dieta de alto teor de
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amido para vacas de primeira lactacdo induziu uma mudanca nas propor¢des molares de
propionato e valerato, que aumentou a custa de acetato e butirato.

Propionato € o Unico acido graxo volatil que pode ser convertido a glicose,
podendo, entdo, ser utilizada como fonte de energia pelos ruminantes. A reducdo na
relacdo acetato/propionato leva a um menor incremento caldrico porque o &cido propiénico
apresenta menor incremento de calor que o &cido acético. Reducéo na producdo de metano
também melhora a retencao de carbono e energia (Millen, 2008).

O efeito da amilase na composicao do leite é varidvel, Noziére et al. (2014) ndo
observaram efeito em dietas de baixo e alto amido em vacas primiparas. Ferrareto et al.
(2011) nédo observaram diferengas na composi¢éo e produgdo de constituintes de vacas de
alta producdo recebendo ou ndo amilase exdgena. Ja McCarthy et al. (2013) observaram
aumento nos teores de proteina e reducdo na producao de lactose. Essas diferencas podem
ser explicadas pela variacao dos niveis de inclusdo de amido e da presenca de subprodutos
entre os trabalhos que avaliaram o efeito da presenca de amilase.

A auséncia de efeito da amilase sobre a digestibilidade da matéria seca e dos
nutrientes, durante o teste de metabolismo, esta de acordo com o resultado relatado por
Tricarico et al. (2005), DiLorenzo et al. (2011) e McCarthy et al. (2013). Noziere et al.
(2014) n&o relataram diferenca na digestibilidade de amido, considerando o trato total, mas
a digestibilidade ruminal do amido aumentou de 75% na dieta controle para 81% com
adicdo de amilase em vacas de primeira lactacdo alimentadas com dietas de altas e baixas
concentracdes de amido.

A modificacdo do local e a taxa de digestdo de amido podem ter contribuido para o
maior rendimento do leite observado nas vacas tratadas com amilase em nosso estudo, pois
maior digestdo ruminal do amido fornece mais energia para 0s microrganismos do ramen,
maximizando a producéo de proteina microbiana (Poore et al., 1993).

A a-amilase € a enzima responsavel por quebrar as ligagcdes entre os granulos de
amido. Esta hidrolise ocorre através da clivagem das ligagdes a-1,4 e a-1,6 dos granulos de
amido (Tricarico et al., 2008). Todavia, a digestibilidade do amido de milho pode ser
limitada pela matriz proteica, encontrada principalmente no endosperma vitreo. Portanto, a
degradacdo da matriz proteica pode melhorar a taxa e a extensdo da digestdo do amido
(McAllister et al., 2001).

A parte mais importante na matriz proteica sdo as prolaminas, que sdo proteinas do
endosperma que desenvolvem estruturas terciarias, sendo altamente hidrofébicas, portanto,

insoliveis em solventes normais para 0 ambiente ruminal (Momany et al., 2006). Em
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nosso estudo, mesmo usando grdos obtidos em clima tropical, que tendem a ter maior
vitreosidade, a adicdo de amilase ndo melhorou a digestibilidade do amido.

Um dos resultados esperados com a suplementacdo de amilase exdgena para
ruminantes € o aumento da digestibilidade da FDN pelo maior suprimento de carboidratos
soltiveis no ambiente ruminal (Weiss et al., 2011), resultado ndo observado no presente
estudo.

Em ruminantes alimentados com dietas ricas em concentrados, a digestibilidade da
fibra frequentemente tem sido aumentada pela monensina e esse aumento pode ser
resultado do maior tempo de retencdo da fibra no rumen, o que favorece a digestdo
microbiana da mesma (EMBRAPA, 2006).

Em dietas contendo amido, a monensina reduz a porcentagem de amido digerido no
rimen e aumenta a quantidade de amido digerido no intestino e essa mudanca no local de
digestdo deve resultar em mais energia, sendo absorvida como glicose no intestino do que
como acido graxo volatil no rimen e, assim, pode permitir o uso mais eficiente da energia.
A monensina também pode aumentar a capacidade enzimatica para digestdo do amido no
intestino delgado, e maior atividade de amilase é encontrada nas fezes e pancreas de
bovinos que recebem monensina (EMBRAPA, 2006).

Gallo et al. (2016) observaram que a amilase diminuiu o tempo de laténcia e o
aumento da taxa e producdo de gas em ensaio de producdo de gas in vitro. Esse efeito da
amilase é provavelmente devido a maior hidrélise de amido, fornecendo substratos para a
multiplicacdo de outras espécies microbianas, principalmente, microrganismos fibroliticos
(Tricarico et al., 2008; Vargas-Rodriguez et al., 2014) como processo de alimentagdo
cruzada entre microrganismos do rumen (Russell, 1985).

O aumento da producdo de CH, por kg de FDN consumido e digerido, quando a
amilase foi adicionada, indica alteracdo da fermentacdo ruminal, provavelmente devido ao
incremento do “cross feeding” entre os microrganismos, favorecido pelo aumento de
metabdlitos, produtos da acdo da amilase, embora a digestibilidade de FDN néo tenha sido
afetada.

Os dados da emissdo de CH, do nosso estudo (com vacas produzindo 19,4 kg / dia
de leite) foram inferiores aos relatados por Ranga Niroshan Appuhamy et al. (2013) em
meta-analise do efeito anti-metanogénico da monensina. Esta meta-analise incluiu 11
estudos realizados em condic¢des de clima temperado com vacas Bos Taurus com um
rendimento médio de leite de 20,5 kg / d e emissdes médias de 338 g / dia, 6,87% de perda

de energia na forma de CH, e ingestdo de matéria seca de 18,6 kg / dia.
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O metano pode ser afetado por um efeito seletivo dos 6leos essencias através da
inibicdo direta das archaea metanogénicas e/ou depressdo dos processos metaboélicos
microbianos envolvidos na metanogénese (Bodas et al., 2012). A utilizacdo de recursos
que atuem na reducdo da emissdo de CH4 de origem ruminal resultam em beneficios
econdmicos, pela maior eficiéncia na utilizacdo dos alimentos e, principalmente, beneficios
para 0 meio ambiente (McGinn et al., 2004).

A realizacdo de Unico ensaio de bioenergética e de balango de nitrogéio néo
permitu detectar a influencia da adicdo de amilase na particdo de energia e nitrogénio.
Sugerimos que, em estudos futuros, essas avaliagbes sejam realizadas em diferentes
momentos ao longo da lactacdo ou periodo de avaliagdo. Isso visa elucidar os processos
metabolicos que conferem aumentos no rendimento do leite com adicdo de amilase a dietas
com monensina.

O balango positivo de nitrogénio indica que houve retencdo de proteina no
organismo animal, proporcionando condi¢fes para que ndo ocorresse perda de peso nos
animais, indicando, provavelmente, que as exigéncias de proteina nas dietas foram
satisfeitas. Takiya et al. (2017) relatam tendéncias de diminuicdo linear de N excretadas
em fezes, quando introduziram um extrato de Aspergillus oryzae com atividade de alfa-
amilase em dietas de gado leiteiro, contudo, outros estudos, que avaliaram o metabolismo
de N, ndo relataram diferencas na excrecdo de N (Klingerman et al., 2009 Gencoglu et al.,
2010; Noziere et al., 2014).

DeFrain et al. (2005) relataram tendéncia de grandes niveis de concentracdo de
glicose para vacas suplementadas com amilase no inicio da lactacdo, mas Tricarico et al.,
(2005) e Takiya et al. (2017) ndo observaram diferencas na concentracdo de glicose no
sangue para vacas leiteiras suplementadas com amilase, de acordo com nossos resultados.

O efeito positivo sobre a producdo de leite, gordura, proteina e sélidos totais nas
vacas alimentadas com OE + Amilase pode ter sido influenciado pelo maior consumo de
matéria seca. O efeito supressor da monensina na porcentagem de CMS, gordura e proteina
pode ter contribuido para maior porcentagem de CMS, gordura e proteina para 0 grupo que
recebeu OE + Amilase em comparacdo com a dieta com Monensina + Amilase. A
metanalise do impacto da monensina na producao em gado leiteiro (Duffield et al., 2008a)
mostrou reducdo significativa de CMS em 0,3 kg, gordura do leite (0,13%) e proteina
(0,03%) em vacas leiteiras em lactacéo.

De acordo com Giannenas et al. (2011), a incluséo de Ruminantes Crina®

aumentou a producdo total de leite em ovelhas que receberam 50, 100 e 150 mg de Crina®
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/ kg de concentrado em comparagdo com o controle sem Crina®. Embora os autores
tenham demonstrado que a inclusdo de Crina® néo afetou a composi¢éo do leite, diminuiu
a concentracdo de ureia e a contagem de células somaticas em amostras de leite no nivel de
suplementacdo mais elevado em comparacdo com o controle. No entanto, o uso desse
mesmo produto a 750 mg e 2 g / dia (Benchaar et al., 2006; Benchaar et al., 2007) ou 1 g /
dia (Vendramini et al., 2016) ndo alterou o CMS, rendimento e composi¢do do leite em
vacas holandesas. De acordo com nossos resultados, Drong et al. (2016) observaram que a
suplementacdo de OE para vacas leiteiras de transicdo aumentou o teor de gordura do leite,
mas relatou tendéncias para aumentar a excrecao de nitrogénio no leite, fezes e urina.

De acordo com Ranga Niroshan Appuhamy et al. (2013), em estudo de meta-
analise, a monensina tem a capacidade de reduzir marginalmente a emissdo de CH, em
vacas leiteiras (-6g / d CH,). Portanto, é desejavel que qualquer substituto tenha essa
capacidade. A substituicdo de monsensina por OE ndo aumentou nenhum dos parametros
de CH4 avaliados no presente estudo, indicando que a monensina pode ser substituida por
OE sem alterar a emisséo de CH,.

De acordo com nossos resultados, Tomkins et al. (2015) encontraram as mesmas
emissdes para bovinos de corte alimentados com capim Rhodes (Chloris gayana) de média
a baixa qualidade, suplementadas com CRINA® (1 ou 2 g/ d) ou monensina (60 mg / d),
mas em alta dose de monensina (250 mg / dia) e observaram reducdo do metano entérico,
devido a diminui¢do do CMS. Klop et al. (2017) mostraram que a alimentacdo continua de
um concentrado continha uma mistura de 6leos essenciais (Agolin Ruminant, Agolin SA,
Biére, Suica) para vacas leiteiras que resultou em um declinio transitério de 12% no
rendimento de CH,4 (g / kg de CMS) e 11 % de intensidade (g / kg de LCGP).

A medicdo do metano em nosso experimento foi realizada com animais
suplementados por mais de 3 semanas com OE + amilase ou monensina + amilase.
Portanto, nossos resultados representam os efeitos a longo prazo dos aditivos, excluindo os
efeitos provavelmente transitérios da monensina + amilase ou OE + amilase.

O ensaio de bioenergética e de balanco de nitrogénio ndo explicou as variagfes na
producdo e composicdo do leite. Dessa forma, ensaios em diferentes momentos ao longo
da lactacdo ou periodo de avaliagdo podem ser importantes para explicar as maiores
producdes de LCG e LCE, quando a monensina € substituida por OE. A tendéncia de
maior excre¢do de N fecal em animais suplementados com OE + amilase pode ter sido
influenciada pela tendéncia de menor digestibilidade de proteina bruta em animais

suplementados com OE + amilase, sendo o nitrogénio retido utilizado para mantenga. As
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tendéncias de maior excrecdo de N fecal estdo de acordo com o estudo de Drong et al.
(2016), focado na suplementagéo de OE para vacas leiteiras de transigéo.

Uma metanalise relacionada com os efeitos metabdlicos da monensina em bovinos
leiteiros em lactacdo (Duffield et al., 2008b) apresentou reducédo significativa de BHBA
(13%), acetoacetato (14%) e AGNE (7%). No entanto, para as concentracOes de glicose no
sangue e ureia, os autores relataram aumentos de 3 e 6%, respectivamente. E desejavel que
quaisquer substitutos da monensina nao afetem negativamente os parametros sanguineos
das vacas leiteiras.

A concentragdo de ureia plasmatica em ruminantes estd diretamente relacionada
com 0 consumo de proteina e tem sido usada para verificar o estado nutricional proteico
dos animais (Ruas et al., 2000). A ureia difunde-se facilmente nos tecidos do organismo
dos bovinos. Quando a taxa de producdo de amonia é maior que a sua utilizacdo pelos
microrganismos ruminais, observa-se alteracdo da concentracdo de NH3z no rdmen, com
consequente excrecdo de ureia e aumento do custo energético da producdo de ureia,
resultando, assim, em perda de proteina (Morrison & Mackie, 1996).

N&o ha efeitos negativos da substituicdo da monensina por OE e valores mais
baixos de AGNE, assim, para o tratamento por OE, indicam a acdo metabdlica sistémica
deste aditivo. O equilibrio energético foi o mesmo para todos os tratamentos, mas 0s
baixos niveis de AGNE para o tratamento com OE + Amilase séo evidéncias de possiveis
efeitos positivos de OE no metabolismo energético, relacionado a menor mobilizacédo
lipidica do corpo.

Uma das primeiras respostas do organismo ao balanco energético negativo (BEN) é
a mobilizacdo do tecido adiposo e a capacidade do tecido muscular esquelético de utilizar
AGNE para gerar energia para mantenca (Overton & Waldron, 2004). Os AGNE séo
usados como fonte de energia pelo figado e por outros tecidos, e sua oxidacdo celular faz
parte dos sinais fisiol6gicas de saciedade (Van Saun, 2000).

Em contraste com nossos resultados, Drong et al. (2016) demonstraram que uma
capsula de liberacdo controlada de monensina melhorou o estado da energia e a utilizagdo
de AGNE circulante de vacas leiteiras de transi¢do enquanto OE (CRINA®) n&o conseguiu
provocar nenhum efeito.

Hausmann et al. (2017) avaliaram a associacdo entre OE e niacina em vacas no
periparto e observaram que as concentracdes séricas de triglicerideos e glicose diminuiram
pos-parto em ambos o0s grupos, sem diferencas significativas entre os mesmos (P> 0,05).

AGNE e BHB entre os grupos que receberam ou nédo o aditivo foram semelhantes no pré e
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pos-parto. No entanto, Tassoul e Shaver (2009) ndo encontraram diferenga nos parametros
de sangue de vacas leiteiras de alta producéo que receberam CRINA, em comparagdo com
o controle, embora apresentassem tendéncias para um balangco energético mais negativo
para 0 grupo suplementado com CRINA. S&o necessarios mais estudos para compreender

melhor os fatores relacionados a acdo metabolica sistémica do OE.
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VII - CONCLUSAO

Os 0leos essenciais associados a amilase podem ser usados em dietas para vacas em
lactacdo como substituto da monensina, pois melhora a eficiéncia e potencializa a

producdo de leite.
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