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RESUMO 

 

 

 

 

E SILVA, Leandro Santos. Efeitos do extrato alcaloídico de algaroba e da 

monensina em dietas contendo ou não caroço de algodão, sobre a composição 

microbiana, parâmetros ruminais e perfil de ácidos graxos do leite de vacas. 

Itapetinga, BA: UESB, 2024, 135p. Tese. (Doutorado em Zootecnia, Área de 

Concentração em Produção de Ruminantes).*. 

 

Objetivou-se com este estudo, avaliar os efeitos da suplementação com extrato de 

alcaloídes piperidinicos de algaroba (APA) ou Monensina sódica (MON) em dietas 

contendo ou não caroço de algodão (CA) para vacas lactantes, sobre os metabólitos 

sanguíneos, produtos de fermentação, população microbiana (protozoários e bactérias), 

atividade enzimática ruminal, consumo e digestibilidade de ácidos graxos e seu perfil no 

leite. As dietas experimentais consistiram em: uma dieta controle sem aditivo e sem 

CA; duas dietas sem CA, contendo APA (8 mg/kg MS) ou MON (15 mg/kg MS); e 

duas dietas com CA contendo APA (8 mg/kg MS) ou MON (15 mg/kg MS). Foram 

utilizadas 5 vacas mestiças Holandês x Gir, pluríparas, com produção média diária de 

29,5 ± 7,15 kg de leite, com peso corporal médio de 487 ± 7,25 kg e média de 100 ± 20 

dias de lactação. Foram distribuídas em delineamento quadrado latino 5 x 5, em um 

período experimental de 130 dias, divididos em 5 períodos de 26 dias, com 21 dias de 

adaptação e 5 para coleta de amostras. APA e MON nas dietas sem CA reduziram 

(P<0,05) o colesterol total sérico. Foi observada alteração nos parâmetros ruminais, com 

aumento (P<0,0001) nas concentrações de N-NH3 e de acetato nas dietas APA e MON. 

A população microbiana foi afetada pelas dietas, em que APA e MON reduziram a 

porcentagem de abundância relativa (%AbR) de Ruminococcus albus (P<0,0001), 

Streptococcus bovis (P<0,0001), Fibrobacter succinogenes (P=0,0002) e Archaea 

metanogênicas (P<0,0001), e aumentaram Prevotella ruminicola (P<0,0001), 

Selenomonas ruminantium (P<0,0001) e Megaphaera elsdenii (P<0,0001). APA reduziu 

ainda a %AbR de Butyrivibrio fibrisolvens (P=0,0001) e aumentou a de Ruminobacter 

amylophilus (P<0,0001). As dietas contendo CA e/ou suplementadas com APA 

aumentaram o consumo de EE (P=0,0005). Não houve alteração (P>0,05) no consumo 

de MS e o CA aumentou o consumo de AG com 16 (P=0,0005) e 18 (P=0,0031) 

carbonos e aumentou a digestibilidade de AG com 16 carbonos (P=0,0351). APA 

aumentou a concentração de C6:0 (P=0,0029) e C8:0 (P=0,0007) no leite. O CA, 

aumentou a concentração de AGCL (P<0,0001), AGI (P<0,0001), AGMI (P<0,0001), 

trans total (P=0,0162), ∑cis-9 (P<0,0001) e reduziu a atividade da enzima ∆9-

dessaturase em AG com 18 carbonos (P<0,0001), sem influência dos aditivos. APA 

assemelha-se a MON quanto à alteração do microbioma core do rúmen. APA sem CA 

aumenta a concentração de AGCC totais (acetato, propionato e butirato) sem alterar a 

proporção de metano no fluido ruminal mesmo com redução de Archaea, por aumentar 

a população de R. amylophilus, que se correlaciona de forma positiva com 

metanogênicos por sintrofia. APA e MON aumentam as concentrações de ácidos graxos 

de cadeia curta à média no leite. R. amylophilus apresenta moderada correlação negativa 

com a biohidrogenação do ácido linoleico tanto pela via trans-11 quanto trans-10. APA 
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e MON, associados ou não ao CA, apresentam efeitos semelhantes sobre os metabólitos 

sanguíneos, parâmetros ruminais, população microbiana do rúmen e perfil de ácidos 

graxos do leite de vacas, sendo APA a melhor opção como aditivo alimentar por ser 

natural e seguro. 

 

Palavras-chave: aditivos alimentares, bactérias ruminais, fitoaditivo, Prosopis julifllora 
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ABSTRACT 

 

 

 

 

E SILVA, Leandro Santos. Effects of mesquite alkaloid extract and monensin in 

diets containing or not cottonseed on the microbial composition, ruminal 

parameters and fatty acid profile of cow's milk. Itapetinga, BA: UESB, 2024, 135p. 

Thesis (PhD in Animal Science – Ruminant Production).*. 

 

The aim of this study was to evaluate the effects of supplementation with mesquite 

piperidine alkaloid (MPA) extract or sodium monensin (MON) in diets containing or 

not cottonseed (CS) for lactating cows, on blood metabolites, fermentation products, 

microbial population (protozoa and bacteria), ruminal enzyme activity, intake and 

digestibility of fatty acids and their profile in milk. The experimental diets consisted of: 

a control diet without additive and without CS; two diets without CS, containing MPA 

(8 mg/kg DM) or MON (15 mg/kg DM); and two diets with CS containing MPA (8 

mg/kg DM) or MON (15 mg/kg DM). Five multiparous Holstein x Gir crossbred cows 

with an average daily milk production of 29.5 ± 7.15 kg, average body weight of 487 ± 

7.25 kg and average lactation of 100 ± 20 days were used. They were distributed in a 5 

x 5 Latin square design, in an experimental period of 130 days, divided into 5 periods of 

26 days, with 21 days of adaptation and 5 for sample collection. MPA and MON in 

diets without CS reduced (P<0.05) serum total cholesterol. Changes in ruminal 

parameters were observed, with an increase (P<0.0001) in N-NH3 and acetate 

concentrations in the MPA and MON diets. The microbial population was affected by 

the diets, in which MPA and MON reduced the percentage relative abundance (%RAb) 

of Ruminococcus albus (P<0.0001), Streptococcus bovis (P<0.0001), Fibrobacter 

succinogenes (P=0.0002) and methanogenic Archaea (P<0.0001), and increased 

Prevotella ruminicola (P<0.0001), Selenomonas ruminantium (P<0.0001) and 

Megaphaera elsdenii (P<0.0001). MPA also reduced the %RAb of Butyrivibrio 

fibrisolvens (P=0.0001) and increased that of Ruminobacter amylophilus (P<0.0001). 

Diets containing CS and/or supplemented with MPA increased EE intake (P=0.0005). 

There was no change (P>0.05) in DM intake and CS increased the intake of FA with 16 

(P=0.0005) and 18 (P=0.0031) carbons and increased the digestibility of FA with 16 

carbons (P=0.0351). MPA increased the concentration of C6:0 (P=0.0029) and C8:0 

(P=0.0007) in milk. CS increased the concentration of LCFA (P<0.0001), UFA 

(P<0.0001), MUFA (P<0.0001), total trans (P=0.0162), ∑cis-9 (P<0.0001) and reduced 

the activity of the enzyme ∆9-desaturase in FA with 18 carbons (P<0.0001), without 

influence of additives. MPA is similar to MON regarding alteration of the rumen core 

microbiome. MPA without CS increases the concentration of total SCFA (acetate, 

propionate and butyrate) without altering the proportion of methane in the ruminal fluid 

even with a reduction in Archaea, by increasing the population of R. amylophilus, 

which is positively correlated with methanogens by syntrophy. MPA and MON increase 

the concentrations of short to medium chain fatty acids in milk. R. amylophilus has a 

moderate negative correlation with the biohydrogenation of linoleic acid by both the 

trans-11 and trans-10 pathways. MPA and MON, associated or not with CA, have 

similar effects on blood metabolites, ruminal parameters, rumen microbial population 
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and fatty acid profile of cow's milk, with MPA being the best option as a feed additive 

as it is natural and safe. 

 

Keywords: feed additives, phytoadditive, Prosopis juliflora, ruminal bacteria
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I - REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

 

 

1.1. INTRODUÇÃO GERAL 

A nutrição animal é um dos pilares da pecuária eficiente e impacta diretamente 

nos custos de produção, uma vez que é responsável por cerca de 70% dos gastos totais 

em uma propriedade (Cottle e Kahn, 2014). É responsável por manter as reações 

fisiológicas normais do animal, como crescimento, liberação de hormônios, gestação, 

deposição de gordura, produção de leite ou carne, manutenção do sistema imunológico, 

dentre outros. 

Devido ao alto custo destinado à alimentação animal, a utilização de fontes 

lipídicas, bem como de aditivos alimentares como estratégia nutricional para melhorar a 

eficiência alimentar em ruminantes têm sido bastante difundidas. Dentre as fontes de 

lipídios utilizadas, o caroço de algodão (CA) tem sido recomendado, principalmente na 

alimentação de vacas leiteiras de alta produção, uma vez que possui a capacidade de 

alterar positivamente a fermentação ruminal e o perfil de ácidos graxos do leite, bem 

como é potencial inibidor de bactérias produtoras de H2 e protozoários, e pode ser 

tóxico para Archaea metanogênica (Martin et al., 2010; Muñoz et al., 2019), o que 

auxilia na redução da produção de metano entérico. A possibilidade de resposta 

satisfatória às dietas contendo CA e suplementadas com aditivos alimentares tem 

despertado estudos em ruminantes. 

 Dentre os aditivos mais utilizados estão os ionóforos carboxílicos, como a 

lasolacida, monensina, salinomicina, narasina e maduramicina, que são antibióticos de 

baixo peso molecular utilizados como estimuladores de crescimento (e Silva et al., 

2021), além de afetarem a microbiota ruminal seletivamente pela alteração da passagem 

de íons através dos canais de membrana de bactérias Gram-positivas (Pressman, 1976). 

Inicialmente, os ionóforos foram utilizados em rações para aves como anticoccidianos, 

porém, são os aditivos mais pesquisados em dietas de ruminantes atualmente (Pereira e 

Silva, 2021). Dentre eles, a monensina é o ionóforo mais utilizado. 

Apesar dos benefícios do uso de ionóforos na alimentação de ruminantes, 

algumas desvantagens limitam sua utilização, como a possibilidade de intoxicação por 
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apresentarem uma pequena margem de segurança entre a dose eficaz e a tóxica; podem 

causar contaminação ambiental por não serem absorvidos pelo trato gastrointestinal e 

contraria as premissas de segurança alimentar do mercado consumidor, que tem exigido 

produtos com rigoroso controle sanitário (Pereira e Silva, 2021). 

A possibilidade de indução de resistência bacteriana, liberação de contaminantes 

no ambiente e o risco de resíduos de antibióticos em produtos de origem animal levaram 

alguns países a banir o uso de antibióticos ionóforos como aditivos alimentares na 

pecuária de acordo com o Regulamento (CE) n.° 1831/2003 e com o princípio da 

precaução, principalmente, antibióticos que são compartilhados ao uso terapêutico 

humano. 

Desde então, pesquisadores têm buscado desenvolver aditivos alimentares 

naturais a base de metabólitos secundários de plantas, que possam ser extraídos sem 

alterações de sua estrutura química e que apresentem atividade biológica no rúmen. 

As plantas apresentam em sua estrutura, compostos secundários, que recebem 

essa classificação por não apresentarem relação direta com processos metabólicos de 

fotossíntese, respiração e crescimento da planta (Edwards e Wratten, 1981), porém, são 

utilizados como mecanismo de defesa contra fitófagos e fitopatógenos e auxiliam na 

propagação da espécie. Estes compostos secundários de plantas são classificados de 

acordo com sua rota biossintética, podendo ser taninos, terpenos e esteroides, e os 

alcaloides (Harbone, 1999). 

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da monensina 

e do extrato enriquecido com alcaloides piperidínicos de algaroba (APA) em dietas 

contendo ou não caroço de algodão (CA) sobre a diversidade microbiana ruminal 

(protozoários, bactérias e Archaea total), parâmetros ruminais, consumo e 

digestibilidade de ácidos graxos e perfil de ácidos graxos do leite de vacas. 

 

1.2. Aditivos alimentares para bovinos leiteiros 

1.2.1. Monensina 

A monensina é um poliéter carboxílico, produzido pela bactéria Streptomyces 

canelaensis (não é cinnamonensis), melhorador de desempenho animal que se classifica 

como antimicrobiano ionóforo, por sua ação bacteriostática seletiva, e atua 

principalmente sobre as bactérias Gram-positivas e protozoários, alterando o transporte 

transmembrana e o equilíbrio intracelular de íons (Russell e Strobel, 1989). Este 

processo se dá pela ligação da monensina às membranas celulares bacterianas, 
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forçando-as a gastar energia na tentativa de manter o equilíbrio iônico celular (Russell e 

Strobel, 1989). O excessivo gasto de energia resulta em morte ou diminuição no 

crescimento de bactérias. 

Apesar da maior sensibilidade de bactérias Gram-positivas devido a presença de 

paredes celulares mais tênues, estudos têm demostrado que a sensibilidade e resistência 

à monensina ainda não são tão claras (Kim, et al., 2014a; Guo et al., 2022). De acordo 

com resultados encontrados por Newbold et al. (1993), alguns táxons de bactérias 

Gram-positivas, como a Veillonellaceae, foram resistentes à monensina. Do mesmo 

modo, Kim et al. (2014b) identificaram sensibilidade à monensina em alguns táxons de 

bactérias Gram-negativas, como o Succiniclasticum. 

A literatura mostra que, a resistência à monensina está principalmente 

correlacionada com as especificidades na estrutura do envelope celular, em que se 

aplica um modelo de efeito variável dependendo da constituição e espessura da parede 

celular, em que a monensina seleciona grupos bacterianos com paredes celulares menos 

permeáveis (Russell e Houlihan, 2003; Weimer et al., 2008; Schären et al., 2017).  

Em contrapartida, bactérias Gram-positivas que são sensíveis à monensina, 

como Streptococcus spp., que convertem amido em ácido láctico, o que causa a 

diminuição do pH ruminal, têm suas populações reduzidas (Piantoni et a., 2023). Essa 

redução permite com que as bactérias que convertem o amido em propionato pela via do 

acrilato se proliferem, causando o aumento de propionato em relação ao acetato, o que 

acredita ser a razão pela qual a monensina aumenta a eficiência alimentar em 

ruminantes, uma vez que o propionato é um precursor gliconeogênico e é convertido em 

energia mais eficientemente do que o acetato (Dennis et al., 1981; Bergman, 1990; 

Russell e Strobel, 1989; Dubuc et al., 2010). Desta forma, a suplementação com 

monensina resulta ainda em menor síntese de formato e butirato em comparação ao 

propionato, além da diminuição da degradabilidade ruminal da proteína (Hook, et al., 

2009; Abrar et al., 2015). 

Por aumentar a síntese de propionato e, consequentemente a gliconeogênese 

hepática, a monensina é utilizada também na prevenção da cetose por aumentar o 

fornecimento de energia para o animal (Ipharraguerre e Clark, 2003). A cetose pode ser 

causada em vacas leiteiras em lactação devido o balanço energético negativo (BEN) no 

início ou próximo ao pico de lactação, acarretando em mobilização excessiva dos 

tecidos e aumento da capacidade de metabolização do fígado (Duffield, 2000; Bobe et 

al., 2004). 
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A cetose pode ser classificada em clínica ou subclínica, sendo a clínica, dividida 

em quatro estágios: primário, quando a vaca não recebe alimentação necessária em 

quantidades adequadas; secundário, quando uma vaca leiteira recebe calorias 

insuficientes para satisfazer as exigências da lactação mais a manutenção do corpo; 

alimentar, quando a dieta é rica em precursores cetogênicos e; espontânea, que acomete 

vacas leiteiras de alta produção que estão perto do pico de lactação. Este período é 

considerado o de maior exigência energética ou de BEN, o que elevaria os valores de β-

hidroxibutirato (Müller et al., 2015; Barboza e Primieri, 2021). 

De acordo com Mammi et al. (2021), a monensina em cápsula de liberação 

controlada (CLC) é a forma mais adequada de se combater a cetose em vacas leiteiras, 

visto que apresenta efeitos mais eficientes quando comparado com outras formas, doses 

ou durações de administração. Essa forma de administração da monensina em vacas 

leiteiras é a única permitida na Europa (European Medicine Agency, 2013) e deve ser 

feita de 3 a 4 semanas antes do parto, para exercer efeitos eficazes na prevenção da 

cetose (Elanco Animal Health). 

Os efeitos da CLC são destacados por Compton et al. (2015), que identificaram 

redução da incidência cumulativa absoluta de cetose subclínica em 17,9% em vacas 

leiteiras, no período de 12 dias após o parto, o que reforça ser a melhor forma de 

fornecimento. 

Se tratando de resultados de desempenho e produção de bovinos leiteiros em 

relação à monensina, vários estudos têm demonstrado melhorias devido à 

suplementação, como redução no consumo de matéria seca (Sauer et al., 1989; Ghizzi et 

al., 2018), melhora na conversão alimentar (Vyas et al., 2018) e aumento na produção 

de leite (Duffield et al., 2008; Grigoletto et al., 2021), além de prevenir distúrbios 

metabólicos (McCarthy et al., 2015; McGuffey, 2017) e possibilitar a redução na 

emissão de gases poluentes (Odongo et al., 2007; Xue et al., 2021). As variáveis de 

produção em resposta à monensina são dependentes de fatores como grupo genético, 

escore corporal dos animais e tipo de rebanho (Lean et al., 1994; Duffield et al., 1999; 

Granzin e Druden, 1999; Duffield et al., 2008). 

Dentre as variáveis de produção, a porcentagem de gordura do leite é a que 

apresenta mais resultados inconsistentes quanto ao impacto da monensina. De acordo 

com Duffield et al. (1999), a suplementação com monensina não influencia o teor de 

gordura do leite em vacas leiteiras. Em contrapartida, AlZahal et al. (2008) e Robinson 

(2020) relataram que a utilização de monensina na dieta de vacas leiteiras em lactação 
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reduz o percentual de gordura do leite e aumenta a concentração de ácidos graxos 

poliinsaturados e de ácido linoleico conjugado (CLA). O efeito depressor de gordura 

causado pela monensina se deve à interação com fatores dietéticos, dose utilizada de 

monensina, método de administração, estágio de lactação e sistema de alimentação 

(Symanowski et al., 1999; Duffield e Bagg, 2000; Duffield et al., 2003). 

Os efeitos da suplementação com monensina como mitigador de gases de efeito 

estufa em ruminantes ainda são controversos devido à ausência de informações sobre o 

mecanismo de ação em microrganismos produtores de metano (CH4). De acordo com 

Vyas et al. (2018), a monensina não reduziu a intensidade de CH4 em bovinos de corte 

recebendo 33 mg/kg de MS. Em contrapartida, Perna Junior et al. (2020) identificaram 

redução de 25,6% na emissão de CH4, em vacas holandesas recebendo 18 mg/kg de MS. 

De forma geral, bactérias Gram-positivas e protozoários têm como produto da 

fermentação ruminal, dentre outros, a produção de hidrogênio (H2), que por sua vez, é 

utilizado pelos metanogênicos do rúmen para reduzir gás carbônico (CO2) em CH4 

(McGuffey et al., 2001; Ugbogu et al., 2019). Assim, considera-se que o impacto da 

monensina na produção de CH4 se dá através da supressão de outros microrganismos 

ruminais que fornecem substratos aos metanogênicos. 

Em estudo realizado por Hook et al. (2009), que avaliaram o efeito da 

monensina sobre a quantidade e diversidade de metanogênicos ruminais de bovinos 

leiteiros em lactação, não identificaram alterações significativas nos animais que 

receberam monensina, dos que receberam dieta controle (sem monensina), o que reforça 

a hipótese de que a ação da monensina como mitigador de CH4, se dá pela redução de 

substratos viáveis à utilização dos metanogênicos. 

De acordo com Sauer et al. (1998), a adição de monensina à dieta de vacas em 

lactação reduz a produção de CH4 e a relação CO2:CH4. Entretanto, quando o 

fornecimento de monensina excede os 160 dias, a proporção CO2:CH4 não é mais 

influenciada e outros efeitos relacionados são ausentes. Os autores explicam que, 

possivelmente, a microflora ruminal se adapta à monensina e já não responde como 

antes, criando resistência. Em contrapartida, Odongo et al. (2007) identificaram redução 

de 7% na produção de CH4 em vacas leiteiras recebendo monensina por 

aproximadamente 180 dias. Alguns fatores como consumo de ração, tipo de carboidrato 

ofertado na dieta, processamento e composição da dieta podem influenciar a ação da 

monensina e, consequentemente, a taxa de produção de CH4 (Johnson e Johnson, 1995). 
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1.2.2. Alcaloides piperidínicos de algaroba como fitoaditivo alimentar para 

ruminantes 

A algarobeira (Prosopis spp.) é uma árvore da família das leguminosas 

(Leguminoseae, subfamília Mimosoideae) e apresenta mais de 40 espécies conhecidas, 

distribuídas nos continentes americano, asiático e africano. Caracteriza-se por possuir 

caule tortuoso, podendo atingir 18 m de altura e diâmetro variando entre 30 e 80 cm, 

casca rugosa, presença de espinhos, folhas bipinadas, folíolos numerosos, subcoriáceas, 

estômatos em ambas as faces das folhas, inflorescência auxiliares, pedunculadas em 

espigas, primaveril a estival (Braga 1976; Franco et al., 2010). As maiores 

concentrações dessas espécies são encontradas nas regiões ocidentais mais secas da 

América como o sudeste dos Estados Unidos e a Patagônia (Ribaski et al., 2009). 

No Brasil, a espécie Prosopis juliflora (Sw.) D.C. foi introduzida no semiárido 

nordestino em 1942, na cidade de Serra Talhada, PE, com sementes oriundas de Piura, 

no Peru, para cultivo de madeira, forragem e como alternativa de reflorestamento em 

áreas desmatadas do bioma Caatinga, sendo difundida para o resto do país (Ribaski et 

al., 2009). 

A ampla disseminação da algarobeira pelo Nordeste brasileiro foi de grande 

importância para o fortalecimento da agropecuária na região e despertou interesse de 

técnicos e produtores, por suportar as condições semiáridas e por apresentar alto 

potencial forrageiro durante as secas, período com restrição de alimento para os animais 

(Franco et al., 2010), onde seus frutos são utilizados na alimentação de animais 

ruminantes, equinos e muares, além do uso na alimentação humana (Rodrigues et al., 

2013). Proporcionou ainda a exploração econômica da apicultura (Sousa et al., 2011) e 

o fornecimento de alimento para a população (Jardim e Mendes, 2022). 

Na alimentação humana, a farinha das vagens da algarobeira é utilizada para 

enriquecer produtos de panificação (Jardim e Mendes, 2022), uma vez que as vagens, 

tanto in natura quanto em forma de farinha, possuem um alto valor nutricional e 

constituem uma fonte rica em carboidratos, proteínas e fibras dietéticas (Silva et al., 

1996; Silva et al., 2001; Nascimento et al., 2015), sendo uma alternativa às farinhas 

convencionais como a de trigo e de mandioca (Costa et al., 2016), que são pobres nestes 

constituintes. 

Já na alimentação animal, o uso da algaroba tem crescido de forma expressiva e 

se apresenta como alternativa alimentar na dieta de ruminantes. No geral, a planta 

possui alta palatabilidade e valor nutritivo, com médias variando entre 90,2 e 92,3% de 
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matéria seca (MS), 21,6 e 33% de proteína bruta (PB), 27,1 e 29,1% de fibra em 

detergente neutro (FDN), 18,2 e 27,6% de fibra em detergente ácido (FDA) e 7,8 e 

8,7% de minerais (Bahtt et al., 2011; Ali, et al., 2012; Chaturvedi e Sahoo, 2013). 

Segundo Andrade-Montemayor et al., (2009) e Ruiz-Nieto et al. (2020) a variação no 

valor nutritivo está relacionada a diversos fatores como o estágio fenológico, parte da 

planta (folhas ou frutos), região geográfica de cultivo e condições climáticas, além da 

forma de tratamento dos frutos, que quando torrados, pode aumentar a disponibilidade 

de nutrientes. 

Outra característica importante da utilização de algaroba na alimentação de 

ruminantes é a possibilidade de redução nos custos da dieta. De acordo com Tesema et 

al. (2013) o fornecimento de 50% de vagens in natura na alimentação concentrada de 

ovinos, numa relação volumoso:concentrado de 50:50, resulta em maior lucro líquido 

com melhor custo-benefício. O fornecimento da farinha de vagem de algaroba pode 

substituir o milho em até 40,5% na alimentação de cabras lactantes, sem interferir no 

consumo, digestibilidade e concentração de nutrientes digestíveis totais (Pereira et al., 

2013). No entanto, a quantidade de vagem seca de algaroba presente na dieta de 

ruminantes não deve exceder 40% da matéria seca total, a fim de evitar intoxicações por 

fatores antinutricionais presentes na planta, como toxinas e polifenólicos (Ortega-

Nieblas et al., 1996; Sawal et al., 2004, Svensson et al., 2004). 

Estudos (Tabosa et al., 2006; Câmara et al., 2009) mostram que a intoxicação 

pelo consumo de vagens de P. juliflora em ruminantes causa distúrbios neurológicos, 

com comprometimento dos nervos cranianos, especialmente os nervos trigêmeos e 

facial, o que resulta em sinais clínicos como inclinação da cabeça, protrusão da língua e 

salivação excessiva, e acomete principalmente os bovinos. Já caprinos e ovinos têm se 

mostrado resistentes ao envenenamento por P. juliflora (Tabosa et al., 2000; Almeida et 

al., 2017), com sinais clínicos aparentes em dietas compostas por vagens acima de 60%. 

De acordo com Almeida et al. (2017), a intoxicação por algaroba em ruminantes, 

provavelmente, seria causada pela combinação de alcaloides piperidínicos presentes na 

planta, em especial a juliprosopina, que interfere na bioenergética das mitocôndrias do 

cérebro, causando redução na produção de ATP e morte celular (Maioli et al., 2012). 

As piperidinas são fitoquímicos pertencentes ao grupo dos alcaloides 

heterocíclicos, que possuem uma lipofilicidade e polaridade acentuadas, contribuindo 

para a sua incorporação nas membranas celulares, e podem afetar o funcionamento de 

vários canais iônicos, em particular a atividade bloqueadora dos canais de Ca2+ 
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(Efimova et al., 2020, Choudhary et al., 2005). A ação de bloqueio do transporte de 

cálcio pode afetar tanto as bactérias Gram-positivas (Efimova et al., 2020) como as 

Archaea metanogênicas (Vancek et al., 2006).  

No entanto, pesquisas tem demonstrado a eficiência do extrato enriquecido com 

alcaloides piperidínicos de algaroba (APA) na alimentação de ruminantes (Brito et al., 

2020; Santos et al., 2021; Sousa et al., 2022), por possibilitar alterações na fermentação 

ruminal semelhantes aos ionóforos. De acordo com Santos et al. (2013), os APA 

apresentaram efeito inibitório, em sua maioria, contra bactérias Gram-positivas e 

reduziu a produção de gases através da modificação dos produtos finais da fermentação 

dos alimentos, com maior produção de propionato em condições in vitro com líquido 

ruminal. 

Os alcaloides são substâncias alcalinas (caráter básico), oriundos do 

metabolismo secundário de alguns vegetais. São compostos nitrogenados derivados de 

aminoácidos aromáticos (triptofano e tirosina) e alifáticos (ornitina, lisina) e têm sido 

bastante utilizados na indústria farmacêutica (Cozier et al., 2006). 

Os possíveis efeitos do APA foram descritos por Batatinha (1997), que 

identificou o aumento na síntese de aminoácidos, proteínas e nos ácidos propiônico e n-

valérico, em testes in vitro, utilizando rúmen artificial (RUSITEC – rumen simulation 

technique). O mesmo autor identificou ainda redução na produção de CH4, ácido acético 

e iso-valérico. 

Da mesma forma, Pereira et al. (2017) avaliaram os efeitos do APA em 

comparação com a monensina, quanto à cinética de produção de gases, mitigação de 

CH4 e os produtos da fermentação ruminal, utilizando a técnica de produção de gás in 

vitro. Os autores relataram maior eficiência na degradação da fibra e redução na 

produção de gases totais, CH4 e na relação acetato/propionato, nos tratamentos que 

utilizaram APA. 

Estudos in vivo demonstraram a efetividade do APA como suplemento 

alternativo à monensina na dieta de ruminantes. Brito et al. (2020) identificaram que a 

suplementação com APA (31,5 mg/kg de MS da dieta) em cordeiros confinados, 

alimentados com dietas contendo 13% de PB, aumenta o aproveitamento ruminal da 

proteína dietética e consequentemente, a eficiência microbiana no rúmen, sem alterar o 

comportamento ingestivo e o ganho de peso corporal, quando comparado com dietas 

contendo 16% de PB sem aditivos ou suplementadas com MON (31,5 mg/kg de MS da 

dieta). 
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Da mesma forma, Santos et al. (2021) relataram que a suplementação com APA 

em dietas para cordeiros, melhora o desempenho de crescimento. Os autores testaram 

níveis de APA (0; 2,3; 4.6 e 9.2 mg/kg de MS da dieta) em comparação com a MON 

(2,1 mg/kg de MS da dieta) e identificaram aumento linear no ganho de peso médio 

diário (169,4; 189,1; 193,7; 201,4 g/dia, respectivamente) e no ganho de peso total 

(14,6; 16,3; 16,7; 17.3 kg, respectivamente), superiores ao tratamento com MON (174,9 

g/dia e 15 kg, para as mesmas variáveis). 

O APA tem sido avaliado também quanto a sua potencialidade como mitigador 

de CH4. De acordo com Sousa et al. (2022), a suplementação com doses variando de 6,6 

a 27,8 mg/kg de MS da dieta, reduz a produção e a intensidade de CH4 entérico e 

melhora a utilização de energia e proteína em cordeiros confinados. Os autores citaram 

ainda que a suplementação com doses de APA variando de 17,3 a 27,6 mg/kg de MS da 

dieta, aumenta a digestibilidade da fibra, bem como a proporção de energia bruta 

digestível e metabolizável. 

Em bovinos leiteiros, Costa (2022) relatou menor intensidade diária na produção 

de CH4 por ingestão de nutrientes, nos animais que receberam 5 mg APA/kg MS da 

dieta. O autor explicou que este resultado pode ser devido à ação do APA sobre 

Archaea metanogênicas, visto que, a síntese de metano pode ser afetada por efeito 

seletivo através da inibição direta e/ou depressão dos processos metabólicos 

microbianos envolvidos na metanogênese (Bodas et al., 2012). O autor relatou também, 

resultados positivos para a produção e para o conteúdo de ácidos graxos do leite, com 

aumento dos ácidos palmitoleico (C16:1) e heptadecanóico (C17:0), com a utilização de 

5 mg APA/kg MS da dieta. 

Vale ressaltar que a síntese de C16:1 na glândula mamária é resultado da 

atividade da enzima ∆9–dessaturase ou da biohidrogenação incompleta desse ácido 

graxo no rúmen. Já a síntese de C17:0, de acordo com Vlaeminck et al. (2006), é 

proveniente da síntese de novo, incorporados na membrana celular das bactérias 

ruminais. Desta forma, Costa (2022) levantou a possibilidade de o APA atuar na maior 

disponibilização intestinal de ácidos graxos como substratos da enzima ∆9–dessaturase 

ou favorecer a incompleta biohidrogenação ruminal, além de atuar sobre o metabolismo 

microbiano ruminal. 
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1.3. Caroço de algodão na alimentação de vacas lactantes 

O caroço de algodão (CA) é um subproduto da indústria têxtil, que tem sido 

utilizado como alimento na nutrição de ruminantes, principalmente na dieta de vacas 

leiteiras de alto rendimento, há mais de três décadas no mundo (Zhang et al., 2007). 

Dentre as variedades mais comercializadas está o algodão Upland (Gossypium 

hirsutum; com mais fiapos) e o algodão Pima (G. barbedense) (Zhang et al., 2007). É 

considerado um alimento altamente palatável e completo, por reunir características de 

alimento volumoso (fibra bruta superior a 18% na MS), de concentrado proteico 

(proteína bruta superior a 20% na MS) e de concentrado energético (Arieli, 1998). 

Para bovinos leiteiros, o CA tem sido bastante utilizado, por aumentar a 

produção e alterar a composição do leite e os processos digestivos das vacas. De acordo 

com Rico et al., (2017), dietas basais contendo CA aumentam o rendimento de ácidos 

graxos do leite, com destaque para os oriundos da biohidrogenação ruminal, além de 

aumentar a digestibilidade de ácidos graxos de 16 carbonos. Os autores observaram 

ainda, aumentos na produção de leite e proteína do leite, na digestibilidade de ácidos 

graxos totais e tendência para produção de gordura do leite, em dietas contendo CA. 

Da mesma forma, Muñoz et al., (2019) relataram aumento no teor de lactose e 

tendência de aumento na proteína do leite em dietas contendo CA, além de aumentar a 

concentração de ácidos graxos mono e poli-insaturados na gordura do leite. Os autores 

relataram ainda a redução na produção de CH4 (g/d) e sua intensidade (g/kg de CMS). 

A utilização de fontes lipídicas, como o CA, na dieta de ruminantes tem sido 

utilizada como estratégia eficaz na mitigação de CH4 em ruminantes (Martin et al., 

2010; Hristov et al., 2013) através de vários mecanismos. Os lipídios podem inibir 

microrganismos ruminais, como bactérias produtoras de H2 e também protozoários, 

além de serem tóxicos para os metanogênicos (Martin et al., 2010). Os lipídios 

dietéticos diminuem também substrato fermentescível no rúmen, uma vez que os ácidos 

graxos de cadeia longa (AGCL) não são fermentados nas condições ruminais (Knapp et 

al., 2014). 

No entanto, a principal limitação na utilização do CA na dieta de ruminantes é a 

presença do gossipol (C30H30O8), uma toxina natural, presente no algodoeiro 

(Gossypium L.), que tem como função deter as pragas de insetos. É um composto 

aldeido polifenólico amarelo, encontrado em maiores concentrações nas glândulas 

pigmentares do CA, considerado um fator antinutricional (Zhang, et al., 2007). 
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O gossipol pode ser encontrado na forma livre ou associada (às proteínas). A 

forma associada não é considerada tóxica para ruminantes (Zhang et al., 2007). No 

entanto, a maior parte do gossipol encontrado no CA está em sua forma livre (Noftsger 

et al., 2000; Mena et al., 2001). 

Em sua forma livre, o gossipol é tóxico para animais não ruminantes, em que 

atua reduzindo a capacidade de oxigenação do sangue, o que causa insuficiência 

respiratória e endema pulmonar (Alford et al., 1996). Os efeitos da toxicidade do 

gossipol é semelhante em animais não ruminantes, pré-ruminantes e ruminantes 

machos, não sendo característicos em fêmeas (Randel et al., 1996; Chenoweth et al., 

2000). 

De acordo com Mena et al. (2001), os efeitos adversos que o gossipol pode 

causar em fêmeas ruminantes é o aumento da fragilidade eritrocitária ou diminuição da 

fertilidade. No entanto, os efeitos foram atribuídos ao fornecimento de farinha de 

algodão ou de CA inteiro da variedade Pima, que apresenta mais gossipol livre. 

Segundo o relatório da Autoridade Europeia para a Segurança alimentar (EFSA, 2017), 

não são identificados efeitos negativos em vacas de alta produção ou novilhas em 

crescimento, para níveis de até 1000 mg/kg de dieta, de gossipol livre (correspondendo 

a 37 mg/kg PC/dia), quando o CA é da variedade Upland. 

Estudos têm demonstrado que a microbiota ruminal, principalmente fungos e 

bactérias, são capazes de degradar o gossipol. Khalaf e Meleigy (2008) relataram que 

Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus e 

Aspergillus niger são capazes de reduzir os níveis de gossipol livre no CA. No entanto, 

de acordo com Deruiter et al. (1992), a maioria das cepas fúngicas que degradam o 

gossipol, produzem como metabólitos algumas toxinas, que são prejudiciais aos 

ruminantes. Os autores utilizaram isolados de espécies de Aspergillus como 

fermentadores do gossipol e identificaram a produção de uma toxina típica de citrinina. 

Em contrapartida, estudos recentes têm demonstrado que algumas espécies de 

bactérias ruminais, são capazes de degradar mais eficientemente o gossipol. Segundo 

Zhang et al. (2018), a espécie Bacillus subtilis apresenta alto poder de desintoxicação do 

gossipol (utiliza como fonte de carbono), reduz a concentração de gossipol livre 

(78,86%) presente no CA fermentado e aumenta o teor de PB e de aminoácidos 

essenciais. Os autores reforçaram que esta cepa foi aprovada como probiótico para 

consumo humano e animal pela Food and Drug Administration e a colonização de B. 

subtilis no intestino reduz o risco de infecção bacteriana patogênica. 
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Da mesma forma, Wang et al. (2021) relataram a capacidade das espécies de 

Lactobacillus (Gram-positivas) em biodegradar o gossipol e utilizá-lo como fonte de 

carbono. Foi observada redução de até 80% na concentração de gossipol livre e de 4% e 

5% nos teores de FDN e FDA, respectivamente. Em contrapartida, o teor de PB 

aumentou 4% e o conteúdo de aminoácidos essenciais melhorou significativamente. 

 

1.4. Efeito dos aditivos sobre a microbiota ruminal 

Os aditivos alimentares para ruminantes, de forma geral, têm como característica 

principal a capacidade de alterar a fermentação ruminal e, consequentemente, melhorar 

a eficiência alimentar. Esta característica se dá pela resposta dos microrganismos 

ruminais, principalmente de bactérias e protozoários, ao aditivo. 

Dentre os aditivos, os ionóforos têm sido os mais estudados quanto à resposta 

microbiana ruminal, com destaque para a monensina sódica. De acordo com McGarvey 

et al. (2019) a suplementação com monensina em vacas leiteiras em lactação, nas 

dosagens variando entre 368 e 518 mg/vaca/dia, aumenta significativamente as bactérias 

do filo Bacteroidetes e diminui as do filo Firmicutes. Vale salientar que o filo 

Bacteroidetes consiste principalmente de bactérias Gram-negativas, ou seja, possuem 

uma membrana externa (Furuhashi et al., 2007). Ao contrário, o filo Firmicutes, que 

não apresenta membrana externa e consiste predominantemente em bactérias Gram-

positivas (Pistelli e Costa, 2010). 

Estudos de Narvaez et al. (2013) e Shen et al. (2017) demonstraram que a 

suplementação com monensina em ruminantes está diretamente ligada com a redução da 

digestibilidade dos alimentos. A literatura relata que o efeito adverso da monensina na 

digestão dos alimentos está relacionado com a inibição de bactérias celulolíticas, 

principalmente Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens e Ruminococcus 

albus. De acordo com Shen et al. (2017), a redução na digestibilidade tem como 

consequência a redução na produção de CH4, devido à diminuição da fermentação em 

culturas descontínuas (Ungerfeld, 2015). 

Apesar dos estudos de Russell (1987) e Chow e Russell (1990) relatarem a 

eficiência em reduzir a população de bactérias Gram-positivas, a monensina se liga 

igualmente bem às duas colorações de Gram (Chow et al., 1994), assim como algumas 

bactérias Gram-positivas se adaptam à monensina (Weimer et al., 2011; Simjee et al., 

2012). 
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Evidências têm demonstrado que a microbiota se adapta ao fornecimento de 

monensina a longo prazo. Guo et al. (2022) observaram maior adaptabilidade das 

bactérias degradadoras de carboidratos à monensina ao avaliarem as sucessões da 

comunidade bacteriana ruminal. Os autores relataram ainda que bactérias Gram-

negativas, entre as notáveis bactérias sensíveis à monensina, foram muito maiores do 

que as Gram-positivas, evidenciando que os padrões dinâmicos temporais das bactérias 

ruminais durante a adaptação à monensina não seguem uma dicotomia clara entre as 

colorações de Gram. 

Com a restrição progressiva na utilização da monensina como suplemento 

alimentar para ruminantes, estudos alternativos com fitoaditivos têm evidenciado 

eficiência sobre a manipulação da microbiota ruminal. Patra e Yu (2012) verificaram o 

efeito das doses (0,25, 0,50 e 1,0 g/L) de cinco óleos essenciais (OE; óleo de cravo, óleo 

de eucalipto, óleo de alho, óleo de orégano e óleo de hortelã-pimenta) sobre os 

parâmetros ruminais in vitro e observaram que todos os OE diminuíram a abundância de 

Archaea, protozoários e principais bactérias celulolíticas (F. succinogenes, R. 

flavefaciens e R. albus) linearmente com o aumento das doses. Foi identificado também 

redução significativa na produção de metano com a dose de 1%, para todos os OEs. 

Da mesma forma, tem-se avaliado o efeito do APA sobre a atividade microbiana 

no rúmen. A atividade antimicrobiana e de produção de gases in vitro dos extratos 

enriquecidos de alcaloides de vagens de Prosopis juliflora (Fabaceae) foram avaliados 

com o objetivo de desenvolver um produto com função de aditivo em rações para 

ruminantes. Como apenas o extrato clorofórmico básico (ECB), cujos principais 

constituintes foram juliprosopina, (juliflorina), juliprosinina e prosoflorina (majoritário), 

apresentou atividade antibacteriana para bactérias Gram-positivas: Micrococcus luteus 

[Concentração Inibitória Mínima (MIC) = 25 ug/mL], Staphylococcus aureus (MIC = 

50ug/mL) e Streptococcus mutans (MIC = 50 ug/mL), sua influência sobre a digestão 

ruminal foi avaliada usando a técnica semi-automática de produção de gás in vitro, com 

a monensina utilizada como controle positivo (Santos et al., 2013). Os resultados 

mostraram que ECB 100 mg/L inibiu de forma mais eficaz a produção de gás com um 

mínimo de 6 mL/100 mg de matéria seca de substrato com 30 h de fermentação, 

enquanto monensina proporcionou uma produção não acumulada de 11,7 mL/100 mg 

de matéria seca. A produção acumulada de gás sofreu redução de 21% na presença de 

100 mg/L de ECB em relação ao controle e à monensina utilizada na concentração 

recomendada pelo fabricante. A degradabilidade verdadeira da matéria seca foi menor 
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com a concentração de 200 mg/L de ECB no tempo de incubação de 36 h. Por fim, 

apenas monensina elevou a produção de massa microbiana em 18 h, que foi reduzida 

em 36 h de incubação (Santos et al., 2013). 

A suplementação com APA na dieta de ruminantes também tem demonstrado 

potencial como mitigador de metano entérico. De acordo com Sousa et al. (2023), 

ovinos suplementados com APA reduziram a emissão de CH4 e a perda de energia pelas 

fezes em 16% e 14%, respectivamente, além de ter aumentado o balanço energético em 

34,75%. Desta forma, novos estudos que abordem o efeito do APA sobre a microbiota 

ruminal são importantes. 
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II - OBJETIVOS 

 

 

 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

1. Comparar os efeitos das suplementações com extrato enriquecido de alcaloides 

piperidínicos de algaroba (APA) e com monensina (MON) em dietas com e sem caroço 

de algodão sobre a composição microbiana, parâmetros ruminais e perfil de ácidos 

graxos do leite de vacas. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

Avaliar os efeitos de APA ou MON em dietas com e sem caroço de algodão sobre: 

 

1. Os metabólitos sanguíneos, população microbiana do rúmen (contagem e 

identificação de protozoários ruminais, quantificação relativa de bactérias ruminais e 

Archaea, e correlação entre bactérias e protozoários ruminais), parâmetros ruminais 

(pH, N-NH3, LPS e AGCC) e atividade enzimática; 

 

2. Consumo e digestibilidade de ácidos graxos e perfil de ácidos graxos do leite.  
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III – CAPÍTULO 1 

 

O EXTRATO ALCALOÍDICO DE ALGAROBA E A MONENSINA, EM DIETAS 

COM OU SEM CAROÇO DE ALGODÃO, ALTERAM OS PARÂMETROS 

RUMINAIS E A POPULAÇÃO MICROBIANA DO RÚMEN DE VACAS 

LACTANTES 

 

RESUMO 

Objetivou-se avaliar o efeito do extrato enriquecido com alcaloides piperidínicos de 

algaroba (APA) e da monensina em dietas contendo ou não caroço de algodão (CA), 

sobre os metabólitos sanguíneos, parâmetros ruminais, população microbiana 

(protozoários e bactérias) e atividade enzimática no rúmen de vacas lactantes. As dietas 

experimentais consistiram em: dieta controle sem aditivo; duas dietas sem CA, 

contendo APA (8 mg/kg MS) ou MON (15 mg/kg MS); e duas dietas com CA contendo 

APA (8 mg/kg MS) ou MON (15 mg/kg MS). Foram utilizadas 5 vacas mestiças 

Holandês x Gir (grau de sangue variando de ½ a ¾ de sangue H x Gir), pluríparas, com 

produção média diária de 29,5 ± 7,15 kg/leite, com peso corporal médio de 487 ± 7,25 

kg e média de 100 ± 20 dias de lactação. Foram distribuídas em delineamento quadrado 

latino 5 x 5, em um período experimental de 130 dias. As dietas contendo APA ou MON 

sem CA promoveram redução (P<0,05) de colesterol total e a concentração de β-

hidroxibutirato foi semelhante à dieta controle com média de 2,13 mmol/L, maior que a 

média (1,61 mmol/L) nas dietas APA ou MON com CA. As médias de ácidos graxos 

não esterificados foram maiores (P<0,05) para as dietas com CA. Foi observada 

alteração nos parâmetros ruminais, com aumento na produção de N-NH3 (P<0,0001) nas 

dietas com CA e aumento (P<0,0001) na produção de acetato nas dietas APA e MON 

sem CA. A população microbiana foi afetada pelas dietas, em que APA e MON 

reduziram a porcentagem de abundância relativa (%AbR) de R. albus (P<0,0001), S. 

bovis (P<0,0001), F. succinogenes (P=0,0002) e Archaea metanogênica (P<0,0001), e 

aumentaram P. ruminicola (P<0,0001), S. ruminantium (P<0,0001) e M. elsdenii 

(P<0,0001). APA reduziu ainda a %AbR de B. fibrisolvens (P=0,0001) e aumentou a de 

R. amylophilus (P<0,0001). O extrato alcaloídico de algaroba (APA) na dose de 8 mg/kg 

de MS não afeta as funções renal e hepática de vacas lactantes. Dietas com APA ou 

monensina (MON) sem caroço de algodão (CA) reduzem colesterol total sem afetar a 

concentração sérica de glicose e de BHB. O CA aumenta o nível de AGNE no sangue, 

reduz BHB devido a um possível aumento da síntese hepática de colesterol. APA 

assemelha-se à MON quanto à alteração do microbioma core do rúmen, decrescendo 

sua diversidade por afetar S. bovis e as populações de bactérias fibrolíticas, R. albus e F. 

succinogenes, e aumentar as populações de bactérias amilolíticas, P. ruminicola, S. 

ruminantium e M. elsdenii. MON e APA reduzem a atividade de celulase do fluido 

ruminal, medida em fibra celulósica de papel de filtro como substrato. 

  

Palavras-chave: AGCC, bactérias, protozoários, Prosopis juliflora 
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MESQUITE ALKALOID EXTRACT AND MONENSIN, IN DIETS WITH OR 

WITHOUT COTTONSEED, ALTER RUMINAL PARAMETERS AND THE 

MICROBIAL POPULATION OF THE RUMEN OF LACTATING COWS 

 

ABSTRACT 

 

The aim of this study was to evaluate the effect with mesquite piperidine alkaloids 

(MPA) extract and monensin in diets containing or not cottonseed (CS) on blood 

metabolites, ruminal parameters, microbial population (protozoa and bacteria) and 

enzymatic activity in the rumen of lactating cows. The experimental diets consisted of: 

control diet without additive; two diets without CS, containing MPA (8 mg/kg DM) or 

MON (15 mg/kg DM); and two diets with CS containing MPA (8 mg/kg DM) or MON 

(15 mg/kg DM). Five crossbred Holstein x Gir cows (blood grade ranging from ½ to ¾ 

of H x Gir blood), multiparous, with an average daily production of 29.5 ± 7.15 

kg/milk, with an average body weight of 487 ± 7.25 kg and an average of 100 ± 20 days 

of lactation were used. They were distributed in a 5 x 5 Latin square design, in an 

experimental period of 130 days. Diets containing MPA or MON without CS promoted 

a reduction (P<0.05) in total cholesterol and the concentration of β-hydroxybutyrate was 

similar to the control diet with an average of 2.13 mmol/L, higher than the average 

(1.61 mmol/L) in the MPA or MON diets with CS. The averages of non-esterified fatty 

acids were higher (P<0.05) for the diets with CS. Changes in ruminal parameters were 

observed, with an increase in N-NH3 production (P<0.0001) in diets with CS and an 

increase (P<0.0001) in acetate production in MPA and MON diets without CS. The 

microbial population was affected by the diets, in which MPA and MON reduced the 

percentage of relative abundance (%RAb) of R. albus (P<0.0001), S. bovis (P<0.0001), 

F. succinogenes (P=0.0002) and methanogenic Archaea (P<0.0001), and increased P. 

ruminicola (P<0.0001), S. ruminantium (P<0.0001) and M. elsdenii (P<0.0001). MPA 

also reduced the %RAb of B. fibrisolvens (P=0.0001) and increased that of R. 

amylophilus (P<0.0001). MPA at a dose of 8 mg/kg of DM does not affect the renal and 

hepatic functions of lactating cows. Diets with MPA or monensin (MON) without 

cottonseed (CS) reduce total cholesterol without affecting the serum concentration of 

glucose and BHB. CA increases the level of NEFA in the blood, reduces BHB due to a 

possible increase in hepatic cholesterol synthesis. MPA is similar to MON regarding the 

alteration of the rumen core microbiome, decreasing its diversity by affecting S. bovis 

and the populations of fibrolytic bacteria, R. albus and F. succinogenes, and increasing 

the populations of amylolytic bacteria, P. ruminicola, S. ruminantium and M. elsdenii. 

MON and MPA reduce ruminal fluid cellulase activity measured on filter paper 

cellulose fiber as substrate. 

 

Keywords: bacteria, protozoa, Prosopis juliflora, SCFA 
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1 – INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

O processo fermentativo em ruminantes é dependente de microrganismos que se 

relacionam de forma complexa com fatores físico-químicos ruminais, como temperatura 

e pH (Faniyi et al., 2019). Nesse processo, a fermentação do alimento ingerido pela 

microbiota ruminal, que consiste na conversão de carboidratos e proteínas em ácidos 

graxos de cadeia curta (AGCC), é dissipado calor pela superfície corporal e são 

produzidos gases como gás carbônico (CO2) e metano (CH4). Desta forma, os 

ruminantes perdem de 6 a 12% de energia bruta do alimento ingerido por eructação 

(Johnson e Johnson, 1995), que poderia ser destinada a outros processos fisiológicos ou 

de produção. 

Por esta razão, alguns alimentos ricos em lipídios, como o caroço de algodão 

(CA), e aditivos alimentares tais como os ionóforos, são utilizados para manipular o 

processo fermentativo e a microbiota ruminal, com o intuito de melhorar a eficiência da 

conversão alimentar, reduzir os gastos de energia e as produções de CO2 e CH4 entérico, 

bem como reduzir a produção de ácido acético e butírico em favor do ácido propiônico, 

que é mais energeticamente eficiente (Richardson et al., 1976). 

A utilização de fontes lipídicas, como o CA, na dieta de ruminantes tem sido 

utilizada como estratégia para aumentar a densidade energética da dieta e por ser eficaz 

na mitigação de CH4 em ruminantes (Martin et al., 2010; Hristov et al., 2013). Os 

lipídios podem inibir microrganismos ruminais, como bactérias produtoras de H2 e 

protozoários, além de serem tóxicos para os metanogênicos (Martin et al., 2010), o que 

reduz a produção de gases e perda de energia, e torna sua utilização viável na 

alimentação de ruminantes 

Já os ionóforos atuam no transporte de íons, através da membrana celular, o que 

altera o balanço químico entre o meio interno e externo da célula, causando a constante 

perda de energia e morte celular (Duffield, et al., 2012). De forma seletiva, os ionóforos 

reduzem ou inibem o crescimento de microrganismos do rúmen, são produzidos por 

linhagens de Streptomyces e foram inicialmente utilizados como coccidiostáticos para 

aves. A partir de 1970 começaram a ser utilizados na dieta de ruminantes como 

promotores de crescimento (Silva et al., 2017). 
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Dentre os ionóforos, a monensina sódica, um antibiótico poliéter carboxílico 

com massa molecular de 692 Da, é o mais utilizado pela sua eficiência de manipulação 

da microbiota ruminal. No entanto, apesar de sua eficiência como aditivo alimentar para 

ruminantes, a monensina teve seu uso banido pela União Europeia, em conformidade 

com o Regulamento (CE) N° 1831/2002 e com o princípio da precaução, devido à 

possibilidade de resistência aos antibióticos em seres humanos, e na ocorrência de 

resíduos em alimentos de origem animal. 

Desta forma, pesquisas têm sido desenvolvidas com o objetivo de avaliar o 

efeito de extratos vegetais como alternativa ao uso de ionóforos, sobre a resposta 

produtiva do animal e sobre a população de microrganismos ruminais. Dentre eles, o 

Extrato enriquecido com alcalóides piperidínicos de algaroba (APA) tem se mostrado 

promissor (Brito et al., 2020; Sousa et al., 2022) por aumentar a eficiência microbiana 

no rúmen e de utilização da proteína dietética, e reduzir o gasto energético na forma de 

metano, com aumento da síntese de propionato em detrimento ao acetato e butirato. 

Os APA são moléculas anfotéricas, possuem massa molecular de cerca de 630 

Da e são inibidores de bactérias gram-positivas devido à ausência da membrana externa, 

que apresenta porinas com limite mínimo de exclusão de 600 Da (Zeth e Thein, 2010; 

Santos et al., 2013). Estudos (Brito et al., 2020; Oliveira et al., 2021; Sousa et al., 2022) 

têm demonstrado os efeitos positivos do APA na dieta de ruminantes sobre a retenção de 

nitrogênio, síntese microbiana e de AGCC no rúmen, desempenho produtivo e 

mitigador da emissão de CH4. 

De acordo com Costa (2022), níveis entre 5 e 8 mg APA/kg MS da ração para 

vacas em lactação, aumenta a produção de leite e o consumo de energia metabolizável, e 

apresenta potencial para reduzir o rendimento de metano entérico. No entanto, é 

importante entender as respostas fisiológicas e da microbiota ruminal à adição de APA 

como aditivo alimentar. 

Assim, o objetivo do presente estudo foi comparar os efeitos das suplementações 

com extrato enriquecido de alcaloides piperidínicos de algaroba (APA) e com 

monensina (MON) em dietas com e sem caroço de algodão para vacas lactantes sobre 

os metabólitos sanguíneos, população microbiana do rúmen, parâmetros ruminais e 

atividade enzimática.  
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2 - MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

 

2.1. Protocolo experimental 

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram conduzidos 

de acordo com os padrões éticos de pesquisa e aprovados pelo Comitê de Ética no Uso 

de Animais (CEUA), conforme o protocolo original da EMBRAPA N° 133/2016 na data 

de 12 de maio de 2016 e posteriormente pela Universidade Estadual do Sudoeste da 

Bahia (UESB), campus Juvino Oliveira, localizada em Itapetinga-BA, sob o N° 

223/2023. 

 

2.2. Matéria-prima vegetal e obtenção do extrato enriquecido de alcaloides 

piperidínicos de algaroba (APA) 

As vagens maduras de Prosopis juliflora (Sw.) D.C. foram obtidas no município 

de Brumado, Itapetinga e Manoel Vitorino, no estado da Bahia. Estas foram colhidas e 

selecionadas manualmente após caírem no chão, entre os meses de janeiro e março de 

2018. 

As vagens foram trituradas em triturador estacionário e, em uma lona plástica, 

foram expostas em estufa e revolvidas diversas vezes, durante 5 dias para perda da 

umidade antes do início do processamento. No laboratório de Forragicultura da 

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia – UESB, foram processadas em moinho de 

facas com utilização de peneira de 2 mm (Nogueira DPM 2), obtendo-se a farinha 

integral, que foi embalada em sacos de polietileno e acondicionada em freezer a -20°C 

para conservação. 

No Laboratório de Fisiologia Animal da UESB, a farinha integral de algaroba, foi 

macerada com etanol 99%, durante 72h, posteriormente essa solução foi percolada e 

armazenada em recipientes fechados. Após a percolação, em evaporador rotatório a 

solução extraída foi concentrada a vácuo (-600 mmHg), em temperatura controlada de 

40°C, obtendo-se assim o extrato etanólico bruto (EEB). 

No processamento do EEB, utilizaram-se soluções ácido-básicas e solventes 

orgânicos para isolamento de alcaloides piperidínicos, seguindo a metodologia de Ott-
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Longoni et al. (1980) e para obtenção do extrato alcaloídico de algaroba (APA), 

procedeu-se com a metodologia de Santos et al. (2013) e INPI, 2014. 

Para a produção do APA, solubilizou-se parte do EEB (100g) em solução aquosa 

de ácido acético 1,6 M (AcOH, 200 mL), a solução resultante foi filtrada obtendo-se a 

solução aquosa ácida I (SAA-I). A SAA-I foi fracionada com clorofórmio (CHCl3), em 

duas lavagens sucessivas de 150 mL, obtendo-se a solução aquosa ácida II (SAA-II). A 

SAA-II foi alcalinizada com hidróxido de sódio (NaOH) até atingir pH 9,0, passando a 

ser denominada de solução aquosa básica I (SAB-I). 

A SAB-I foi submetida a tripla lavagem com 100 mL de CHCl3, obtendo-se a 

solução clorofórmico básico (ECB). Esta foi submetida à dupla lavagem com solução de 

cloreto de sódio 10% (NaCl), que posteriormente foi desidratada com 5 g de sulfato de 

sódio (Na2SO4), homogeneizada e deixada em repouso durante 2 horas. Após filtração, a 

solução foi transferida para um balão de fundo redondo e no evaporador rotativo a 57°C 

o clorofórmio foi evaporado, obtendo-se o extrato clorofórmico básico (ECB). 

Para a quantificação do rendimento de obtenção do ECB a partir do EEB, foi 

considerada a quantidade de 1150 g de EEB obtendo-se em torno de 17 g de ECB seco, 

cujo rendimento de extração foi equivalente a 1,5%. A identificação dos principais 

alcaloides (Tabela 1) foi realizada no Laboratório de Espectrometria de Massas do 

Instituto de Química da Universidade de São Paulo e utilizou-se cromatografia líquida 

de alta eficiência (Cromatógrafo Shimadzu) e espectrometria de massas (Espectrômetro 

Amazon Speed ETD – Bruker). 

 

Tabela 1. Alcalóides piperidínicos identificados a partir do ECB de vagens de Prosopis 

juliflora 

Composto Fórmula molecular Massa molecular Ocorrência relativa1 

Juliprosinina C40H74N3O2 626,49 +++ 

Juliprosopina C40H76N3O2 630,48 ++ 

Prosopina C18H38NO3 316,26 + 
1Área relativa do pico no cromatograma; ECB = extrato clorofórmico básico. 

 

Para preparo do extrato aquoso ácido de alcaloides piperidínicos de algaroba 

(APA), utilizou-se uma balança analítica e separadamente em Erlenmeyer o ECB foi 

pesado, na quantidade para obtenção do seu teor na dieta. Em seguida o ECB foi 

solubilizado com clorofórmio, transferido para funil de decantação para lavagem com 

ácido clorídrico HCl 10% e obtenção da fração aquosa ácida (APA), que foi pulverizada 
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na mistura mineral das dietas experimentais e armazenada para fornecimento aos 

animais. 

 

2.3. Local, animais e delineamento experimental 

A fase experimental de campo foi conduzida na Fazenda Valeu o Boi, localizada 

no município de Encruzilhada – BA. O clima da região, segundo a classificação de 

Köppen e Geiger, é do tipo “Aw”, tropical com estações bem definidas, sob as 

coordenadas: latitude 15° 31’ 49” Sul, longitude 40° 54’ 37” Oeste, estando a uma 

altitude de 915 metros. O período de verão é quente e chuvoso, compreendendo os 

meses de outubro a março e o período seco e frio, correspondente de abril a setembro. 

Foram utilizadas 5 vacas mestiças Holandês x Gir (grau de sangue variando de 

½ a ¾ de sangue H x Gir), pluríparas, com produção média diária de 29,5 ± 7,15 

kg/leite, com peso corporal médio de 487 ± 7,25 kg e média de 100 ± 20 dias de 

lactação no início do período experimental. Os animais foram distribuídos em 

delineamento quadrado latino (DQL) 5 x 5. O experimento teve duração total de 130 

dias, constituído de cinco períodos experimentais, com duração de 26 dias cada, sendo 

os primeiros 21 dias considerados de adaptação às dietas e os cinco últimos para coleta 

de dados por período. Os animais foram alojados em baias individuais de 16 m2, 

cobertas e providas de cochos e bebedouros de polietileno com capacidade de 100 litros 

de água, comum a duas baias, abastecidos automaticamente. 

 

2.4. Composição das dietas experimentais e manejo alimentar 

Foram utilizadas cinco dietas experimentais, sendo quatro suplementadas com 

APA ou monensina sódica (MON), contendo ou não caroço de algodão (CA), e uma 

Controle (sem aditivos e sem CA). Todas as dietas continham silagem de capim-elefante 

(Cenchrus purpureus) BRS capiaçu como volumoso e palma forrageira. Os tratamentos 

estão descritos abaixo: 

Controle = Silagem de capiaçu + palma forrageira + concentrado sem caroço de 

algodão (CA) e sem aditivos; 

APA = Silagem de capiaçu + palma forrageira + concentrado sem CA, contendo 8 mg 

APA/kg de matéria seca (MS) da dieta; 

APA + CA = Silagem de capiaçu + palma forrageira + concentrado com CA, contendo 

8 mg APA/kg de matéria seca (MS) da dieta; 
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MON = Silagem de capiaçu + palma forrageira + concentrado sem CA, contendo 15 mg 

MON/kg de matéria seca (MS) da dieta; 

MON + CA = Silagem de capiaçu + palma forrageira + concentrado com CA, contendo 

15 mg MON/kg de matéria seca (MS) da dieta. 

As dietas experimentais foram formuladas com base nas recomendações do 

NRC (2001), para atender as exigências de mantença e produção média de 25 kg de 

leite por dia. As dietas foram compostas por volumoso e concentrado na proporção 

aproximada de 40:60, sendo a proporção expressa com base na MS (Tabela 2). Os 

aditivos (APA ou MON) foram adicionados à mistura mineral e as doses utilizadas 

estavam de acordo com recomendações de Costa (2022) para APA e do fabricante para 

monensina. 

 

Tabela 2. Composição das dietas experimentais 

Ingrediente 
MS  

(g/kg MN) 

Dietas (g/kg MS) 

Controle APA APA+CA MON MON+CA 

Silagem de capiaçu 231,40 330,58 330,58 359,32 330,58 359,32 

Palma forrageira 50,00 457,28 457,28 446,03 457,28 446,03 

Milho moído 875,60 167,71 167,71 114,30 167,71 114,30 

Farelo de soja 875,20 37,90 37,90 23,32 37,90 23,32 

Caroço de algodão 907,00 - - 51,56 - 51,56 

Mistura minerala 928,20 4,08 4,08 3,98 4,08 3,98 

Ureia 968,90 2,14 2,14 1,50 2,14 1,50 

Fosfato Bicálcico 992,20 0,31 0,31 - 0,31 - 

Nutriente       

Matéria orgânica  897,49 897,49 897,22 897,49 897,22 

Proteína bruta  134,25 134,25 136,57 134,25 136,57 

Extrato etéreo  52,75 52,75 60,74 52,35 60,74 

Matéria mineral  100,17 100,17 101,40 100,17 101,40 

FDNcp  358,79 358,79 392,41 358,79 392,41 

FDA  259,60 259,60 288,64 259,60 288,64 

Celulose  228,73 228,73 254,16 228,73 254,16 

Hemicelulose  173,04 173,04 176,26 173,04 176,26 

Lignina  30,90 30,90 34,50 30,90 34,50 

Carboidratos não fibrosos 354,63 354,63 310,69 354,63 310,69 

Carboidratos totais  721,70 721,70 709,77 721,70 709,77 

Energia bruta (Mcal/kg)  3,90 3,90 4,08 3,90 4,08 
aMistura mineral para vacas leiteiras – Composição (mínimo): Ca: 160 g/kg; P: 85 g/kg; Na: 90 g/kg; Mg: 15 

g/kg; S: 16 g/kg; Co: 70 mg/kg; Cu: 1100 mg/kg; I: 75 mg/kg; Mn: 1400 mg/kg; Se: 18 mg/kg; Zn: 4300 

mg/kg; Fe: 1100 mg/kg. 
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2.5. Coleta de dados e análises 

2.5.1. Metabolitos sanguíneos 

As coletas de sangue foram realizadas no 22° dia de cada período experimental, 

durante a ordenha da manhã, pela veia mamária, com o auxílio de tubos Vacutainer® 

com separação de soro de 10 mL, devidamente identificados e posteriormente 

centrifugados a 2300 × g, a 15°C por 15 minutos. O soro foi armazenado em tubos 

Eppendorf® de 2 mL e conservados a -20°C para posteriores análises. 

No Laboratório de Fisiologia Animal da Universidade Estadual do Sudoeste da 

Bahia (LAFA/UESB), foram determinadas as concentrações de glicose, ureia, 

creatinina, colesterol total (CT), triglicerídeos (TG), lipoproteína de alta densidade 

(HDL), lipoproteína de baixa densidade (LDL), lipoproteína de muito baixa densidade 

(VLDL), aspartato aminotransferase (AST), γ-glutamiltransferase (GGT), proteína total 

(PT), globulina, albumina, bilirrubina, β-hidroxibutirato (BHB) e ácidos graxos não 

esterificados (AGNE), com o auxílio de kits comerciais da Randox (Randox 

Laboratories Ltd.; para determinação de AGNE) e Bioclin® (para os demais 

metabólitos, com exceção do BHB). As análises foram realizadas em analisador 

bioquímico automático (Cobas Mira Plus®, Roche Diagnostics, Indiana – EUA), com 

exceção do BHB, que foi realizada em espectrofotômetro de microplaca (Kasuaki, DR-

200BS-NM), com auxílio de kit comercial da Sigma-Aldrich® (MAK041). 

 

2.5.2. Amostras de conteúdo ruminal e processamento 

Foram coletadas no 26° dia de cada período experimental, amostras de conteúdo 

ruminal (sólido + líquido) de cada animal, via sonda esofágica, quatro horas após a 

alimentação da manhã, as quais foram imediatamente acondicionadas em gelo. 

Posteriormente, foi realizada a separação das fases sólida e líquida através da filtragem 

por quatro camadas de gaze. Em seguida, foi medido o pH da fração líquida utilizando 

potenciômetro (Quimis®, modelo Q440BC, São Paulo – Brasil). 

Após a filtração e determinação do pH, foram preparadas subamostras para 

posterior análises dos parâmetros ruminais, diversidade microbiana e atividade 

enzimática. 

 

2.5.3. Parâmetros ruminais 

Para determinação do nitrogênio amoniacal (N-NH3), 40 mL do fluido ruminal 

de cada animal foi acidificado com 1 mL de ácido sulfúrico (H2SO4; 1:1v) para cessar a 
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fermentação. As amostras foram armazenadas a -20°C, para posterior análise. No 

momento da análise, as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 3.000 × g e 2 

mL do sobrenadante foi pipetado e realizado a destilação com hidróxido de potássio 

(KOH) 2N, de acordo com metodologia descrita por Fenner (1965). 

Para a análise dos ácidos graxos de cadeia curta (AGCC), 10 mL do fluido 

ruminal de cada animal foi acidificado com 1 mL de ácido metafosfórico (HPO3) a 25% 

e posteriormente, as amostras foram armazenadas a -20°C. Para a determinação dos 

AGCC, aproximadamente 10 mL do fluido ruminal acidificado foi centrifugado a 5.000 

× g por 15 minutos, em seguida com auxílio de micropipeta, foi coletado 2 mL do 

sobrenadante e transferido para vial cromatográfico. 

A determinação e quantificação dos AGCC (acetato, propionato, butirato, 

lactato, valérico, isobutirato e isovalerato) foi realizada em sistema de cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE) da Shimadzu, usando uma coluna de troca iônica 

Aminex HPX-87H (Bio-Rad, 300,0x7,8 mm), a 39 °C. A fase móvel empregada foi 

solução de ácido sulfúrico (Sigma-Aldrich) 0,005N, no modo isocrático com uma vazão 

de 0,6 mL/min, empregando-se volume de injeção de 20 μL. Os AGCC foram 

analisados no comprimento de onda de 210 nm com detector UV-Vis com arranjo de 

diodos (DAD – Shimadzu SPD-M20A) em um tempo total de análise de 30 min. Todos 

os reagentes usados foram de grau HPLC, sendo suas soluções preparadas com água 

deionizada ultrapura (Tipo I). Uma mistura de AGCC com concentração conhecida foi 

utilizada como padrão externo para a calibração do integrador (Campos et al., 2004). 

Por meio dos dados de AGCC foram estimadas as produções de CO2 e CH4 ruminal, 

utilizando-se a estequiometria de Wolin (1960), assumindo-se que o balanço da 

oxidação de todos os produtos ruminais é igual a zero: 

 

Acetato +  Propionato +  Butirato +  CO2 +  CH4 =  0 

 

Em que o CO2 e o CH4 são produzidos exclusivamente através das vias de 

produção do acetato e do butirato com base nas seguintes equações: 

 

CO2 +  CH4 =  Acetato +  2 ×  Butirato; depois de algumas substituições: 

 

CO2 =  
Acetato

2
+ 

Propionato

4
+ (1,5 × Butirato) 
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Assim, os moles de CO2 produzidos podem ser calculados a partir da quantidade 

e proporção molar de acetato, propionato e butirato, e uma vez conhecidas os moles de 

CO2, os moles de CH4 podem ser calculados de acordo com a equação: 

 

CH4 = (Acetato + (2 × Butirato)) − CO2 

 

Para a determinação da concentração de lipopolissacarídeos (LPS), 15 mL de 

fluido ruminal de cada animal foi centrifugado a 10.000 × g a 6°C em tubos 

apirogênicos por 30 minutos. Em seguida, os sobrenadantes foram filtrados em novos 

tubos utilizando filtro de 0,22 μm, aquecidos a 100°C por 30 minutos e armazenados a -

20°C para posterior análise. Ao serem descongeladas, as amostras foram diluídas em 

água livre de endotoxinas a aproximadamente 1:32.000 (v/v). As concentrações de LPS 

foram medidas espectrofotometricamente a 405 nm usando o ensaio de lisado de 

amebócito Limulus (LAL) e um leitor de microplaca com câmera de incubação, em 

laboratório comercial. 

 

2.5.4. Diversidade microbiana 

Para a determinação da população bacteriana, foi realizada a extração total de 

DNA de acordo com metodologia adaptada de Stevenson e Weimer (2007). As 

adaptações ocorreram no protocolo mecânico de extração, com a utilização de um 

moinho de bola (Marconi®, modelo MA350, São Paulo – Brasil; três vezes por 3 

minutos) e no protocolo térmico, utilizando o banho-maria (Quimis®, modelo Q215S, 

São Paulo - Brasil; 60°C por 10 minutos, duas vezes), com alternância entre os dois 

protocolos. Também foi utilizado o protocolo químico, com a combinação de 

fenol/clorofórmio para a extração do DNA total. Ao final do processo de extração, o 

DNA foi precipitado com acetato e isopropanol. 

Para verificar a concentração e pureza após a extração, o DNA total foi 

submetido a análise por espectrofotometria (NanoDrop™, modelo 2000, Thermo Fisher 

Scientific, Massachusetts – EUA) a partir das leituras de concentração (ng/μL) e das 

razões A260/A280 nm e A260/A230 nm para indicar possível contaminação do material 

genético com sais tampão, fenol, clorofórmio e compostos orgânicos (Tabela 3). 
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Tabela 3. Quantidade e qualidade do DNA extraído 

Tratamento Amostra Concentração 

(ng/μL) 

A260/280 nm A260/230 nm 

Controle 

1 87,4 1,85 1,91 

2 30,2 1,84 2,20 

3 23,8 1,85 2,19 

4 32,0 1,91 1,63 

5 20,0 1,82 1,83 

APA 

1 24,1 1,83 1,94 

2 111,7 1,89 2,18 

3 62,4 1,91 1,80 

4 95,5 1,88 2,19 

5 63,9 1,82 1,94 

APA+CA 

1 72,6 1,85 2,11 

2 25,2 1,89 1,96 

3 25,6 1,89 1,87 

4 79,2 1,89 1,96 

5 39,7 1,85 2,05 

MON 

1 29,4 1,85 2,15 

2 75,9 1,90 2,02 

3 36,7 1,89 1,84 

4 43,1 1,89 1,87 

5 39,1 1,77 1,78 

MON+CA 

1 29,7 1,84 1,82 

2 27,2 1,78 1,59 

3 28,2 1,87 1,82 

4 25,5 1,80 1,85 

5 35,9 1,83 1,94 

 

As amostras de DNA obtidas foram diluídas para se obter um volume final de 20 

ng/μL, a fim de se padronizar a concentração de DNA antes da utilização nos ensaios de 

qPCR. 
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Foram selecionados primers para bactérias totais e para as espécies 

Ruminococcus albus, Butyrivibrio fibrisolvens, Eubacterium ruminantium e 

Streptococcus bovis como espécies Gram-positivas, Fibrobacter succinogenes, 

Prevotella ruminicola, Ruminobacter amilophilus, Selenomonas ruminantium e 

Megasphaera elsdenii como espécies Gram-negativas e Archaea totais produtoras de 

metano (Tabela 4). 

A amplificação do DNA foi realizada no equipamento StepOnePlus™ Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems, EUA), em solução contendo 5 μL de GoTaq qPCR 

MasterMix (A6001 – Promega, Wisconsin, EUA), 0,5 μL de cada primer (forward e 

reverse (Tabela 4), 3 μL de água ultrapura (mili-Q) e 2 μL do DNA molde. As condições 

da termociclagem foram de 45 ciclos a 50°C por 30 segundos e a 72°C por 30 segundos. 

Foi utilizado um ciclo de 95°C por 10 minutos e a 95°C por 15 segundos para a 

desnaturação inicial. A análise de dissociação dos produtos da qPCR foi realizada a 

95°C por 15 segundos, seguida do resfriamento até 60°C por 1 minuto. 

Cada amostra, em duplicata, foi incluída em todas as placas além do controle 

negativo usando água ultrapura como molde. A detecção da fluorescência ocorre ao 

findarem as etapas de elongação do DNA. O número mínimo de ciclos que são 

necessários para que a fluorescência se torne detectável é chamado de Ct (Cycle 

threshold), os quais ocorrem durante a fase exponencial da reação do PCR e são 

utilizados nos estudos de quantificação microbiana do rúmen (Denman e McSweeney, 

2005). 

Para a determinação da porcentagem de presença do gene 16S rRNA da 

comunidade de bactérias totais e de Archaea do rúmen, foi feita uma relação entre o 

número de Ct do gene alvo e a quantidade de ciclos totais permitidos na reação de 

qPCR. 

O Ct é a interseção entre uma curva de amplificação e uma linha limite. É uma 

medida relativa da concentração do alvo na reação de PCR. O valor de Ct tende a 

aumentar com uma quantidade decrescente do gene alvo (ThermoFisher, 2016).  

A abundância relativa (AbR) dos microrganismos foi calculada por meio da 

equação a seguir, usando-se como normalizador o gene 16S rRNA de bactérias totais 

(Denman e McSweeney, 2006): 

AbR = 100 × 2∆Ct 

Onde: 

∆Ct = Ct (gene alvo) – Ct (normalizador). 
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Tabela 4. Sequências de primers utilizados no ensaio de qPCR 

Espécie Primer set Sequência (5’-3’) Referência 

Bactérias 

totais 

27f F: GAAGAGTTTGATCATGGCTCAG Khafipour et al., 

(2009) 342r R: CTGCTGCCTCCCGTAG 

Archaea total 
MB1174f F: GAGGAAGGAGTGGACGACGGTA Ohene-Adjei et al. 

(2008) Arch1406-1389r R: ACGGGCGGTGTGTGCAAG 

Fibrobacter 

succinogenes 

FibSuc3F F: GCGGGTAGCAAACAGGATTAGA 

Stevenson e 

Weimer (2009) 

FibSuc3R R: CCCCCGGACACCCAGTAT 

Ruminococcus 

albus 

RumAlb3F F: TGTTAACAGAGGGAAGCAAAGCA 

RumAlb3R R: TGCAGCCTACAATCCGAACTAA 

Butyrivibrio 

fibrisolvens 

ButFib2F F: ACCGCATAAGCGCACGGA 

ButFib2R R: CGGGTCCATCTTGTACCGATAAAT 

Eubacterium 

ruminantium 

EubRum2F F: CTCCCGAGACTGAGGAAGCTTG 

EubRum2R R: GTCCATCTCACACCACCGGA 

Prevotella 

ruminicola 

PreRum1F F: GAAAGTCGGATTAATGCTCTATGTTG 

PreRum1R R: CATCCTATAGCGGTAAACCTTTGG 

Ruminobacter 

amylophilus 

RumAmy2F F: CTGGGGAGCTGCCTGAATG 

RumAmy2R R: GCATCTGAATGCGACTGGTTG 

Streptococcus 

bovis 

StrBov2F F: TTCCTAGAGATAGGAAGTTTCTTCGG 

StrBov2R R: ATGATGGCAACTAACAATAGGGGT 

Selenomonas 

ruminantium 

SelRum2F F: CAATAAGCATTCCGCCTGGG 

SelRum2R R: TTCACTCAATGTCAAGCCCTGG 

Megasphaera 

elsdenii 

MegEls2F F: AGATGGGGACAACAGCTGGA 

MegEls2R R: CGAAAGCTCCGAAGAGCCT 

 

2.5.5. Contagem de protozoários 

Para identificação dos gêneros e contagem dos protozoários foram adicionados 9 

mL de solução de formaldeído (CH2O) a 10% em 1 mL de fluido ruminal, para 

conservação das estruturas morfológicas dos protozoários durante o armazenamento, 

para posterior identificação seguindo a metodologia de Dehority (1984), com 

adaptações (substituição do verde brilhante pela solução de lugol) sugeridas por 

D’Agosto e Carneiro (1999). 
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No momento da identificação dos gêneros e contagem dos protozoários foram 

retiradas três alíquotas de 10 μL e adicionadas em lâminas de microscopia, seguida de 

uma gota de lugol juntamente com as lamínulas. Sob a luz de um microscópio óptico 

foram utilizadas as lentes objetivas de 10X e 40X para observar os indivíduos por 

amostras, onde a classificação dos gêneros foi realizada conforme a chave descrita por 

Dehority (1993). 

 

2.5.6. Atividade enzimática 

A determinação da atividade da FPase (atividade de celulase em papel de filtro) 

foi realizada conforme metodologia sugerida por Ghose (1987). Em tubos de ensaio, 

foram adicionadas tiras de papel Whatman N°1, de 1,0 x 6,0 cm e em seguida foram 

pipetados 0,5 mL de fluido ruminal e 1 mL de tampão citrato de sódio (50 nM; pH 4,8). 

A reação foi incubada em banho-maria a 39°C durante 60 minutos. 

A carboximetilcelulase (CMCase) foi determinada de acordo com a metodologia 

adaptada de Ghose (1987). Uma solução de carboximetilcelulose 2% (p/v; Vetec, São 

Paulo, Brasil) foi utilizada como substrato na dosagem de CMCase. Foram adicionados 

em tubos de ensaio 0,5 mL da solução de substrato, 0,5 mL de fluido ruminal e 1,0 mL 

de tampão fosfato de sódio (0,1 M; pH 6,8). A reação foi incubada em banho-maria a 

39°C durante 60 minutos. 

Para medir a atividade da xilanase, foi preparada uma mistura contendo 1 mL de 

tampão fosfato (0,1M; pH 6,8), 0,5 mL de fluido ruminal e 0,5 mL de xilana 0,25% (D-

Xilana, Vetec, São Paulo, Brasil). A reação foi incubada em banho-maria a 39°C por 15 

minutos. 

Para determinação da atividade da amilase, foram adicionados em tubos de 

ensaio 0,5 mL de tampão fosfato (0,1M; pH 6,8), 0,25 mL de fluido ruminal e 0,25 mL 

de solução de amido 0,5% (p/v). A mistura foi incubada a 39°C por 15 minutos. 

A atividade da pectinase foi determinada utilizando uma mistura em tubos de 

ensaio contendo 0,5 mL de fluido ruminal, 1,5 mL de ácido poligalacturônico 1% (p/v), 

20 mM de NaCl e 0,1 MM de CaCl2 em tampão Tris-HCl (0,05M; pH 9,5). A reação foi 

incubada em banho maria a 39°C durante 60 minutos. 

Todas as amostras foram testadas em triplicata e 1 mL das misturas foram 

retiradas para determinação dos Açucares Redutores Totais (ART) e colocados em tubos 

de ensaio juntamente com 1 mL do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS), de acordo com 

metodologia sugerida por Miller (1959). Os tubos foram agitados em agitador tipo 
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vórtex (Fisatom, modelo 772, São Paulo, Brasil) e aquecidos em banho maria a 100°C 

por cinco minutos. Em seguida, os tubos foram resfriados em banho de gelo por cinco 

minutos e adicionado 6 mL de água destilada. Os brancos de cada leitura foram 

realizados com os extratos enzimáticos avaliados sem a adição dos respectivos 

carboidratos a serem degradados. A leitura da absorbância foi realizada em 

espectrofotômetro (BEL Engineering, modelo UV-M51, Milano, Itália) a 540 nm, após 

o aparelho ter sido zerado com água destilada, as concentrações de glicose foram 

expressas em g/L. Uma unidade de atividade ou produtividade de celulase, xilanase, 

amilase e pectinase foi definida como a quantidade de enzima necessária para produzir 

um micromol (1μmol) de glicose, xilose, amilose e ácido galacturônico por minuto 

(U/mL), sob as condições descritas (Miller 1959; Ghose, 1987). 

A concentração de proteínas totais foi determinada empregando-se o método do 

Biureto (Gornall et al., 1949), onde foram adicionados 4 mL do reagente de Biureto e 1 

mL do fluido ruminal em tubos de ensaio. A reação foi processada em temperatura 

ambiente e uma curva analítica de albumina sérica foi construída adotando-se as 

seguintes concentrações: 2, 4, 6, 8 e 10 mg/mL para determinar a concentração da 

amostra. Após a reação, as leituras foram realizadas em espectrofotômetro (BEL 

Engineering, modelo UV-M51, Milano, Itália) em comprimento de onda de 550 nm e as 

quantificações foram expressas em mg/mL. 

 

2.6. Análises estatísticas 

Para os dados de abundância relativa das bactérias ruminais, realizou-se avaliação 

das pressuposições de distribuição normal, com o teste de normalidade de resíduo 

Shapiro-Wilk. Os dados de todas as variáveis analisadas foram submetidos a análise de 

variância (ANOVA). O modelo utilizado para análise dos dados, foi: 

Yijk = µ + Di + Cj + Pk + eijk  

Onde: 

Yijk = variável dependente; µ = média das observações; Di = efeito dos 

tratamentos experimentais; Cj = efeito da vaca; Pk = efeito de período; eijk = erro 

experimental associado a cada observação. 

Os dados foram analisados pelo procedimento GLM do programa Statistical 

Analysis System (SAS OnDemand for Academics. SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) 

e as médias das tabelas foram obtidas pelo comando LSMEANS e quando 
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significativas, foram comparadas pelo teste de Tukey. As diferenças entre os tratamentos 

foram consideradas significativas quando P<0,05. 
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3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

3.1. Metabólitos sanguíneos 

Os metabólitos sanguíneos (Tabela 5) não sofreram influência (P>0,05) das 

dietas experimentais, com exceção do colesterol total (CT; P<0,0001), do β-

hidroxibutirato (BHB; P<0,0103) e dos ácidos graxos não esterificados (AGNE; 

P=0,0048). As dietas com CA apresentaram maiores níveis de CT no soro sanguíneo, 

enquanto que as dietas sem CA, contendo APA ou MON mostraram os menores níveis 

de CT. Independente do aditivo, as dietas sem CA mostraram maiores médias para 

concentração de BHB. Em contrapartida, as dietas sem CA apresentaram as menores 

médias para AGNE. 

 

Tabela 5. Metabólitos do soro sanguíneo de vacas em lactação alimentadas com dietas contendo ou 

não caroço de algodão (CA), suplementadas com APA ou MON 

Metabólitos 
Dietas 

EPM1 P-value 
Controle APA APA+CA MON MON+CA 

Metabolismo energético e proteico   

PT2, g/dL 8,98 8,38 8,98 8,32 8,76 0,2163 0,4832 

Globulina, g/dL 4,80 4,14 4,70 4,14 4,24 0,1714 0,2255 

Albumina, g/dL 4,18 4,24 4,28 4,18 4,52 0,0705 0,3075 

Alb:Glob3, g/dL 0,89 1,08 0,92 1,08 1,08 0,0411 0,1182 

Ureia, mg/dL 46,16 48,06 51,08 43,54 40,48 5,4222 0,9513 

Creatinina, mg/dL 0,38 0,44 0,56 0,38 0,48 0,0490 0,3164 

Glicose, mg/dL 52,54 52,46 51,98 68,38 53,68 4,2320 0,5337 

TG4, mg/dL 34,44 31,48 38,36 35,18 31,14 2,0333 0,2645 

Enzimas e marcadores hepáticos   

AST5, U/L 100,98 87,18 100,60 85,86 93,78 4,3369 0,1095 

GGT6, U/L 134,44 122,50 134,74 124,88 151,40 8,2930 0,2903 

BILT7, mg/dL 0,21 0,22 0,21 0,23 0,22 0,0072 0,7716 

CT8, mg/dL 235,22b 191,60c 278,88a 194,70c 273,70a 11,0394 <0,001 

HDL9, mg/dL 117,99 124,55 135,51 110,32 113,40 8,7569 0,7906 

LDL10, mg/dL 109,34 60,73 135,70 77,35 154,07 13,4917 0,0670 

VLDL11, mg/dL 7,89 6,30 7,67 7,04 6,23 0,4067 0,2645 

BHB12, mmol/L 0,19ab 0,23a 0,16b 0,22ab 0,16b 0,0104 0,0103 

AGNE13, mmol/L 0,18b 0,21ab 0,25ab 0,17b 0,29a 0,0115 0,0048 
Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05); 1Erro padrão da 

média; 2Proteina total; 3Razão entre albumina e globulina; 4Triglicerídeos; 5Aspartato aminotransferase; 6γ-

glutamiltransferase; 7Bilirrubina total; 8Colesterol total; 9Lipoproteína de alta densidade; 10Lipoproteína de baixa 

densidade; 11Lipoproteína de muita baixa densidade; 12β-hidroxibutirato; 13Ácidos graxos não esterificados. 
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Antes dos sinais clínicos da cetose aparecerem, pode ser detectado aumento no 

nível de BHB e AGNE. As concentrações circulantes de AGNE e BHB atualmente 

constituem os biomarcadores padrão da indústria para a detecção de comprometimento 

metabólico durante o período periparto (McArt et al., 2013). Níveis elevados de AGNE 

causam estresse oxidativo e consequentemente cetose, decorrente da apoptose de 

hepatócitos e a geração de espécies reativas de oxigênio (ESO), o que resulta em 

desequilíbrio entre espécies oxidativas e antioxidantes (Li et al., 2020).  Apesar dos 

valores de AGNE terem sido maiores nas dietas com CA, todas as dietas apresentaram 

médias consideradas adequadas para vacas em lactação saudáveis (<0,5 mmol/L), de 

acordo com Li et al. (2016). 

Já os valores de BHB, associados aos níveis de glicose sanguínea, mostraram 

que os animais estavam em quadro saudável, com ausência de casos de cetose, em que 

os sinais clínicos podem ser observados quando o BHB ultrapassa 1,0 mmol/L e a 

glicemia cai do normal de 50-70 mg/L para 20-40 mg/L (González, 2018). A glicemia 

manteve-se dentro dos valores de referência, indicando que as dietas proporcionaram 

uma provisão fisiológica basal de glicose. Da mesma forma, os valores de BHB estão de 

acordo com os reportados no Brasil e considerados normais, de até 0,5 mmol/L em 

vacas Girolando (Zambrano e Marques Jr., 2009). 

A gliconeogênese depende de um adequado funcionamento do fígado, que pode 

ser evidenciado pelos níveis normais das enzimas Aspartato aminotransferase (AST) e 

γ-glutamiltransferase (GGT), que são indicadoras da função hepática em conjunto com a 

glicose. Os níveis de albumina e de CT também podem indicar atividade hepática, 

devido à diminuição desses metabólitos em caso de fígado gorduroso (González, 2018). 

A albumina apresentou valores dentro da referência e o CT foi mais elevado na 

presença de CA. Possivelmente, CA na ração favoreceu a lipogênese e, na ausência de 

CA, os aditivos APA ou MON aumentaram a utilização lipídica sem alteração na 

formação de BHB. O CT está acima do valor de referência em vacas Holandesas 

lactantes que é de 133,50 mg/dL (Pogliani e Birgel Junior, 2007) e do valor médio de 

63,3 mg/dL encontrado em vacas lactantes com fígado gorduroso (Takahashi et al., 

2021). Consistentemente, a concentração de BHB mostrou valor médio menor que 1,0 

mmol/L de vacas lactantes com esteatose hepática (Takahashi et al., 2021). 
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3.2. Características fermentativas no rúmen 

As dietas experimentais influenciaram (P<0,05) a concentração de N-NH3, em 

que a dieta APA+CA apresentou a maior média (20,18 mg/dL) para este parâmetro 

(Tabela 6). As dietas com aditivos sem CA (APA e MON) apresentaram as menores 

médias para N-NH3 e não diferiram da dieta controle. As concentrações de acetato 

foram influenciadas (P<0,0001) pelas dietas experimentais, em que as dietas APA 

(35,64 mmol/L) e MON (33,39 mmol/L) apresentaram as maiores concentrações. Foram 

identificadas as menores produções de acetato nas dietas que continham CA, que não 

diferiram da dieta controle. Os demais AGCC não foram afetados (P>0,05) pelas dietas. 

A dieta MON apresentou a maior média (P=0,0483) para a razão 

acetato:propionato com valor de 45% a mais do que a dieta MON+CA, que apresentou a 

menor média (Tabela 6). Para o somatório das concentrações de AGCC, as dietas sem 

CA com APA ou MON também apresentaram as maiores (P=0,0012) concentrações, 

com diferença de 11,6% entre as respectivas médias. Em contrapartida, as dietas 

contendo CA apresentaram os menores somatórios para AGCC e não diferiram da dieta 

controle. 

Para as estimativas de CO2 (P=0,0313) e CH4 (P=0,0005), as dietas APA e MON 

apresentaram as maiores concentrações, com diferença de 11% e 5,1% entre as 

respectivas médias. Entretanto, as dietas contendo CA apresentaram as menores médias 

para as mesmas variáveis (Tabela 6). 
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Tabela 6. Potencial hidrogeniônico (pH), concentrações de N-amoniacal (N-NH3), 

Lipopolissacarídeos (LPS), ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) e estimativa da produção de 

dióxido de carbono (CO2) e metano (CH4) em vacas em lactação alimentadas com dietas contendo 

ou não caroço de algodão (CA), suplementadas com APA ou MON 

Variável 
Dietas 

EPM1 P-value 
Controle APA APA+CA MON MON+CA 

Parâmetros ruminais 

pH 6,98 6,84 6,79 6,91 7,06 0,0610 0,6364 

N-NH3 (mg/dL) 10,39c 14,01bc 20,18a 12,45bc 14,12b 0,7524 <0,0001 

LPS (log10 UI/mL) 5,04 5,05 5,02 5,02 5,03 0,0089 0,6949 

Concentração de AGCC (mmol/L) 

Acetato 25,47b 35,64a 26,13b 33,39a 21,95b 1,2012 <0,0001 

Propionato 6,38 9,24 6,89 6,54 7,13 0,3321 0,0585 

Butirato 5,72 6,86 4,47 5,82 4,96 0,4855 0,6753 

Isobutirato 0,54 0,55 0,43 0,63 0,42 0,0327 0,3075 

Valerato 1,61 1,58 1,67 1,55 1,14 0,0889 0,4858 

Isovalerato 1,27 1,24 1,00 1,22 1,04 0,0480 0,2296 

Lactato 0,26 0,24 0,23 0,23 0,24 0,0051 0,6437 

Proporção e somatório de AGCC (mmol/L) 

A:P 3,98ab 3,92ab 3,91ab 5,69a 3,13b 0,2768 0,0483 

P:B 1,25 1,42 1,63 1,37 1,53 0,0783 0,6960 

∑ A:P:B 37,57bc 51,74a 37,49bc 45,76ab 34,05c 1,6429 0,0012 

∑ Ib:V:Iv 3,42 3,37 3,10 3,40 2,60 0,1070 0,1143 

Estimativa da produção de CO2 e CH4 (mmol/L) 

CO2 22,91ab 30,42a 21,49ab 27,07ab 20,20b 1,1421 0,0313 

CH4 14,00bc 18,94a 13,58c 17,97ab 11,67c 0,6760 0,0005 

CH4/∑ A:P:B 0,37ab 0,37ab 0,36ab 0,39a 0,34b 0,0048 0,0260 

CH4/∑ A:B 0,45ab 0,44ab 0,44ab 0,46a 0,43b 0,0023 0,0269 
Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05); 1Erro padrão da 

média; A – Acetato; P – Propionato; B – Butirato; V – Valerato; Ib – Isobutirato; Iv – Isovalerato. 

 

O pH do ambiente ruminal não foi influenciado pelas dietas experimentais e se 

manteve entre 6,79 e 7,06. De acordo com Dehority (2004), o pH entre 5,5 e 7,0 indica 

condições normais do rúmen e favorece a multiplicação dos microrganismos ruminais. 

O autor relatou ainda que o pH atinge o valor de 5,5 de duas a seis horas após a 

alimentação, em virtude da maior produção de ácidos decorrente da fermentação, o que 

tem como consequência a diminuição da população de protozoários. No presente 

estudo, a aferição do pH foi realizada quatro horas após a alimentação e foi considerada 

adequada para as condições ruminais, e estão de acordo com Pereira et al. (2017), que 

encontraram valores semelhantes em testes in vitro utilizando APA. Da mesma forma, 
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Costa (2022) não identificou influência dos níveis de APA sobre o pH ruminal de vacas 

em lactação.  

Vale salientar que a eficácia de ação do APA pode estar relacionada com o pH 

ruminal, uma vez que o pH do meio influencia as moléculas ativas de alcaloides 

piperidínicos, podendo estar no estado dissociado (hidrofílico) ou não dissociado 

(hidrofóbico). No caso do APA, o pH mais baixo permite que as moléculas de APA 

estejam na forma hidrofílica, o que favorece a interação com as membranas celulares de 

bactérias Gram-positivas através dos canais de cálcio, gerando o efeito antimicrobiano 

(Choudhary et al., 2005; Pereira et al., 2017). Além do pH, outros fatores como dieta, 

método de extração e preparo do aditivo, também influenciam o seu mecanismo de ação 

(Patra e Saxena, 2010). 

Foi observado aumento na concentração de N-NH3 (mg/dL) com o uso dos 

aditivos, com destaque para APA+CA que apresentou a maior média (20,18 mg/dL). Os 

valores encontrados no presente estudo para a concentração de N-NH3 são considerados 

ideais para uma fermentação ruminal adequada, que segundo Leng (1990), deve ser 

superior a 10 mg/dL.  

O N-NH3 pode ser utilizado pelas bactérias ruminais para síntese de proteína 

microbiana (Pmic) ou ser absorvido pela corrente sanguínea e levado até o fígado, onde 

será convertido em ureia, com gasto de energia associado. A ureia pode ser reciclada 

pela saliva, parede gastrointestinal, secretada no leite e excretada pela urina (Van Soest, 

1994; Butler, 1998). De acordo com Gomes et al. (2016), o pico da concentração de N-

NH3 ocorre entre 3 e 6 horas após a alimentação e reduz entre 6 e 18 horas devido a sua 

utilização pelas bactérias ruminais para síntese de Pmic. 

Estudos têm demonstrado a ausência de efeito direto da monensina sobre a 

concentração ruminal de N-NH3 (Oelker et al., 2009; Santos et al., 2019). Entretanto, 

estudos que utilizaram CA na dieta de vacas em lactação reforçaram o efeito de fontes 

lipídicas sobre a concentração de N-NH3 ruminal e relataram aumento causado pela 

liberação da proteína do CA (Patra, 2014; Nogueira et al., 2020). No presente estudo, a 

maior média atribuída à concentração de N-NH3 na dieta APA+CA, possivelmente se 

deu por conta do aumento da desaminação de aminoácidos favorecida pelo APA em 

conjunto com o CA, uma vez que a dieta MON+CA não mostrou a mesma resposta. 

Os resultados apresentados para N-NH3 estão de acordo com Costa (2022), que 

apesar de não ter apresentado diferença significativa, identificou aumento de 
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aproximadamente 13% na concentração de N-NH3 em vacas leiteiras alimentadas com 

dietas contendo CA e APA (10 mg/kg MS), em relação ao controle (sem APA). 

A concentração ruminal de lipopolissacarídeos (LPS) não foi influenciada pelas 

dietas experimentais, com média variando entre log10 5,02 (104.100) UI/mL para as 

dietas APA+CA e MON e, log10 5,05 (111.360) UI/mL para a dieta APA. Os LPS são 

endotoxinas que fazem parte da parede celular de bactérias Gram-negativas e 

desempenham um papel importante em vários distúrbios e na resposta inflamatória em 

ruminantes (Reisinger et al., 2021). Os valores encontrados no presente estudo estão 

acima do relatado por Gozho et al. (2007) para vacas saudáveis (log10 4,39 UI/mL), no 

entanto, encontram-se abaixo do valor relatado para vacas com acidose subclínica (log10 

5,11 UI/mL).  

De acordo com Gozho et al. (2007) a alimentação com dietas ricas em 

concentrado aumenta os LPS no rúmen quando comparado com animais alimentados a 

pasto. E sua magnitude de resposta depende do nível de concentrado da dieta e 

provavelmente por quanto tempo essas dietas são fornecidas antes de induzir a acidose 

subclínica. No presente estudo, os animais receberam dietas com aproximadamente 

60% de concentrado, o que provavelmente contribuiu para o aumento da concentração 

de LPS em conjunto com os aditivos que favorecem a abundância de bactérias Gram-

negativas. Entretanto, os aditivos ao promoverem a alteração do microbioma ruminal 

mantiveram a estabilidade dos indicadores de doenças associadas à elevação de ácido 

lático, BHB e LPS.  

As concentrações de acetato foram maiores para APA e MON. Em contrapartida, 

a concentração de propionato na dieta APA foi de aproximadamente 31% a mais do que 

o controle e 29% a mais do que a dieta MON, o que resultou em uma razão 

acetato:propionato para a dieta APA semelhante às demais, com exceção da dieta MON, 

que apresentou a maior razão. O acetato é o principal AGCC produzido no rúmen e é 

responsável por fornecer 50% da energia produzida pelos AGCC, além de ser a 

principal fonte de energia e substrato para a síntese de gordura do leite em vacas 

leiteiras (Bergman, 1990; Urrutia et al., 2019; Cheng, et al., 2022). 

O uso de APA e de MON elevou a produção de acetato, porém quando associado 

com CA esse acréscimo não foi observado, apesar de não observar diferença 

significativa na produção de propionato e butirato, a somatória (Σ A:P:B) mostra que a 

utilização de APA aumenta a produção de AGCC, porém a associação com CA reduz 

esse efeito.  
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Apesar de não ter apresentado diferença estatística, a concentração de butirato na 

dieta APA foi de aproximadamente 17% maior do que a dieta controle e 15% a mais do 

que a dieta MON. Vale salientar que para vacas leiteiras em lactação, o butirato é usado 

para a síntese de novo de ácidos graxos na glândula mamária (Dils, 1986) e uma maior 

concentração ruminal implica em aumento no teor da gordura do leite (Izumi et al., 

2019). 

Devido à maior concentração de acetato e de propionato, o somatório dos 

principais AGCC foi maior na dieta APA. O aumento da concentração dos ácidos graxos 

no ambiente ruminal, assim como aumento de lactato, pode acarretar em redução do pH 

(Aschenbach et al., 2011; Fregulia et al., 2021). No entanto, no presente estudo, não foi 

identificado aumento da concentração de lactato, que tem o pKa mais baixo e possui um 

maior potencial acidificante do que os AGCC. Além disso, as concentrações molares de 

AGCC estiveram dentro dos padrões esperados, que de acordo com Coelho da Silva e 

Leão (1979) é de 54 a 74% para acetato, 16 a 27% para propionato e 6 a 15% de 

butirato. 

Consequentemente ao aumento da fermentação ruminal mostrado pela 

concentração molar de AGCC, as produções de CO2 e CH4 foram mais intensas nas 

dietas APA e MON, no entanto, não diferiram do controle para concentração de CO2. 

Foi observada redução da concentração molar de CH4 nas dietas com CA, o que é 

explicada pela capacidade dos lipídios presentes no CA em inibir a metanogênese por 

meio da redução do metabolismo e do número de metanogênicos e/ou protozoários, 

além de não serem fermentados no rúmen e, portanto, não liberarem hidrogênio livre 

(Nogueira et al., 2020). 

O aumento da concentração molar de CH4 nas dietas APA e MON é explicado 

pela maior produção de acetato, uma vez que a via do acetato libera mais H2 que é 

utilizado pelos metanogênicos para reduzir CO2 em CH4 (Nogueira et al., 2020). Por 

outro lado, a razão da concentração de AGCC por CH4 foi semelhante entre as dietas 

APA, MON e controle, sendo que MON associada ao CA mostrou menor proporção de 

CH4 produzido, comparada à dieta MON sem CA. Isso pode ser explicado pela menor 

razão acetato:propionato.  

Os resultados do presente estudo para concentrações molares de CO2 e CH4 vão 

em contrapartida de trabalhos que demonstraram o efeito da monensina como mitigador. 

No entanto, a literatura relata que esse efeito pode ser dependente da dose fornecida, 
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consumo de ração e composição da dieta, além de possivelmente ser um efeito 

temporário, o que pode causar inconsistência dos resultados (Hristov et al., 2013). 

 

3.3. População microbiana do rúmen 

3.3.1. Contagem e identificação de protozoários ruminais 

Foi observada a ocorrência de protozoários ciliados das ordens Vestibuliferida e 

Entodiniomorphida em todas as dietas experimentais (Tabela 7). Foi identificada a 

presença da família Isotrichidae, composta pelos gêneros Dasytricha e Isotricha na 

ordem Vestibuliferida, e na ordem Entodiniomorphida, as famílias Ophryoscolecidae (os 

gêneros Entodinium, Diplodinium, Eodinium, Eremoplastron, Eudiplodinium, 

Diploplastron, Polyplastron, Metadinium e Epidinium) e a Blepharocorythidae (o 

gênero Charonina) (Kittelmann et al., 2015). 

O gênero Polyplastron foi identificado apenas na dieta MON, assim como o 

gênero Metadinium foi identificado apenas na dieta APA. A dieta MON foi a única que 

não apresentou o gênero Diploplastron, bem como o gênero Charonina, que não foi 

identificado no controle e MON+CA. Já o gênero Epidinium foi identificado apenas nas 

dietas APA e MON+CA (Tabela 7). 
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Tabela 7. Ordem, família e gênero de protozoários ciliados ruminais encontrados 

em vacas em lactação alimentadas com dietas contendo ou não caroço de algodão 

(CA), suplementadas com APA ou MON 

Gêneros 
Dietas 

Controle APA APA+CA MON MON+CA 

 Vestibuliferida 

Isotrichidae      

Isotricha + + + + + 

Dasytricha + + + + + 

 Entodinimorphida 

Ophryoscolecidae      

Entodinium + + + + + 

Diplodinium + + + + + 

Eodinium + + + + + 

Eremoplastron + + + + + 

Eudiplodinium + + + + + 

Diploplastron + + +  + 

Polyplastron    +  

Metadinium  +    

Epidinium  +   + 

Blepharocorythidae      

Charonina  + + +  
+: presença do gênero em pelo menos um animal. 

 

Não foi observado efeito (P>0,05) das dietas experimentais sobre os gêneros 

nem sobre a população total de protozoários ruminais (Tabela 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



52 
 

 

Tabela 8. Concentrações (×103/mL de líquido ruminal) e composição relativa de protozoários 

ciliados no líquido ruminal de vacas em lactação alimentadas com dietas contendo ou não caroço 

de algodão (CA), suplementadas com APA ou MON 

Gêneros 
Dietas 

EPM1 P-value 
Controle APA APA+CA MON MON+CA 

 Concentração (×103/mL de líquido ruminal)   

Isotricha 6,20 2,93 1,60 3,33 0,60 0,9413 0,1869 

Dasytricha 1,47 1,20 1,67 1,40 1,60 0,3471 0,9941 

Entodinium 58,80 93,60 60,00 85,60 50,20 13,3494 0,7358 

Diplodinium 6,53 4,33 4,00 2,80 3,53 0,8920 0,3723 

Eodinium 19,73 18,87 16,27 22,20 10,40 3,4315 0,1977 

Eremoplastron 6,93 5,07 2,33 10,33 2,60 1,7531 0,6040 

Eudiplodinium 7,33 0,53 0,33 2,07 1,87 1,4046 0,5330 

Diploplastron 0,13 0,33 0,07 - 0,47 0,1017 0,5053 

Polyplastron - - - 0,20 - 0,0400 0,4449 

Metadinium - 0,07 - - - 0,0132 0,4449 

Epidinium - 0,47 - - 1,00 0,2171 0,4449 

Charonina - 0,13 1,73 0,07 - 0,3464 0,4449 

Total 

identificado 
107,13 127,53 88,00 128,00 72,29 15,6540 0,6477 

Composição relativa (%) 

Isotricha 4,83 2,65 1,00 2,04 1,54 0,6803 0,2394 

Dasytricha 2,00 1,05 1,07 1,25 2,14 0,2873 0,6751 

Entodinium 47,29 63,34 63,02 57,96 62,06 5,7549 0,0936 

Diplodinium 5,87 4,42 4,32 2,10 4,26 0,8632 0,5667 

Eodinium 27,74 21,97 26,22 29,17 18,94 4,5553 0,8727 

Eremoplastron 6,13 4,69 1,76 6,02 4,11 0,9917 0,5891 

Eudiplodinium 6,06 0,55 0,31 1,24 3,60 1,0257 0,2358 

Diploplastron 0,08 0,34 0,07 - 1,06 0,2138 0,4655 

Polyplastron - - - 0,10 - 0,0197 0,4449 

Metadinium - 0,07 - - - 0,0143 0,4449 

Epidinium - 0,72 - - 2,27 0,4711 0,4449 

Charonina - 0,21 2,22 0,12 - 0,4442 0,4449 
Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05); 1Erro padrão da 

média. 

 

A população dos gêneros Isotricha, Dasytricha, Entodinium, Diplodinium e 

Eudiplodinium apresentaram correlação positiva de intensidade média (60,68, 62,85, 

56,77, 46,41 e 53,55%) com o gênero Eremoplastron (Tabela 9). Os gêneros 

Dasytricha, Diplodinium e Eodinium também apresentaram correlação positiva de 

intensidade média (55,72, 46,75 e 52,72%) com o gênero Isotricha, assim como os 

gêneros Entodinium e Diplodinium, com o gênero Dasytricha (57,78 e 46,15%). Em 

contrapartida, o gênero Epidinium apresentou correlação negativa de intensidade baixa 
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(-39,74%) com o gênero Diplodinium e correlação positiva de intensidade média 

(55,03%) com o gênero Diploplastron, juntamente com o gênero Metadinium (41,61%). 
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Tabela 9. Coeficientes de correlação de Spearman entre os gêneros de protozoários ciliados ruminais de vacas em lactação alimentadas 

com dietas contendo ou não caroço de algodão (CA), suplementadas com APA ou MON 

Gêneros Isotricha Dasytricha Entodinium Diplodinium Eodinium Eremoplastron Metadinium Epidinium 

Total 0,5830*** 0,6957** 0,8917* 0,5976***  0,6870**   

Isotricha  0,5572***  0,4675**** 0,5272*** 0,6068****   

Dasytricha   0,5778*** 0,4615****  0,6285**   

Entodinium      0,5677***   

Diplodinium      0,4641****  -0,3974**** 

Eudiplodinium      0,5355***   

Diploplastron       0,4161**** 0,5503*** 
Significativo * (P<0,0001); ** (P<0,001); *** (P<0,01); **** (P<0,05). 
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Os protozoários apresentam influência direta na fermentação ruminal por meio 

do controle do pH, síntese de AGCC e amônia, e controle populacional de bactérias 

ruminais (Williams e Coleman, 1997) e, a abundância dos gêneros no ambiente ruminal 

é dependente de vários fatores como pH, idade do animal, dieta (Castillo-Lopez e 

Domínguez-Ordóñez, 2019; Huuki et al., 2022), dentre outros. No presente estudo, 

apesar da diferença numérica entre as concentrações de protozoários (Tabela 7), as 

dietas não apresentaram diferença (P>0,05), o que pode ser explicado devido à alta 

dispersão desses dados e à sua natureza composicional, que geram problemas na análise 

estatística. O gênero Entodinium foi predominante em todas as dietas, com composição 

relativa variando de 47,29 a 63,34% seguido do gênero Eodinium, com variação de 

18,94 a 29,17%. 

A abundância do gênero Entodinium é característica de bovinos leiteiros 

alimentados com dietas ricas em grãos e é classificado como um gênero amilolítico 

(Hook et al., 2011; Zhang et al., 2017) e resistente, por tolerar redução do pH até 5.3 

(Dehority, 2005). Já o Gênero Eodinium é mais abundante em animais alimentados com 

dietas fibrosas (Santos et al., 2015) e é caracterizado como um gênero celulolítico 

(Coppo et al., 2003) importante para a degradação da celulose presente no volumoso. A 

predominância do gênero Entodinium e Eodinium, no presente estudo, está de acordo 

com pesquisas que avaliaram a população de protozoários ruminais em animais que 

receberam dietas mistas (Duarte et al., 2018; Park et al., 2020). 

Apesar da falta de efeito significativo das dietas sobre a concentração de 

protozoários ruminais, foi observada uma redução na população de Holotrich (Isotrichia 

+ Dasytricha) nos animais suplementados com os aditivos, com destaque para as dietas 

contendo CA, em que a redução foi de 57,37% para APA+CA e de 71,32% para 

MON+CA. Estes resultados estão de acordo com Dayani et al. (2007) que relataram 

redução na população de protozoários ruminais em ovinos alimentados com dietas 

contendo CA, principalmente Holotrich e protozoários celulolíticos. 

Estudos de Ríspoli et al. (2009) e Veloz (2023) relataram a influência inibitória 

da monensina e do CA sobre a concentração ruminal dos gêneros de protozoários. A 

monensina inibe a proteólise dentro das vesículas de armazenamento dos protozoários 

ciliados do rúmen, o que resulta na interrupção da digestão de nutrientes e diminui a 

taxa de crescimento (Sylvester et al., 2009). Já o CA é rico em lipídios, principalmente o 

ácido linoleico (C18:2), que é tóxico para os protozoários (Newbold e Chamberlain, 

1988), uma vez que apresentam capacidade limitada de absorver e transformar lipídios 
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(Dayani et al., 2007; Tripathi et al., 2014). No entanto, assim como no presente estudo, 

os gêneros Entodinium e Eodinium têm se mostrado resistentes ao efeito inibitório dos 

aditivos alimentares e do CA em estudos anteriores (Dayani et al., 2007; Koza, et al., 

2015; Reis et al., 2019). 

O gênero Polyplastron, celulolítico, foi identificado apenas na dieta MON 

(Tabela 7). Este gênero é característico de animais de baixa eficiência, alimentados com 

dietas predominantemente compostas por carboidratos fibrosos (Fregulia et al., 2022). 

No presente estudo, as dietas experimentais foram compostas predominantemente por 

concentrado, com relação volumoso:concentrado de aproximadamente 40:60, o que 

explica a baixa composição relativa ou ausência dos gêneros celulolíticos e maior 

presença dos gêneros amilolíticos. 

Já o gênero Metadinium foi encontrado apenas na dieta APA. Apesar da baixa 

composição relativa deste gênero no presente estudo, a sua presença está relacionada a 

animais de alta eficiência alimentar (Fregulia et al., 2022), o que reforça o efeito do 

aditivo sobre a eficiência alimentar de ruminantes. Este resultado está de acordo com 

Sousa (2019) que identificou a presença do gênero Metadinium em cordeiros 

suplementados com APA. A presença do gênero Metadinium no presente estudo, assim 

como nos estudos de Sousa (2019) e Fregulia et al. (2002) em animais de alta eficiência, 

abrem o questionamento sobre a relação entre protozoários deste gênero e eficiência 

alimentar. Essas informações ainda são insuficientes e indicam a necessidade de mais 

estudo sobre a função do gênero Metadinium no metabolismo ruminal de vacas, porém, 

estudos mostraram ação celulolítica por ingerirem muitos fragmentos de plantas no 

rúmen de caprinos e ovinos (Hungate, 1966; Imai 1988; Gürelli et al., 2016). 

O gênero Epidinium foi identificado apenas nas dietas APA e MON+CA, com 

abundância relativa de 0,72 e 2,27%, respectivamente. A presença deste gênero no 

rúmen está relacionada com o aumento na produção de metano por abrigar Archaea 

metanogênicas intra e extracelulares (Newbold et al., 1995; Lloyd et al., 1996; Bach et 

al., 2023), e com a redução da eficiência alimentar (Bach et al., 2023). No presente 

estudo, a presença do gênero Epidinium na dieta MON+CA não refletiu em aumento na 

produção de CH4. No entanto, a dieta APA apresentou a maior concentração de CH4. O 

que indica que o efeito do CA superou a influência do gênero Epidinium, na produção 

de CH4. 

O gênero Charonina foi identificado somente nas dietas contendo APA (APA e 

APA+CA) e na dieta MON. A presença deste gênero no ambiente ruminal é mais visível 
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em animais jovens e/ou alimentados a pasto (Duarte et al., 2018). No entanto, sua 

presença está relacionada também com a saúde do rúmen (Duarte et al., 2018), o que 

sustenta a hipótese de que o APA, assim como a MON, favorece o ambiente ruminal, 

uma vez que os animais do presente estudo estavam na fase adulta e receberam dietas 

mistas (volumoso + concentrado). 

O gênero Eremoplastron apresentou correlação positiva de intensidade média 

com os gêneros Isotricha, Dasytricha, Entodinium, Diplodinium e Eudiplodinium 

(Tabela 8), o que significa que esses gêneros possuem 60,68, 62,85, 56,77, 46,41 e 

53,55% de chances de ocorrerem juntos no conteúdo ruminal de vacas em lactação. 

Estes gêneros, com exceção do Eudiplodinium, são classificados como predominantes 

em bovinos (Salvio e Agosto, 2001). 

Isotricha apresentou ainda correlação positiva de intensidade média com 

Dasytricha (55,72%; ambos Holotrich), Diplodinium (46,75%) e Eodinium (52,72%), o 

que demostra contribuição entre os gêneros de protozoários celulolíticos. O gênero 

Diplodinium, além de apresentar correlação positiva de intensidade média com o gênero 

Eremoplastron, apresentou também com Dasytricha (46,15%). No entanto, apresentou 

correlação negativa de intensidade média com o gênero Epidinium, o que indica que o 

crescimento de um desfavorece o do outro em -39,74%. Os gêneros Diplodinium e 

Epidinium são mais comumente encontrados em animais que recebem dietas com alto 

teor de fibra, pois ambos apresentam enzimas que auxiliam na degradação do material 

fibroso (Jouany, 1996). Esta correlação negativa sugere uma possível competição pelo 

substrato entre os gêneros Diplodinium e Epidinium, uma vez que os teores de fibra das 

dietas experimentais não foram altos. 

 

3.3.2. Quantificação relativa de bactérias ruminais e correlação entre bactérias e 

protozoários 

Como observado na Figura 1, houve redução (P<0,0001) na porcentagem de 

abundância relativa (%AbR) de Archaea metanogênica nas dietas APA (42,41%), MON 

(30,34%) e MON+CA (17,71%), em comparação com o controle (64,66%). 
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Figura 1 

Figura 1. Valores médios da abundância relativa de Archaea total em vacas em lactação 

alimentadas com dietas contendo ou não caroço de algodão (CA), suplementadas com 

APA ou MON. As populações são expressas como porcentagens do número de cópias 

do gene 16S rRNA do total de Ct. Dentro de cada painel, diferentes letras minúsculas 

diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 
 

As dietas experimentais afetaram (P<0,05) a população de bactérias ruminais 

(Figuras 2 e 3), em que as dietas suplementadas com APA ou MON, sem CA, 

proporcionaram menores porcentagens de abundância relativa (%AbR) para as espécies 

R. albus (P<0,0001), S. bovis (P<0,0001) e F. succinogenes (P=0,0002). Para a espécie 

B. fibrisolvens, a dieta APA reduziu (P=0,0001) a %AbR, mas não houve diferença entre 

as demais dietas. Em contrapartida, para as espécies P. ruminicola (P<0,0001), R. 

amylophilus (P<0,0001), S. ruminantium (P<0,0001) e M. elsdenii (P<0,0001), as dietas 

APA e MON apresentaram médias superiores à dieta controle.  

Para E. ruminantium, as dietas APA e MON não diferiram da dieta controle, 

contudo a presença de CA promoveu aumento de sua abundância, sendo maior 

(P<0,0001) quando associado à MON. Para as dietas com CA houve diferenças entre os 

aditivos APA e MON. A dieta APA+CA apresentou maior %AbR para população de R. 

Amylophilus (P<0,0001), M. elsdenii (P<0,0001) e menor para R. albus (P<0,0001), S. 

bovis (P<0,0001) e S. ruminantium (P<0,0001) (Figuras 2 e 3). 

As comparações entre os efeitos dos aditivos, associados ou não ao CA sobre a 

%AbR das bactérias ruminais estudadas e Archaea encontram-se representadas na 

Tabela 10. 
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Figura 2ª Figura 2B 

 

  

Figura 2C Figura 2D 

 

Figura 2. Valores médios de abundância relativa de espécies bacterianas ruminais 

Gram-positivas em vacas em lactação alimentadas com dietas contendo ou não caroço 

de algodão (CA), suplementadas com APA ou MON. As populações são expressas como 

porcentagens do número de cópias do gene 16S rRNA do domínio bacteriano total. 

Dentro de cada painel, diferentes letras minúsculas diferem entre si pelo teste de Tukey 

(P<0,05). 
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Figura 3A Figura 3B 

 

  
Figura 3C Figura 3D 

 

 
 Figura 3E 

 

Figura 3. Valores médios de abundância relativa de espécies bacterianas ruminais 

Gram-negativas em vacas em lactação alimentadas com dietas contendo ou não caroço 

de algodão (CA), suplementadas com APA ou MON. As populações são expressas como 

porcentagens do número de cópias do gene 16S rRNA do domínio bacteriano total. 

Dentro de cada painel, diferentes letras minúsculas diferem entre si pelo teste de Tukey 

(P<0,05). 
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Tabela 10. Principais efeitos dos aditivos (APA ou MON), associados ou não com o 

caroço de algodão, sobre a abundância relativa de bactérias ruminais e Archaea em 

vacas lactantes 

Espécie 
Dietas 

APA MON CA APA+CA MON+CA 

Ruminococcus albus ↓ ↓    

Butyrivibrio fibrisolvens ↓   ↑  

Eubacterium ruminantium   ↑   

Streptococcus bovis ↓ ↓    

Fibrobacter succinogenes ↓ ↓    

Prevotella ruminicola ↑ ↑   ↓ 

Ruminobacter 

amylophilus 

↑ ↓    

Selenomonas ruminantium ↑ ↑  ↓  

Megasphaera elsdenii ↑ ↑   ↓ 

Archaea ↓ ↓  ↑ ↓ 

↓: redução da abundância relativa; ↑: aumento da abundância relativa. 

 

A espécie P. ruminicola apresentou correlação positiva de intensidade média 

(Tabela 11) com a espécie S. ruminantium (48,46%) e de intensidade alta com M. 

elsdenii (73,33%). Entretanto, apresentou correlação negativa de intensidade média R. 

albus (-55,46%), B. fibrisolvens (-60,38%), E. ruminantium (-54,00%), F. succinogenes 

(-57,08%), Archaea (-44,15%) e de intensidade alta com S. bovis (-70,00%). S. 

ruminantium apresentou também correlação negativa de intensidade alta com Archaea 

(-85,15%). 

E. ruminantium apresentou correlação positiva de intensidade média com a 

espécie B. fibrisolvens (59,23%) e negativa de intensidade média com R. amylophilus (-

57,85%), que por sua vez, apresentou correlação negativa de intensidade média com S. 

ruminantium (-55,54%) e positiva de intensidade média com Archaea (65,92%). Já a 

espécie S. bovis apresentou correlação positiva de intensidade alta com R. albus 

(79,38%) e negativa de intensidade alta com M. elsdenii (-78,31%). Do mesmo modo, 

M. elsdenii apresentou correlação negativa de intensidade alta com R. albus (-79,46%) e 

de intensidade média com F. succinogenes (-44,31%) (Tabela 11). 
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O gênero Dasytricha (protozoário) apresentou correlação positiva de intensidade 

média com a espécie bacteriana E. ruminantium (49,73%) e negativa de intensidade 

média com P. ruminicola (-54,19%) (Tabela 12). Já o gênero Entodinium apresentou 

correlações positivas de intensidade média com as espécies R. amylophilus (48,85%) e 

Archaea (56,69%) e negativa de intensidade média com E. ruminantium (-42,54%). O 

gênero Eodinium apresentou correlações negativas de intensidade média com F. 

succinogenes (-42,54%), R. amylophilus (-48,77%) e Archaea (-66,38%), e positiva de 

intensidade média com S. ruminantium (44,77%). Eremoplastron apresentou 

correlações positivas de intensidade média com R. albus (41,42%) e S. bovis (48,34%), 

e negativa de intensidade média com P. ruminicola (-49,35%) e M. elsdenii (-41,88%). 

O gênero Diplodinium apresentou correlação positiva de intensidade média apenas com 

B. fibrisolvens (50,09%) (Tabela 12). 
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Tabela 11. Coeficientes de correlação de Spearman entre espécies de bactérias ruminais de vacas em lactação 

alimentadas com dietas contendo ou não caroço de algodão (CA), suplementadas com APA ou MON 

Espécie 
E. 

ruminantium 

S. 

Bovis 

P. 

Ruminicola 

S. 

ruminantium 

M. 

elsdenii 
Archaea 

R. albus  0,7938* -0,5546***  -0,7946*  

B. fibrisolvens 0,5923***  -0,6038***    

E. ruminantium   -0,5400***    

S. bovis   -0,7000*    

F. succinogenes   -0,5708***  -0,4431****  

R. amylophilus -0,5785***   -0,5554***  0,6592** 

S. ruminantium   0,4846****    

M. elsdenii  -0,7831* 0,7333*    

Archaea   -0,4415**** -0,8515*   

Significativo * (P<0,0001); ** (P<0,001); *** (P<0,01); **** (P<0,05). 

 

Tabela 12. Coeficientes de correlação de Spearman entre os gêneros de protozoários ciliados e bactérias 

ruminais de vacas em lactação alimentadas com dietas contendo ou não caroço de algodão (CA), 

suplementadas com APA ou MON 

Gêneros Dasytricha Entodinium Diplodinium Eodinium Eremoplastron 

R. albus     0,4142*** 

B. fibrisolvens   0,5009***   

E. ruminantium 0,4973*** -0,4254***    

S. bovis     0,4834*** 

F. succinogenes    -0,4254***  

P. ruminicola -0,5419**    -0,4935*** 

R. amylophilus  0,4885***  -0,4877***  

S. ruminantium    0,4477***  

M. elsdenii     -0,4188*** 

Archaea  0,5669**  -0,6638*  

Significativo * (P<0,001); ** (P<0,01); *** (P<0,05). 



64 
 

 

No geral o APA afetou a população bacteriana de forma similar à monensina, 

reduzindo a maioria das espécies de bactérias Gram-positivas, como R. albus e S. bovis 

e favorecendo o crescimento de bactérias Gram-negativas, como P. ruminicola,  S. 

ruminantium e M. elsdenii, com exceção de F. succinogenes, que reduziu com APA e 

MON. Em contrapartida, APA e MON agiram de forma diferente sobre as espécies B. 

fibrisolvens (Gram-negativa, mas estruturalmente Gram-positiva, sem membrana 

externa trilamelar) e R. amylophilus (Gram-negativa, realiza degradação de amido no 

espaço periplasmático e sódio é requerido para máximo crescimento e mantém 

concentração intracelular ótima de Na+ de 0,2 mM por meio de um antitransportador 

Na+/2H+, produz formato, acetato e succinato), em que APA reduziu o crescimento da 

primeira e favoreceu a segunda, ao contrário de MON. Estes resultados são consistentes 

com a hipótese de que a sensibilidade à monensina pode ser determinada por efeitos 

variáveis em função da constituição e da espessura da parede celular e não por uma 

diferença clara entre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Schären et al., 2017). 

Adicionalmente, isto é consistente com as diferenças nos modos de ação destes 

ionóforos sobre canais iônicos de membrana citoplasmática. 

Os ionóforos são mais eficazes contra as bactérias Gram-positivas, cuja célula 

está rodeada pela camada de peptidoglicano, que é porosa e permite a passagem de 

moléculas pequenas atingindo a membrana citoplasmática, onde o ionóforo lipofílico se 

dissolve rapidamente na membrana. Por outro lado, as bactérias Gram-negativas estão 

separadas do ambiente e dos agentes antimicrobianos por uma camada de 

lipopolissacarídeo, uma membrana externa e um espaço periplasmático (Paracini et al., 

2022).  

O mecanismo de ação da monensina como antibacteriano é conhecido e se dá 

por meio da capacidade do ionóforo em complexar com o cátion Na+ e transportá-lo 

através da membrana citoplasmática, alterando a concentração iônica intracelular 

(Łowicki e Huczyński, 2013). Esse efeito é majoritariamente visualizado em bactérias 

Gram-positivas. Adicionalmente, Schären et al. (2017) reportaram que a sensibilidade à 

monensina pode ser determinada por efeitos variáveis em função da constituição e da 

espessura da parede celular e não por uma diferença clara entre bactérias Gram-

negativas e Gram-positivas. 

Por outro lado, as moléculas de alcaloides piperidínicos de algaroba (APA), cuja 

propriedade anfotérica pode ser aumentada no extrato aquoso ácido, uma vez que estas 

são ionizadas (Pereira et al., 2017), é capaz de promover um efeito desorganizador nos 
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transportadores de cálcio da membrana celular, impedindo o transporte de Ca2+, 

resultando em morte celular (Choudhary et al., 2005; Domínguez et al., 2015). 

Adicionalmente, o mecanismo de ação do APA foi descrito inicialmente em 

células eucarióticas por Choudhary et al. (2005), que mostraram a ação de bloqueio do 

canal de Ca2+, e essa ação pode se estender a organismos procarióticos, já que oito 

transportadores de Ca2+ foram caracterizados filogeneticamente na membrana 

bacteriana com potencial eletroquímico, denominados proteínas de ligação ao Ca2+ 

(CaBPs). Essas características estruturais das CaBPs procarióticas sugerem que essas 

proteínas podem funcionar como tampões, sensores, transdutores de sinal ou 

desempenhar funções estruturais e/ou regulatórias. A ligação de alcaloides piperidínicos 

a essas CaBPs de membrana poderia afetar o transporte e o armazenamento de Ca2+ na 

célula bacteriana, reduzindo sua sobrevivência (Domínguez et al., 2015). A ação de 

bloqueio do transporte de cálcio pode afetar tanto as bactérias quanto as Archaea 

metanogênicas (Choudhary, et al., 2005; Domínguez et al., 2015; Efimova et al., 2020). 

 APA e MON nas dietas diminuíram a porcentagem de abundância relativa 

(%AbR) das espécies bacterianas celulolíticas R. albus e F. succinogenes, e não 

diferiram para B. fibrisolvens, com exceção da dieta APA sem CA, que apresentou 

redução de B. fibrisolvens. Apesar de acreditar que bactérias Gram-negativas (F. 

succinogenes, por exemplo) sejam mais resistentes aos efeitos dos aditivos do que 

bactérias Gram-positivas (B. fibrisolvens, por exemplo), por conta da presença de uma 

membrana externa protetora que envolve a parede celular (Burt, 2004; Marques e Cook, 

2021), o presente estudo mostrou divergências. No entanto, os resultados estão de 

acordo com Khorrami et al. (2015) e Shen et al. (2017), que relataram maior 

susceptibilidade das bactérias celulolíticas ao efeito adverso da monensina, 

principalmente R. albus e F. succinogenes. Nas dietas com CA, foi observada uma certa 

resistência da bactéria F. succinogenes, quando comparada com as dietas suplementadas 

sem CA. Wang et al. (2021) relataram que F. succinogenes é resistente ao gossipol e, 

possivelmente, o maior conteúdo de lipídeos no CA pode ter atenuado a ação de APA e 

MON contra a célula microbiana por meio de interação entre moléculas lipofílicas com 

CA no presente estudo.  

A espécie B. fibrisolvens é a principal produtora de butirato no rúmen (Russell e 

Strobel, 1989), onde butirato conta por aproximadamente 16% dos AGCC presentes 

(Stewart et al., 1997). Apesar de ter apresentado redução da população de B. 

fibrisolvens, a dieta APA apresentou o maior somatório de AGCC produzidos no rúmen 
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(51,74 mmol/L) devido principalmente a acetato e possivelmente, à compensação na 

produção de butirato pela M. elsdenii, cuja abundância relativa aumentou com APA. 

Marounek e Dušková (1999) relataram que B. fibrisolvens e P. ruminicola produziram 

mais acetato e menos butirato, lactato, succinato e H2 quando cresceram no meio rico 

em pectina em comparação com meio rico em arabinose e glicose. Contudo, P. 

ruminicola liberou menos H2 do que B. fibrisolvens em quaisquer substratos.  

A espécie E. ruminantium, bactéria Gram-positiva, hemicelulolítica com 

atividade de xilanase, produz butirato, acetato e formato e apresentou aumento 

significativo em dietas contendo CA. Uma maior concentração de E. ruminantium está 

relacionada com aumento da eficiência alimentar, melhor degradação da fibra e melhor 

digestibilidade da ração (Elolimy et al., 2018; Halfen et al., 2020), o que possivelmente 

ocorreu no presente estudo, por conta da presença do CA, que forneceu proteínas e 

fibras degradáveis. Esta espécie requer ácidos graxos de cadeia ramificada e N-NH3 é 

essencial para seu crescimento, apresentando alta atividade de desaminação de 

aminoácidos (Stewart et al., 1997).  

Assim como B. fibrisolvens, as espécies S. bovis (Gram-positiva) e S. 

ruminantium (Gram-negativas) produzem amilase e apresentam o lactato como um dos 

produtos da fermentação, no entanto, são bactérias amilolíticas (Stewart et al., 1997). 

Quando a dieta é rica em concentrado (carboidratos não fibrosos), a espécie S. bovis 

cresce rapidamente e produz lactato em excesso, o que classifica essa bactéria como um 

dos principais agentes causadores da acidose ruminal (Jans et al., 2015; Park et al., 

2021). Entretanto, a espécie S. bovis tem demonstrado ser sensível à monensina 

(Wampler et al., 1998), assim como os resultados do presente estudo também 

demonstraram sensibilidade ao APA. 

Já a S. ruminantium é uma importante espécie bacteriana que utiliza uma 

diversidade de substratos e desempenha um importante papel na síntese de propionato, 

malato e lactato a partir do piruvato e succinato, produtos da fermentação primária 

(Shen et al., 2017; Wang et al., 2021). No presente estudo, as dietas contendo 

monensina (MON e MON+CA) e a dieta APA apresentaram aumento da população e 

estão de acordo com resultados encontrados na literatura (Schelling, 1984; Shen et al., 

2017), que relataram aumento de S. ruminantium com a suplementação com monensina. 

Em contrapartida, foi observada redução da população de S. ruminantium na dieta 

APA+CA, o que pode ser parcialmente explicado pelo fato desta espécie ser sensível ao 

gossipol (Wang et al., 2021). 
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Apesar da redução da população de S. ruminantium na dieta APA+CA, a 

produção de propionato não foi afetada e refletiu em maior eficiência nas dietas com 

APA, demonstrado pela maior população de M. elsdenii, que produz propionato pela 

rota de fermentação do lactato por usar a via não-aleatória do acrilato (Russell e 

Wallace, 1997). Entre os organismos prevalentes em propiogênese no rúmen, S. 

ruminantium usa a via aleatória e M. elsdenii usa a via do acrilato (Russell e Wallace, 

1997).  

A redução da população de R. amylophilus nas dietas com monensina (MON 

sem CA e MON+CA) divergem dos resultados relatados na literatura (Marques e 

Cooke, 2021). No entanto, Narvaez et al. (2013) descreveram que a resposta de algumas 

espécies Gram-negativas em detrimento das Gram-positivas, é dependente da dose 

utilizada de monensina. Além disso, o presente estudo mostrou uma correlação negativa 

de intensidade média entre R. amylophilus e as espécies E. ruminantium (-57,85%) e S. 

ruminantium (-55,54%), o que sugere que o aumento da população de E. ruminantium e 

S. ruminantium desfavorece o crescimento da população de R. amylophilus e vice-versa. 

De todas as espécies de bactérias ruminais, a P. ruminicola é considerada a mais 

resiliente na presença da monensina (Trautmann et al., 2023) e os resultados do presente 

estudo sugeriram também resiliência de P. ruminicola para o APA. De acordo com 

Trautmann et al. (2023), essa resiliência se dá por conta da capacidade da P. ruminicola 

de neutralizar a dissipação do gradiente de Na+, através do aumento da atividade de um 

complexo proteico de membrana translocador de Na+ que reduz fumarato a succinato, 

favorecendo a produção de propionato. 

Assim como E. ruminantium, P. ruminicola é uma bactéria que apresenta 

atividade proteolítica proeminente e é capaz de causar hiperamônia (Bach et al., 2005; 

Trautmann et al., 2023). Desta forma, o aumento da população de P. ruminicola no 

rúmen é refletido no aumento da concentração de N-NH3 no rúmen e algumas cepas 

podem fermentar xilana, pectina e amido em vez de celulose (Wang et al., 2021). No 

presente estudo, a %AbR de P. ruminicola foi capaz de consolidar seu nicho ecológico 

no ambiente ruminal, suplementado com APA ou MON, e foi capaz de utilizar pectina 

fornecida principalmente pela palma (Veras et al., 2002) para a biossíntese de acetato 

(Marounek e Dušková, 1999) (Tabela 6) e, provavelmente, de succinato, favorecendo a 

produção de propionato por hidrogenotróficos como S. ruminantium e M. elsdenii, 

como pode ser confirmado pela correlação positiva significativa observada entre as suas 

abundâncias no rúmen. 
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Em contrapartida, as dietas com CA apresentaram %AbR para P. ruminicola 

menores do que as dietas sem CA, mas superiores ao controle. Apesar do APA e MON 

favorecerem o crescimento de P. ruminicola, possivelmente, esta espécie também se 

mostrou sensível ao efeito do gossipol presente no CA, como mostrado por Wang et al. 

(2021). 

A população de M. elsdenii foi maior nas dietas suplementadas, com exceção da 

dieta MON+CA, que não diferiu do controle. M. elsdenii é uma espécie que utiliza o 

lactato como substrato para produzir butirato, propionato e valerato (Stewart et al., 

1997; Meissner et al., 2010).  O aumento da população desta espécie pode evitar a 

acidose causada pelo acúmulo de lactato ruminal (Leeuw et al., 2016). No presente 

estudo, a concentração de lactato não foi influenciada pelas dietas e a produção de 

butirato na dieta APA possivelmente se manteve por conta do aumento da população de 

M. elsdenii, uma vez que B. fibrisolvens, uma das principais espécies produtoras de 

butirato no rúmen, diminuiu com APA. Vale salientar que o butirato apresenta 

benefícios ruminais, metabólicos e pode influenciar positivamente a produção de leite 

(Van Soest, 1994; Mentschel et al., 2001; Seymour et al., 2005). 

De acordo com Soares et al. (2015) as bactérias que utilizam o ácido lático como 

substrato para síntese de AGCC, como M. elsdenii, geralmente são mais resistentes aos 

efeitos dos aditivos, especialmente ionóforos. O relato dos autores está de acordo com o 

presente estudo, que além de resistência, foi observada adaptabilidade dessa espécie aos 

aditivos APA e MON. 

Foi observado que as dietas suplementadas, com exceção do APA+CA, 

reduziram a %AbR de Archaea metanogênicas. Estudos anteriores têm demonstrado o 

baixo ou nenhum efeito direto da monensina contra Archaea metanogênicas, mas a 

diminuição de bactérias Gram-positivas reduz a concentração ruminal de substratos 

metanogênicos, o que pode desfavorecer a multiplicação de Archaea e/ou a 

metanogênese (Haney e Hoehn, 1967; Russell e Strobel, 1989; Russell e Houlihan, 

2003; Söllinger et al., 2018). A esse respeito, Söllinger et al. (2018) relataram que, 

enquanto a abundância dos genes 16S rRNA das Archaea atingiu o pico 1 h após a 

alimentação, a abundância do mRNA da metanogênese não atingiu o pico até 3 h após a 

alimentação. Assim, apesar da abundância populacional de metanogênicos, a maior 

disponibilidade de substratos CO2, H2 e/ou formato, pode ter contribuído para aumentar 

a metanogênese, principalmente, porque a coleta do conteúdo ruminal ocorreu 4 h após 

alimentação. 
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Os resultados estão de acordo com McGarvey et al. (2019), que identificaram 

redução na população de Archaea metanogênicas em bovinos leiteiros em lactação 

recebendo diferentes doses de monensina. No entanto, Guan et al. (2006) e Hook et al. 

(2009) relataram que após 4 e 12 semanas, as bactérias tendem a se adaptar ao efeito da 

monensina. Ainda não se sabe o efeito do APA sobre os microrganismos ruminais em 

longo prazo, o que torna necessária novas pesquisas sobre o assunto. 

A esse respeito, na ausência de CA, APA e MON reduziram a abundância 

relativa de metanogênicos, sendo que MON mostrou menor abundância relativa. MON 

associada ao CA reduziu ainda mais a população de metanogênicos. Que não foi afetada 

pela associação de APA com CA. Estes resultados são consistentes com a menor 

proporção de CH4 relativa aos AGCC (Σ Ac + Pr + Bu; Σ Ac + Bu) presentes no fluido 

ruminal, observada na dieta MON com CA quando comparada com a dieta MON sem 

CA. 

Assim, as reduções de metanogênicos/metanogênese observadas nas dietas 

suplementadas podem ser explicadas pela diminuição das populações de R. albus e B. 

fibrisolvens liberadoras de H2, já que R. albus reduziu com MON e APA e B. 

fibrisolvens foi menos abundante na dieta com APA sem CA. Por outro lado, APA 

estimulou a população de R. amylophilus, produtora de formato, que é substrato para 

metanogênese, apesar desta espécie reduzir fumarato para produzir succinato (Stewart et 

al., 1997). Possivelmente, pelo fato de o CO2 ser essencial para o crescimento de R. 

amylophilus, a maior concentração de CO2 no conteúdo ruminal na dieta APA sem CA 

contribuiu para o aumento da sua abundância. 

Observa-se que a monensina não é inibidora das Archaea metanogênicas 

(Marques e Cooke, 2021), acreditando-se que a menor produção do gás se deve à menor 

produção dos precursores H2 e formato (McAllister et al., 2015; Thompson e Rowntree, 

2020), provavelmente por inibir as bactérias fibrolíticas Gram-positivas, que produzem 

hidrogênio, e por favorecer bactérias Gram-negativas, como F. succinogenes e S. 

ruminantium. No entanto, a F. succinogenes é importante na digestão da fibra ruminal 

(Kobayashi et al., 2008), e esta etapa fundamental pode fornecer substratos a outras 

bactérias capazes de produzir H2 ou compostos contendo metil. 

Sawanon et al. (2011) sugeriram que algumas cepas de S. ruminantium estão 

envolvidas na digestão da fibra ruminal, cooperando com F. succinogenes, o que não foi 

evidenciado no presente estudo, possivelmente devido às ações de APA e MON contra 

F. succinogenes.  F. succinogenes e S. ruminantium, entre outras, oxidam o H2 



70 
 

 

utilizando o fumarato como aceptor final de elétrons, o que sugere que competem com 

as metanogênicas pelo H2, que é o principal substrato para a metanogênese no rúmen 

(Greening et al., 2019). Além disso, o formato pode ser utilizado como outro doador de 

elétrons para a redução do fumarato (Kamke et al., 2016). Como a dieta APA + CA 

reduziu tanto a abundância relativa de S. ruminantium quanto de F. succinogenes, 

possivelmente contribuiu para aumentar a população de Archaea por maior 

disponibilização de substratos para metanogênese. Por outro lado, ao comparar as dietas 

sem CA contendo APA ou MON, verifica-se que, apesar de APA ter proporcionado 

maior abundância relativa de Archaea, promoveu a mesma intensidade de CH4 relativa 

ao conteúdo de AGCC no rúmen. Mesmo assim APA foi tão eficaz quanto MON em 

reduzir substratos para metanogênese no rúmen, por modificar o padrão de fermentação 

como resultado da alteração da microbiota ruminal. 

Assim, a limitação de substrato para a metanogênese hidrogenotrófica deve ser 

sempre causada pela falta do H2 doador de elétrons. Uma estratégia que utilize 

inibidores da metanogênese para redirecionar os sequestros de [H] deve avaliar os 

possíveis efeitos diretos dos inibidores nos microrganismos ruminais não 

metanogênicos, de modo a evitar afetar processos como a digestão das fibras ou a 

produção de propionato. A quantidade de hidrogênio gerado no rúmen é diretamente 

influenciada pelo padrão de fermentação dos AGCC (Sawanon et al., 2011; Patra, 2016; 

Ungerfeld, 2020). 

P. ruminicola foi a espécie que apresentou maior quantidade de correlações 

negativas com outras espécies bacterianas, sendo a maioria celulolíticas, e com 

Archaea. Além disso, tem sido relatado que vacas com alta eficiência alimentar abrigam 

uma microbiota ruminal com uma maior abundância relativa de Bacteroidetes, como 

Prevotella, e uma menor abundância relativa de Firmicutes, como B. fibrisolvens 

(Marounek e Dušková, 1999; Delgado et al., 2019). Este relato é consistente com o 

resultado das ações de APA e MON sobre estas espécies de bactérias. 

Os resultados de correlações entre espécies bacterianas ruminais mostram maior 

resistência das bactérias proteolíticas e amilolíticas em detrimento das celulolíticas, uma 

vez que P. ruminicola apresentou correlação positiva de intensidade média com S. 

ruminantium e de intensidade alta com M. elsdenii. Tais resultados podem ser 

explicados pelo fato de que, no presente estudo, as dietas foram compostas por cerca de 

60% de concentrado, o que favorece o aumento da população de bactérias amilolíticas e 
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proteolíticas, além do efeito inibidor dos aditivos e do gossipol, sobre algumas espécies 

celulolíticas Gram-positivas.  

Os efeitos modulatórios do microbioma ruminal pelos aditivos podem ser 

confirmados pela análise de correlação entre as populações de bactérias avaliadas. Foi 

observada correlação negativa de intensidade alta entre R. albus e média entre F. 

succinogenes, bactérias celulolíticas, e M. elsdenii e, positiva de intensidade alta entre 

R. albus e S. bovis, que por sua vez, também apresentou correlação negativa de 

intensidade alta com M. elsdenii. Assim, as dietas suplementadas estimularam o 

aumento das populações de M. elsdenii e de P. ruminicola contribuindo com a redução 

das populações de bactérias celulolíticas. Além de P. ruminicola, as Archaea também 

apresentaram correlação negativa de intensidade alta com S. ruminantium, o que indica 

antagonismo entre essas espécies. No entanto, Archaea apresentou correlação positiva 

de intensidade média com R. amylophilus, uma espécie amilolítica, que possivelmente 

pode favorecer o crescimento populacional de Archaea, conforme discutido 

anteriormente. 

Das espécies bacterianas estudadas no presente estudo e os gêneros de 

protozoários identificados, foram observadas correlações entre nove espécies de 

bactérias, mais Archaea, e cinco gêneros de protozoários. Dentre eles, o gênero 

Entodinium, identificado como o mais abundante no ambiente ruminal, apresentou 

correlação negativa de intensidade média com E. ruminantium e positiva de intensidade 

média com R. amylophilus e Archaea. As dietas com CA aumentaram a %AbR de E. 

ruminantium e diminuíram as de R. amylophilus. Em contrapartida, a dieta APA 

aumentou a %AbR de R. amylophilus e não influenciou E. ruminantium e, apesar de não 

apresentar diferença estatística, aumentou a população de Entodinium em 37,18% em 

comparação ao controle. De acordo com Andersen et al. (2023) a espécie Entodinium 

utiliza prioritariamente a celulose e hemicelulose como substratos primários, podendo 

utilizar o amido como substrato secundário e a abundância de sua população no rúmen é 

característica de animais com alta produção de metano, o que explica a correlação 

positiva com Archaea e a amilolítica R. amylophilus, e negativa com a E. ruminantium. 

Este resultado é consistente com as evidências de que a espécie E. ruminantium 

pode estar envolvida em um possível papel na acetogênese hidrogenotrófica da 

comunidade microbiana ruminal competindo pelo H2 com Archaea (Li et al., 2022). Em 

contrapartida, R. amylophilus pode favorecer Archaea por produzir formato e não 

malato. O malato é produzido por carboxilação de piruvato para formar oxaloacetato 
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sendo em seguida reduzido a malato (rota que utiliza CO2 e H2) (Stewart et al., 1997; 

Russell e Wallace, 1997). 

Já o gênero Eodinium, segundo mais abundante no presente estudo, apresentou 

correlações negativas de intensidade média com F. succinogenes, R. amylophilus e 

Archaea, e positiva de intensidade média com S. ruminantium. A presença do gênero 

Eodinium é característico de dietas fibrosas e importante na degradação da celulose, 

assim como S. ruminantium e F. succinogenes. No entanto, diferentemente de outras 

bactérias celulolíticas, F. succinogenes não degrada celulose usando celulossoma ou 

produzindo altas quantidades de enzima celulase (extracelular) (Suen et al., 2011), o que 

possivelmente causa correlação negativa, juntamente com a amilolítica R. amylophilus, 

com o gênero de protozoário Eodinium. Além disso, as dietas APA e MON aumentaram 

a %AbR de S. ruminantium e reduziram a de F. succinogenes, o que possivelmente 

influenciou a correlação entre estas espécies e o gênero Eodinium.  Da mesma forma, o 

gênero Eremoplastron apresentou correlação positiva de intensidade média com a 

celulolítica, R. albus e com a amilolítica S. bovis, e negativa de intensidade média com 

P. ruminicola e M. elsdenii. 

Tanto o gênero Eremoplastron quanto a espécie S. bovis são encontrados 

majoritariamente em animais que se alimentam de dietas com alta quantidade de 

concentrado e são predominantes em caso de acidose ruminal (Granja-Salcedo et al., 

2016), o que explica a correlação positiva entre eles. No presente estudo, o APA e a 

MON reduziram a população de S. bovis e aumentaram a de P. ruminicola e M. elsdenii. 

Vale salientar que o aumento da população de M. elsdenii é importante na prevenção da 

acidose ruminal, pela sua capacidade de utilizar o lactato como substrato (Cabral e 

Weimer, 2024), o que explica a correlação negativa com Eremoplastron. 

Os resultados demonstraram correlações dependentes do substrato, uma vez que 

protozoários e bactérias preferencialmente amilolíticas e/ou proteolíticas apresentaram 

correlações positivas entre si e negativas entre espécies e gêneros preferencialmente 

celulolíticos, da mesma forma, foi identificado o contrário. Assim como também foi 

observado que árqueas se beneficiam prioritariamente pela ausência de bactérias e 

protozoários preferencialmente amilolíticos. 

No ensaio enzimático utilizado para identificar e quantificar a atividade das 

enzimas Fpase (atividade de celulase em papel de filtro), CMCase 

(carboximetilcelulase), amilase, xilanase, pectinase e protease no conteúdo ruminal de 

vacas em lactação alimentadas com dietas contendo ou não CA, suplementadas com 
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APA ou MON, foi verificado redução da atividade de Fpase (P=0,0026) em animais que 

receberam a dieta contendo APA (Tabela 13). Em contrapartida, não houve diferença 

entre as atividades das enzimas Fpase e pectinase em animais que receberam as dietas 

controle, APA+CA, MON e MON+CA. Foi identificado aumento da atividade da 

amilase (P<0,0001) para as dietas MON+CA, APA+CA e MON, quando comparadas 

com a dieta controle, com destaque para MON+CA, que apresentou a maior média 

(1,7238 U/mL). Da mesma forma, a atividade da pectinase foi maior (P<0,0001) nas 

dietas MON, APA+CA, MON+CA e APA, quando comparadas com a controle. Já a 

atividade da protease foi maior (P<0,0001) nas dietas suplementadas, com destaque para 

as dietas com CA. 

 

Tabela 13. Unidades por mL (U/mL) de enzimas ruminais de vacas em lactação alimentadas 

com dietas contendo ou não caroço de algodão (CA), suplementadas com APA ou MON 

Enzima 
Dietas 

EPM1 P-Value 
Controle APA APA+CA MON MON+CA 

Atividade Enzimática (U/mL) 

Fpase 0,0552a 0,0338b 0,0503a 0,0446ab 0,0537a 0,0020 0,0026 

CMCase 0,5071 0,5148 0,4752 0,5629 0,5309 0,0105 0,1493 

Amilase 0,6855c 0,4563c 1,0328b 1,1895b 1,7238a 0,0918 <0,001 

Xilanase 1,1257 1,0631 1,1247 1,0944 1,0512 0,0135 0,4569 

Pectinase 0,0430c 0,1325b 0,4483a 0,4572a 0,4455a 0,0371 <0,001 

Proteinase 1,34e 3,53c 4,61b 1,93d 5,03a 0,2985 <0,001 
Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05); 1Erro 

padrão da média. 

 

Fpase e CMCase são enzimas envolvidas na degradação da celulose e compõem 

o complexo de celulases. No entanto, CMCase é uma endoglicanase responsável por 

iniciar a hidrólise e pela rápida solubilização do polímero celulósico. Já a Fpase, além 

de endoglicanase, também atua como exoglicanase com estratégia de hidrólise da fibra 

celulósica de elevada importância, pois é capaz de liberar glicose diretamente do 

polímero (Gusakov et al., 2007; Soares et al., 2011). No presente estudo, foi observada 

influência dos aditivos apenas para Fpase, em que as dietas MON (0,0446 U/mL) e APA 

(0,0338 U/mL) apresentaram menores concentrações de unidades por mL (U/mL), o que 

pode ser explicado pela redução na %AbR de bactérias celulólíticas, especialmente R. 

albus e F. succinogenes o que implica na redução da atividade das celulases. 

Já para amilase, houve aumento da atividade nas dietas com CA, com destaque 

para MON+CA, e para dieta MON. Apesar de terem apresentado reduções na %AbR de 
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algumas das principais espécies de bactérias amilolíticas (R. amylophilus e S. bovis), a 

atividade da amilase se manteve eficiente nas dietas com CA e na dieta MON, 

possivelmente devido ao aumento da população de S. ruminantium e não alteração da 

população de B. fibrisolvens que são importantes na degradação do amido no meio 

extracelular. Por outro lado, a dieta APA sem CA promoveu queda da atividade de 

amilase extracelular por ter inibido a população de B. fibrisolvens, ao mesmo tempo em 

que, estimulou R. amylophilus, que degrada amido não envolvendo amilases 

extracelulares (Anderson, 1995). 

As atividades de pectinase e proteinase também foram maiores nas dietas 

suplementadas, com destaque para as dietas com CA. A produção de pectinases são 

características de bactérias como P. ruminicola (Gradel e Dehority, 1972), que 

apresentou aumento da %AbR nas dietas aditivadas e com CA, e B. fibrisolvens (Gradel 

e Dehority, 1972), que manteve a %AbR entre as dietas aditivadas com CA. O aumento 

da atividade pectinolítica de ambas as espécies está relacionado também com o aumento 

na concentração de acetato (Marounek e Dušková, 1999; Liu et al., 2015). 

Já a atividade proteolítica é identificada em diversos gêneros de protozoários 

(como Entodinium, Polyplastron, Isotricha e Dasytricha) e bactérias (como E. 

ruminantium, Ruminobacter amylophilus, P. ruminicola, B. fibrisolvens, M. elsdenii e S. 

bovis) (Wallace, 1996; Wallace et al., 1997). Destas espécies, a que possui alta atividade 

de produção de amônia (hiperamônia) é E. ruminantium, consistentemente, o CA 

estimulou o seu crescimento e assim maior atividade de proteinases no conteúdo 

ruminal. No geral, possivelmente, a abundância do gênero Entodinium juntamente com 

o aumento das populações de P. ruminicola, S. ruminantium e M. elsdenii nas dietas 

suplementadas, aumentaram a concentração e atividade das proteinases. 
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4 – CONCLUSÕES 

 

 

 

O extrato alcaloídico de algaroba (APA) na dose de 8 mg/kg de MS não afeta as 

funções renal e hepática de vacas lactantes. Dietas com APA ou monensina (MON) sem 

caroço de algodão (CA) reduzem colesterol total sem afetar a concentração sérica de 

glicose e de BHB. O CA aumenta o nível de AGNE no sangue, reduz BHB devido a um 

possível aumento da síntese hepática de colesterol. 

APA assemelha-se à MON quanto à alteração do microbioma core do rúmen, 

decrescendo sua diversidade por afetar S. bovis e as populações de bactérias fibrolíticas, 

R. albus e F. succinogenes, e aumentar as populações de bactérias amilolíticas, P. 

ruminicola, S. ruminantium e M. elsdenii. No entanto, diferentemente de MON, APA 

inibe B. fibrisolvens e estimula R. amylophilus, o que pode afetar a atividade de amilase 

extracelular do fluido ruminal. 

MON e APA reduzem a atividade de celulase do fluido ruminal, medida em fibra 

celulósica de papel de filtro como substrato. 

APA e MON aumentam a concentração de acetato no fluido ruminal por 

estimular o crescimento de P. ruminicola em dieta composta por palma forrageira, que é 

rica em pectina, consistente com aumento em atividade de pectinase. 

MON associada com CA foi mais eficaz na redução da população de Archaea e 

na redução da quantidade de metano relativa aos AGCC presentes no conteúdo ruminal, 

por reduzir população de R. amylophilus.  

APA sem CA aumenta a concentração de AGCC sem alterar a intensidade de 

metano no fluido ruminal mesmo com redução de Archaea, por aumentar a população 

de R. amylophilus, que se correlaciona de forma moderada positiva com metanogênicos 

por sintrofia.  

APA associado ao CA não afeta a abundância de B. fibrisolvens, estimula R. 

amylophilus e inibe S. ruminantium com consequente aumento da abundância de 

Archaea metanogênicas. 

APA tende aumentar a concentração de propionato no fluido ruminal por 

aumentar a população de M. elsdenii. 

O CA aumenta a atividade de proteinases no rúmen por estimular a abundância 

de E. ruminantium. Há correlação negativa entre E. ruminantium e R. amylophilus. 
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S. ruminantium apresenta divergência sintrófica moderada com R. amylophilus e 

elevada com Archaea por promover sequestro de hidrogênio no rúmen. 

O aparecimento de protozoários celulolíticos no rúmen como Metadinium são 

favorecidos por APA, assim como MON favorece o aparecimento do gênero 

Polyplastron. 

Entodinium, gênero mais abundante no rúmen, apresenta correlação positiva 

com R. amylophilus e com Archaea e negativa com E. ruminantium. 

Eodinium, segundo gênero mais abundante, apresenta correlação positiva com S. 

ruminantium e negativa com Archaea. 

A dieta contendo APA sem caroço apresentou melhores resultados sobre os 

metabólitos sanguíneos e parâmetros ruminais em vacas lactantes. 

APA e MON, associados ou não ao CA, apresentam efeitos semelhantes sobre os 

metabólitos sanguíneos, parâmetros ruminais e composição microbiana do rúmen, sendo 

APA um produto natural seguro apresentando alternativa aos antibióticos e promotores 

de crescimento. 
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IV – CAPÍTULO 2 

 

 

 

 

EFEITO DO EXTRATO ALCALOÍDICO DE ALGAROBA OU MONENSINA, 

EM DIETAS CONTENDO OU NÃO CAROÇO DE ALGODÃO SOBRE A 

POPULAÇÃO BACTERIANA DO RÚMEN E PERFIL DE ÁCIDOS GRAXOS 

DO LEITE DE VACAS 

 

RESUMO 
 

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do extrato enriquecido com alcalóides 

piperidínicos de algaroba (APA) e da monensina (MON) em dietas contendo ou não 

caroço de algodão (CA), sobre a população bacteriana do rúmen, consumo e 

digestibilidade de ácidos graxos e perfil de ácidos graxos do leite de vacas. As dietas 

experimentais consistiram em: dieta controle sem aditivo; duas dietas sem CA, 

contendo APA (8 mg/kg MS) ou MON (15 mg/kg MS); e duas dietas com CA contendo 

APA (8 mg/kg MS) ou MON (15 mg/kg MS). Foram utilizadas 5 vacas mestiças 

Holandês x Gir (grau de sangue variando de ½ a ¾ de sangue H x Gir), pluríparas, com 

produção média diária de 29,5 ± 7,15 kg/leite, com peso corporal médio de 487 ± 7,25 

kg e média de 100 ± 20 dias de lactação. Foram distribuídas em delineamento quadrado 

latino 5 x 5, em um período experimental de 130 dias, divididos em 5 períodos de 26 

dias, com 21 dias de adaptação e 5 para coleta de amostras. Foi observado aumento da 

abundância relativa (AbR) no filo Firmicutes Gram-negativos (P<0,0001) nos 

tratamentos APA e MON. APA aumentou ainda a AbR dos filos Proteobacteria 

(P=0,0001) e Bacteroidetes (P<0,0001). As dietas contendo CA aumentaram a AbR de 

Firmicutes Gram-positivas (P<0,0001). Sobre o perfil de ácidos graxos do leite, APA 

influenciou apenas as concentrações de C6:0 (P=0,0029) e C8:0 (P=0,0007). Em 

contrapartida, CA aumentou as concentrações de AGCL (P<0,0001), AGI (P<0,0001), 

AGMI (P<0,0001), trans total (P=0,0162) e reduziu a atividade da enzima ∆9-

dessaturase em ácidos graxos com 18 carbonos (P<0,0001). APA altera a população 

bacteriana no rúmen e o CA altera o perfil de ácidos graxos do leite, sem influência dos 

aditivos. 

 

Palavras-chave: Aditivos alimentares, AGCC, bactérias, Prosopis juliflora 
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EFFECT OF MESQUITE ALKALOID EXTRACT OR MONENSIN, IN DIETS 

CONTAINING OR NOT COTTONSEED ON THE RUMEN BACTERIAL 

POPULATION AND FATTY ACID PROFILE OF COW’S MILK 

 

ABSTRACT 

 

This study aimed to evaluate the effect of mesquite piperidine alkaloid (MPA)-enriched 

extract and monensin (MON) in diets containing or not cottonseed (CS) on the rumen 

bacterial population, fatty acid intake and digestibility, and fatty acid profile of cows' 

milk. The experimental diets consisted of: control diet without additive; two diets 

without CS, containing MPA (8 mg/kg DM) or MON (15 mg/kg DM); and two diets 

with CS containing MPA (8 mg/kg DM) or MON (15 mg/kg DM). Five crossbred 

Holstein x Gir cows (blood grade ranging from ½ to ¾ of H x Gir blood), multiparous, 

with an average daily production of 29.5 ± 7.15 kg/milk, an average body weight of 487 

± 7.25 kg, and an average of 100 ± 20 days of lactation were used. They were 

distributed in a 5 x 5 Latin square design, in an experimental period of 130 days, 

divided into 5 periods of 26 days, with 21 days of adaptation and 5 for sample 

collection. An increase in the relative abundance (RAb) of the Gram-negative 

Firmicutes phylum (P<0.0001) was observed in the MPA and MON treatments. MPA 

also increased the AbR of the Proteobacteria (P=0.0001) and Bacteroidetes (P<0.0001) 

phyla. Diets containing CS increased the RAb of Gram-positive Firmicutes (P<0.0001). 

Regarding the milk fatty acid profile, MPA influenced only the concentrations of C6:0 

(P=0.0029) and C8:0 (P=0.0007). In contrast, CS increased the concentrations of LCFA 

(P<0.0001), UFA (P<0.0001), MUFA (P<0.0001), total trans (P=0.0162) and reduced 

the activity of the enzyme ∆9-desaturase in fatty acids with 18 carbons (P<0.0001). 

MPA alters the bacterial population in the rumen and CS alters the fatty acid profile of 

milk, without influence of additives. 

 

Keywords: bacteria, food additives, Prosopis juliflora, SCFA 
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1 – INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

O leite bovino é caracterizado por ser um alimento rico em proteínas, minerais, 

vitaminas, açúcares e lipídios (gordura). Dentre os principais componentes do leite, a 

gordura tem sido bastante investigada por pesquisadores por conta de sua composição 

ser constituída prioritariamente de ácidos graxos (AG) saturados, com cadeias de 4 a 16 

carbonos, resultantes da síntese de novo (Eifert et al., 2006). Apesar de haver 

controvérsias, alguns destes AG são suspeitos de contribuírem com a incidência de 

doenças cardiovasculares, por conta do aumento da lipoproteína de baixa densidade 

(LHL) (Maki et al., 2021). Em contrapartida, é de interesse que as concentrações de 

ácidos graxos de cadeia longa, mono e poliinsaturados no leite aumentem, o que resulta 

em aumento da lipoproteína de alta densidade (HDL), redutor da incidência de doenças 

coronarianas (Sluijs et al., 2012; Sendra, 2020). 

Desta forma, algumas fontes lipídicas, associadas ou não à aditivos alimentares, 

são utilizados na alimentação de ruminantes leiteiros com o objetivo de alterar o perfil 

de AG do leite, com redução de AG saturados e aumento da concentração de AG 

insaturados. Dentre eles, o caroço de algodão (CA) como fonte lipídica e a monensina 

como aditivo alimentar, têm sido utilizados na alimentação de vacas lactantes. 

Na bovinocultura leiteira o CA tem sido bastante utilizado por aumentar a 

produção e alterar a composição do leite, com aumento de rendimento de AG, com 

destaque para os oriundos da biohidrogenação ruminal, além de aumentar a 

digestibilidade de AG com 16 carbonos (Rico et al., 2017), além de inibir alguns 

microrganismos ruminais, como bactérias produtoras de H2 e protozoários, o que reduz 

a produção de metano (CH4) (Martin et al., 2010). 

Já a monensina sódica, ionóforo utilizado na alimentação de ruminantes como 

promotor de crescimento, tem proporcionado aumento na concentração de isômeros 

C18:1 trans e redução nas taxas de hidrólise dos ácidos graxos, assim como na 

velocidade e extensão da biohidrogenação (Fellner et al., 1997). Quando associada a 

uma fonte lipídica, a monensina aumenta ainda a concentração do isômero C18:1 trans-

10 no leite (Jenkins et al., 2003). 
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No entanto, apesar de sua eficiência como aditivo alimentar para ruminantes, a 

monensina teve seu uso banido pela União Europeia, em conformidade com o 

Regulamento (CE) N° 1831/2002 e com o princípio da precaução, devido à 

possibilidade de resistência aos antibióticos em seres humanos, e na ocorrência de 

resíduos em alimentos de origem animal. 

Desta forma, pesquisas têm sido desenvolvidas com o objetivo de avaliar o 

efeito de extratos vegetais como alternativa ao uso de ionóforos, sobre a resposta 

produtiva do animal e sobre a população de microrganismos ruminais. Dentre eles, o 

extrato enriquecido com alcalóides piperidínicos de algaroba (APA) tem se mostrado 

promissor em ovinos (Brito et al., 2020; Sousa et al., 2022), com aumento no ganho de 

peso, rendimento de carcaça e redução na produção de gases de efeito estuda, como CO2 

e CH4. 

Assim, o objetivo do presente estudo foi comparar os efeitos das suplementações 

com extrato enriquecido de alcaloides piperidínicos de algaroba (APA) e com 

monensina (MON) em dietas com e sem caroço de algodão para vacas lactantes sobre o 

consumo e digestibilidade de AG dietéticos, população bacteriana no rúmen e perfil de 

ácidos graxos no leite de vacas.  
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2 – MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

 

2.1. Protocolo experimental 

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram conduzidos 

de acordo com os padrões éticos de pesquisa e aprovados pelo Comitê de Ética no Uso 

de Animais (CEUA), conforme o protocolo original da EMBRAPA N° 133/2016 na 

data de 12 de maio de 2016 e posteriormente pela Universidade Estadual do Sudoeste 

da Bahia (UESB), campus Juvino Oliveira, localizada em Itapetinga-BA, sob o N° 

223/2023. 

 

2.2. Obtenção da matéria-prima vegetal 

As vagens maduras de Prosopis juliflora (Sw.) D.C. foram obtidas no município 

de Manoel Vitorino, no estado da Bahia. Entre os meses de janeiro e março de 2018. 

Estas foram colhidas manualmente após caírem no chão, selecionadas apenas as que não 

apresentavam alterações visíveis no pericarpo e armazenadas. 

Em uma lona plástica as vagens foram espalhadas em estufa de vegetação e 

revolvidas diversas vezes, durante 5 dias para perda da umidade antes do início do 

processamento. As vagens foram trituradas em triturador estacionário, no laboratório de 

Forragicultura da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia – UESB, onde 

posteriormente foram processadas em moinho tipo Wiley com utilização de peneira de 2 

mm (Nogueira DPM 2), obtendo-se a farinha integral, que foi embalada em sacos de 

polietileno e acondicionada em freezer a -20°C para conservação. 

 

2.3. Obtenção do extrato enriquecido de alcaloides piperidínicos de algaroba 

No Laboratório de Fisiologia Animal da UESB, a farinha integral de algaroba, 

foi macerada com etanol 99%, durante 72h, posteriormente essa solução foi percolada e 

armazenada em recipientes fechados. Após a percolação, em evaporador rotatório a 

solução extraída foi concentrada a vácuo (-600 mmHg), em temperatura controlada de 

40°C, obtendo-se assim o extrato etanólico bruto (EEB). 
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No processamento do EEB, utilizaram-se soluções ácido-básicas e solventes 

orgânicos para obtenção dos extratos enriquecidos com alcaloides, seguindo a 

metodologia de Ott-Longoni et al. (1980) e para isolar os alcaloides piperidínicos da 

farinha integral de algaroba de acordo com Santos et al. (2013) e INPI (2014). 

Solubilizou-se parte do EEB (100g) em solução aquosa de ácido acético 1,6 M 

(AcOH, 200 mL), a solução resultante foi filtrada obtendo-se a solução aquosa ácida I 

(SAA-I). A SSA-I foi fracionada com clorofórmio (CHCl3), em duas lavagens 

sucessivas de 150 mL, obtendo-se a solução aquosa ácida II (SAA-II). A SAA-II foi 

alcalinizada com hidróxido de sódio (NaOH) até atingir pH 9,0, passando a ser 

denominada de solução aquosa básica I (SAB-I). 

A SAB-I foi submetida a tripla lavagem com 100 mL de CHCl3, obtendo-se a 

solução aquosa básica II (SAB-II). Esta foi submetida à dupla lavagem com solução de 

cloreto de sódio 10% (NaCl), resultando na solução aquosa básica III (SAB-III) que 

posteriormente foi desidratada com 5 g de sulfato de sódio (Na2SO4), homogeneizada e 

deixada em repouso durante 2 horas. Após filtração, a solução foi transferida para um 

balão de fundo redondo e no evaporador rotativo a 57°C o clorofórmio foi evaporado, 

obtendo-se o extrato clorofórmico básico (ECB). 

Para a quantificação do rendimento de obtenção do ECB a partir do EEB, foi 

considerada a quantidade de 1150 g de EEB obtendo-se em torno de 17 g de ECB seco, 

cujo rendimento de extração foi equivalente a 1,5%. A identificação dos principais 

alcaloides (Tabela 1) foi realizada no Laboratório de Espectrometria de Massas do 

Instituto de Química da Universidade de São Paulo e utilizou-se cromatografia líquida 

de alta eficiência (Cromatógrafo Shimadzu) e espectrometria de massas (Espectrômetro 

Amazon Speed ETD – Bruker). 

 

Tabela 1. Alcalóides piperidínicos identificados a partir do ECB de vagens de Prosopis 

juliflora 

Composto Fórmula molecular Massa molecular Ocorrência relativa1 

Juliprosinina C40H74N3O2 626,49 +++ 

Juliprosopina C40H76N3O2 630,48 ++ 

Prosopina C18H38NO3 316,26 + 
1Área relativa do pico no cromatograma; ECB = extrato clorofórmico básico. 

 

Para preparo do extrato enriquecido de alcaloides piperidínicos de algaroba 

(APA), utilizou-se uma balança analítica e separadamente em Erlenmeyer o ECB foi 
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pesado e solubilizado com clorofórmio, transferido para funil de decantação para 

lavagem com HCl 10% e obtenção da subfração aquosa ácida (APA), que foi 

pulverizada na mistura mineral das dietas experimentais e armazenada para 

fornecimento aos animais. 

2.4. Local, animais e delineamento experimental 

A fase experimental de campo foi conduzida na Fazenda Valeu o Boi, localizada 

no município de Encruzilhada – BA. O clima da região, segundo a classificação de 

Köppen e Geiger, é do tipo “Aw”, tropical com estações bem definidas, sob as 

coordenadas: latitude 15° 31’ 49” Sul, longitude 40° 54’ 37” Oeste, estando a uma 

altitude de 915 metros. O período de verão é quente e chuvoso, compreendendo os 

meses de outubro a março e o período seco e frio, correspondente de abril a setembro. 

Foram utilizadas 5 vacas mestiças Holandês x Zebu (grau de sangue variando de 

½ a ¾ de sangue H x Z), pluríparas, com produção média diária de 29,5 ± 7,15 kg/leite, 

com peso corporal médio de 487 ± 7,25 kg e média de 100 ± 20 dias de lactação no 

início do período experimental. Os animais foram distribuídos em delineamento 

quadrado latino (DQL) 5 x 5. O experimento teve duração total de 130 dias, constituído 

de cinco períodos experimentais, com duração de 26 dias cada, sendo os primeiros 21 

dias considerados de adaptação as dietas e os cinco últimos para coleta de dados por 

período. Os animais foram alojados em baias individuais de 16 m2, cobertas e providas 

de cochos e bebedouros de polietileno com capacidade de 100 litros de água, comum a 

duas baias, abastecidos automaticamente. 

 

2.5. Composição das dietas experimentais e manejo alimentar 

Foram utilizadas cinco dietas experimentais, sendo quatro suplementadas com 

APA ou monensina sódica (MON), contendo ou não caroço de algodão (CA), e uma 

Controle (sem aditivos e sem CA). Todas as dietas continham silagem de capim-

elefante (Cenchrus purpureus) BRS capiaçu como volumoso e palma forrageira. Os 

tratamentos estão descritos abaixo: 

Controle = Silagem de capiaçu + palma forrageira + concentrado sem caroço de 

Algodão (CA) e sem aditivos; 

APA = Silagem de capiaçu + palma + concentrado sem CA, contendo 8 mg APA/kg de 

matéria seca (MS) da dieta; 

APA + CA = Silagem de capiaçu + palma forrageira + concentrado com CA, contendo 

8 mg APA/kg de matéria seca (MS) da dieta; 
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MON = Silagem de capiaçu + palma forrageira + concentrado sem CA, contendo 15 mg 

MON/kg de matéria seca (MS) da dieta; 

MON + CA = Silagem de capiaçu + palma forrageira + concentrado com CA, contendo 

15 mg MON/kg de matéria seca (MS) da dieta. 

As dietas experimentais foram formuladas com base nas recomendações do 

NRC (2001), para atender as exigências de mantença e produção média de 25 kg de 

leite por dia. As dietas foram compostas por volumoso e concentrado na proporção de 

40:60, sendo a proporção expressa com base na MS (Tabela 2). Os aditivos (APA ou 

MON) foram adicionados à mistura mineral e as doses utilizadas estavam de acordo 

com recomendações de Costa (2022) para APA e do fabricante para monensina. 

 

Tabela 2. Composição e perfil de ácidos graxos das dietas experimentais 

Ingrediente 
MS 

(g/kg MN) 

Dietas (g/kg MS) 

Controle APA APA+CA MON MON+CA 

Silagem de capiaçu 231,40 330,58 330,58 359,32 330,58 359,32 

Palma 50,00 457,28 457,28 446,03 457,28 446,03 

Milho moído 875,60 167,71 167,71 114,30 167,71 114,30 

Farelo de soja 875,20 37,90 37,90 23,32 37,90 23,32 

Caroço de algodão 907,00 - - 51,56 - 51,56 

Mistura minerala 928,20 4,08 4,08 3,98 4,08 3,98 

Ureia 968,90 2,14 2,14 1,50 2,14 1,50 

Fosfato Bicálcico 992,20 0,31 0,31 - 0,31 - 

Nutriente       

Matéria orgânica  897,49 897,49 897,22 897,49 897,22 

Proteína bruta  134,25 134,25 136,57 134,25 136,57 

Extrato etéreo  52,75 52,75 60,74 52,35 60,74 

Matéria mineral  100,17 100,17 101,40 100,17 101,40 

FDNcp  358,79 358,79 392,41 358,79 392,41 

FDA  259,60 259,60 288,64 259,60 288,64 

Celulose  228,73 228,73 254,16 228,73 254,16 

Hemicelulose  173,04 173,04 176,26 173,04 176,26 

Lignina  30,90 30,90 34,50 30,90 34,50 

Carboidratos não fibrosos 354,63 354,63 310,69 354,63 310,69 

Carboidratos totais  721,70 721,70 709,77 721,70 709,77 

Energia bruta (Mcal/kg) 3,90 3,90 4,08 3,90 4,08 

Ácidos graxos (g/kg MS)      

C14:0 (mirístico) 0,51 0,51 0,58 0,51 0,58 

C16:0 (palmítico) 5,73 5,73 7,26 5,73 7,26 

C18:0 (esteárico) 1,48 1,48 1,69 1,48 1,69 

C18:1 cis-9 (oleico) 5,82 5,82 6,64 5,82 6,64 

C18:2 cis-9, cis-12 (linoleico) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

C18:3 cis-9, cis-12, cis-15 (linolênico) 0,36 0,36 0,39 0,36 0,39 
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aMistura mineral para vacas leiteiras – Composição (mínimo): Ca: 160 g/kg; P: 85 g/kg; Na: 90 g/kg; Mg: 15 

g/kg; S: 16 g/kg; Co: 70 mg/kg; Cu: 1100 mg/kg; I: 75 mg/kg; Mn: 1400 mg/kg; Se: 18 mg/kg; Zn: 4300 mg/kg; 

Fe: 1100 mg/kg. 

 

2.6. Coleta de Dados e análises 

2.6.1. Amostras de conteúdo ruminal e processamento 

Foram coletadas no 26° dia de cada período experimental, amostras de conteúdo 

ruminal (sólido + líquido) de cada animal, via sonda esofágica, quatro horas após a 

alimentação da manhã, as quais foram imediatamente acondicionadas em gelo. 

Posteriormente, foi realizada a separação das fases sólida e líquida através da filtragem 

por quatro camadas de gaze.  

Após a filtração, foram preparadas subamostras para posterior análises da 

diversidade microbiana. 

 

2.6.1.1. Diversidade microbiana 

Para a determinação da população bacteriana, foi realizada a extração total de 

DNA de acordo com metodologia adaptada de Stevenson e Weimer (2007). As 

adaptações ocorreram no protocolo mecânico de extração, com a utilização de um 

moinho de bola (Marconi®, modelo MA350, São Paulo – Brasil; três vezes por 3 

minutos) e no protocolo térmico, utilizando o banho-maria (Quimis®, modelo Q215S, 

São Paulo – Brasil; 60°C por 10 minutos, duas vezes), com alternância entre os dois 

protocolos. Também foi utilizado o protocolo químico, com a combinação de 

fenol/clorofórmio para a extração do DNA total. Ao final do processo de extração, o 

DNA foi precipitado com acetato e isopropanol. 

Para verificar a concentração e pureza após a extração, o DNA total foi 

submetido a análise por espectrofotometria (NanoDrop™, modelo 2000, Thermo Fisher 

Scientific, Massachusetts – EUA) a partir das leituras de concentração (ng/μL) e das 

razões A260/A280 nm e A260/A230 nm para indicar possível contaminação do material 

genético com sais tampão, fenol, clorofórmio e compostos orgânicos (Tabela 3). 
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Tabela 3. Quantidade e qualidade do DNA extraído 

Tratamento Amostra Concentração (ng/μL) A260/280 nm A260/230 nm 

Controle 

1 87,4 1,85 1,91 

2 30,2 1,84 2,20 

3 23,8 1,85 2,19 

4 32,0 1,91 1,63 

5 20,0 1,82 1,83 

APA 

1 24,1 1,83 1,94 

2 111,7 1,89 2,18 

3 62,4 1,91 1,80 

4 95,5 1,88 2,19 

5 63,9 1,82 1,94 

APA+CA 

1 72,6 1,85 2,11 

2 25,2 1,89 1,96 

3 25,6 1,89 1,87 

4 79,2 1,89 1,96 

5 39,7 1,85 2,05 

MON 

1 29,4 1,85 2,15 

2 75,9 1,90 2,02 

3 36,7 1,89 1,84 

4 43,1 1,89 1,87 

5 39,1 1,77 1,78 

MON+CA 

1 29,7 1,84 1,82 

2 27,2 1,78 1,59 

3 28,2 1,87 1,82 

4 25,5 1,80 1,85 

5 35,9 1,83 1,94 

 

As amostras de DNA obtidas foram diluídas para se obter um volume final de 20 

ng/μL, a fim de se padronizar a concentração de DNA antes da utilização nos ensaios de 

qPCR. 
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Foram selecionados primers para bactérias totais e para as espécies 

Ruminococcus albus, Butyrivibrio fibrisolvens, Eubacterium ruminantium e 

Streptococcus bovis como espécies Gram-positivas, Fibrobacter succinogenes, 

Prevotella ruminicola, Ruminobacter amilophilus, Selenomonas ruminantium e 

Megasphaera elsdenii como espécies Gram-negativas e Archaeas totais como 

produtoras de metano (Tabela 4). 

A amplificação do DNA foi realizada no equipamento StepOnePlus™ Real-

Time PCR System (Applied Biosystems, EUA), em solução contendo 5 μL de GoTaq 

qPCR MasterMix (A6001 – Promega, Wisconsin, EUA), 0,5 μL de cada primer 

(forward e reverse (Tabela 4), 3 μL de água ultrapura (mili-Q) e 2 μL do DNA molde. 

As condições da termociclagem foram de 45 ciclos a 50°C por 30 segundos e a 72°C 

por 30 segundos. Foi utilizado um ciclo de 95°C por 10 minutos e a 95°C por 15 

segundos para a desnaturação inicial. A análise de dissociação dos produtos da qPCR 

foi realizada a 95°C por 15 segundos, seguida do resfriamento até 60°C por 1 minuto. 

Cada amostra, em duplicata, foi incluída em todas as placas além do controle 

negativo usando água ultrapura como molde. A detecção da fluorescência ocorre ao 

findarem as etapas de elongação do DNA. O número mínimo de ciclos que são 

necessários para que a fluorescência se torne detectável é chamado de Ct (Cycle 

threshold), os quais ocorrem durante a fase exponencial da reação do PCR e são 

utilizados nos estudos de quantificação microbiana do rúmen (Denman e McSweeney, 

2005). 

A abundância relativa (AbR) dos microrganismos foi calculada por meio da 

equação a seguir, usando-se como normalizador o gene 16S rRNA de bactérias totais 

(Denman e McSweeney, 2006): 

𝑨𝒃𝑹 = 𝟏𝟎𝟎 × 𝟐∆𝑪𝒕 

Onde: 

∆Ct = Ct (gene alvo) – Ct (normalizador). 
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Tabela 4. Sequências de primers utilizados no ensaio de qPCR 

Espécie Primer set Sequência (5’-3’) Referência 

Bactérias 

totais 

27f F: GAAGAGTTTGATCATGGCTCAG Khafipour et 

al., (2009) 342r R: CTGCTGCCTCCCGTAG 

Archaea total 
MB1174f F: GAGGAAGGAGTGGACGACGGTA Ohene-Adjei 

et al. (2008) Arch1406-1389r R: ACGGGCGGTGTGTGCAAG 

Fibrobacter 

succinogenes 

FibSuc3F F: GCGGGTAGCAAACAGGATTAGA 

Stevenson e 

Weimer 

(2009) 

FibSuc3R R: CCCCCGGACACCCAGTAT 

Ruminococcus 

albus 

RumAlb3F F: TGTTAACAGAGGGAAGCAAAGCA 

RumAlb3R R: TGCAGCCTACAATCCGAACTAA 

Butyrivibrio 

fibrisolvens 

ButFib2F F: ACCGCATAAGCGCACGGA 

ButFib2R R: CGGGTCCATCTTGTACCGATAAAT 

Eubacterium 

ruminantium 

EubRum2F F: CTCCCGAGACTGAGGAAGCTTG 

EubRum2R R: GTCCATCTCACACCACCGGA 

Prevotella 

ruminicola 

PreRum1F F: GAAAGTCGGATTAATGCTCTATGTTG 

PreRum1R R: CATCCTATAGCGGTAAACCTTTGG 

Ruminobacter 

amylophilus 

RumAmy2F F: CTGGGGAGCTGCCTGAATG 

RumAmy2R R: GCATCTGAATGCGACTGGTTG 

Streptococcus 

bovis 

StrBov2F F: TTCCTAGAGATAGGAAGTTTCTTCGG 

StrBov2R R: ATGATGGCAACTAACAATAGGGGT 

Selenomonas 

ruminantium 

SelRum2F F: CAATAAGCATTCCGCCTGGG 

SelRum2R R: TTCACTCAATGTCAAGCCCTGG 

Megasphaera 

elsdenii 

MegEls2F F: AGATGGGGACAACAGCTGGA 

MegEls2R R: CGAAAGCTCCGAAGAGCCT 

 

Para determinação dos filos, foram considerados as seguintes espécies: 

Firmicutes Gram-positivas: R. albus, B. fibrisolvens, E. ruminantium e S. bovis; 

Firmicutes Gram-negativas: S. ruminantium e M. elsdenii; 

Bacteroidetes: P. ruminicola; 

Fibrobacteres: F. succinogenes; 

Proteobacteria: R. amylophilus. 
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2.6.2. Consumo e digestibilidade dos ácidos graxos dietéticos e perfil de ácidos 

graxos do leite 

Para determinação do consumo, o alimento fornecido e as sobras de cada animal 

foram pesadas do 22° ao 26° dia de cada período experimental, amostradas e 

acondicionadas em sacos plásticos e, em seguida armazenadas em freezer a -20°C para 

análises. Para determinação do consumo, foi considerado o peso da alimentação 

fornecida, subtraindo o peso das sobras. Para determinação do perfil de ácidos graxos 

do leite, foram coletadas amostras de leite de cada animal, nas duas ordenhas diárias do 

22° ao 26° dia (amostra composta), e logo em seguida foram armazenadas em freezer a 

-20°C para análises. 

Foram coletadas aproximadamente 300 g de fezes diretamente da ampola retal, 

no 25° dia de cada período. As fezes foram acondicionadas em sacos plásticos e 

armazenadas a -20°C. Ao término dos períodos de coleta, as amostras de fezes foram 

descongeladas, pesadas, secas em estufa de ventilação forçada a 55°C, durante 72 a 96 

horas e, posteriormente, moídas em moinho do tipo Wiley com peneira dotada de crivos 

de 1 mm e armazenadas para posterior análises. 

Para determinar a digestibilidade dos nutrientes, foi utilizada a fibra em 

detergente neutro indigestível (FDNi) como indicador interno, obtida após a incubação 

ruminal de 0,5 g correspondente à cada amostra de alimentos, sobras e fezes, 

acondicionadas em sacos confeccionados com tecido-não-tecido (TNT) gramatura 100 

(100 g/m2), 5 x 5 cm por 288 horas. O resíduo foi considerado como indigestível 

(Detmann et al., 2012) e utilizado para estimativa de produção fecal. 

 

2.6.2.1. Extração dos lipídios totais 

2.6.2.1.1. Extração de lipídios totais dos alimentos fornecidos, sobras e fezes 

A extração da fração lipídica dos alimentos fornecidos, sobras e fezes foi 

realizada com uma mistura de clorofórmio, metanol e água, respectivamente (2:2:1,8/ 

v/v/v), segundo Bligh e Dyer (1949), no qual foram pesados cera de 15 g (±0,1 mg) de 

amostra em um béquer de 250 mL e adicionado 15 mL de clorofórmio e 30 mL de 

metanol. Após agitação por 15 minutos, foram adicionados mais 15 mL de clorofórmio, 

agitados por mais 2 minutos e acrescidos 15 mL de água destilada e agitado novamente 

por mais 5 minutos. Posteriormente, o homogeneizado foi filtrado por meio de papel 

filtro Whatman n° 1 acoplado em funil Buchner usando pressão a vácuo. 
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Após a filtragem foi adicionado ao resíduo mais 10 mL de clorofórmio, 

mantendo sob agitação por 5 minutos. Realizou-se uma nova filtragem, fazendo-se uso 

do mesmo papel filtro e o béquer lavado com 10 mL de clorofórmio. O filtrado obtido 

foi transferido para um funil de separação. Após a separação das fases, a inferior 

contendo o clorofórmio e a matéria graxa foi drenada para um balão previamente 

pesado vazio, e levado para o rota-vapor (banho-maria a 33-34°C). 

A matéria restante no balão foi pesada e o teor de lipídios foi determinado 

gravimetricamente. Após pesagem, foi adicionado 2 mL de N-heptano e o resíduo 

restante foi acondicionado em microtubos Eppendorf® e armazenado em freezer (2 a 

8°C) para posterior transesterificação. 

 

2.6.2.1.2. Extração dos lipídios totais do leite 

Para extração dos lipídios totais do leite in natura, 50 mL de cada amostra 

descongelada foram centrifugados a 12.000 rpm durante 30 minutos, a 4°C, em 

centrífuga de alta rotação (Himac, modelo CF-16RX II, Ibaraki, Japão). A camada 

sólida formada na parte superior foi coletada e armazenada em tubos Eppendorf® para 

posterior análise (Reveneau, 2008). A extração lipídica das amostras baseou-se no 

procedimento proposto por Bligh e Dyer (1959). 

 

2.6.2.2. Transesterificação dos triacilgliceróis 

O procedimento seguiu metodologia descrita por Bannon et al., (1982). Pesaram-

se aproximadamente 150 mg de lipídios extraídos de cada amostra (fornecido, sobra, 

fezes e leite), colocou-se em tubos com tampas rosqueáveis, adicionaram-se 5 mL de 

solução de metóxido de sódio 0,25mol/L em metanol-dietil éter (1:1) e agitou por 3 

minutos. A essa mistura, foram adicionados 2 mL de iso-octano e 10 mL de solução 

saturada de cloreto de sódio. O tubo foi agitado novamente e deixado em repouso para a 

separação das fases. A parte sobrenadante foi coletada e transferida para vial 

cromatográfico, devidamente identificado, para posterior análise cromatográfica. 

 

2.6.2.3. Análise cromatográfica dos ésteres de ácidos graxos 

Os ésteres de ácidos graxos foram analisados por cromatógrafo a gás (Shimadzu, 

modelo GC-2010 Plus), equipado com Detector de Ionização de Chama (DIC) e coluna 

capilar de sílica fundida (Rt-2560; 100 m, 0,25 mm d.i). As vazões dos gases (White 
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Martins) foram de 40 mL/min para o gás de arraste (H2); 30 mL/min para o gás auxiliar 

(N2) e 4.000 mL/min para o ar sintético da chama. 

A razão da divisão da amostra foi de 90:10. Os parâmetros de funcionamento 

foram estabelecidos após verificação da condição de melhor resolução. As temperaturas 

do injetor e detector foram 225°C e 260°C, respectivamente. A temperatura da coluna 

foi programada a 140°C por 5 minutos, seguido por uma rampa de 3°C por minuto até 

atingir 245°C por 20 minutos. O tempo total de análise foi de 60 minutos. As injeções 

foram realizadas com volume de 0,7 μL e as áreas dos picos dos ésteres metílicos de 

ácidos graxos foram determinadas através do software LCSolution®. 

 

2.6.2.4. Identificação dos ésteres metílicos 

A identificação dos ésteres metílicos de ácidos graxos foi realizada por 

comparação de tempo de retenção dos constituintes da amostra com uma mistura de 

padrões de ésteres metílicos de ácidos graxos (Mix C4-C24-18919-1 AMP, Supelco) e 

por comparação com os tempos de retenção com os ésteres metílicos de padrões 

contendo os isômeros geométricos cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 do ácido linoleico 

(O-5632 Sigma, EUA). Para a avaliação da resposta do detector de ionização de chama 

foi utilizada uma solução de mistura constituída de padrões (Sigma) de ésteres metílicos 

de ácidos graxos em concentração conhecida, sendo calculado através da equação 

proposta por Ackman (1972). Estes fatores foram obtidos a partir da média de sete 

repetições: 

 

FR =  
A23: 0 × Cx

Ax × C23: 0
 

 

Em que: FR= Fator de resposta em relação ao tricosanoato de metila; A23:0 = 

Área do tricosanoato de metila; CX = Concentração de ésteres metílicos de ácidos 

graxos; Ax = Área do éster metílico de ácido graxos e C23:0= Concentração 

tricosanoato de metila. 

A quantificação de ácidos graxos das amostras de alimentos fornecidos, sobras, 

fezes e leite in natura em mg/g de lipídeos totais foi realizada utilizando o padrão 

interno tricosanoato de metila (23:0) (Sigma, EUA). Após a pesagem dos lipídeos (~150 

mg) para transesterificação foram adicionados a todas as amostras com auxílio de uma 

micropipeta, 1000 μL da solução de padrão interno com concentração conhecida (1,00 
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g/mL). Os cálculos da concentração dos ácidos graxos contidos nas amostras foram 

realizados conforme (Visentainer e Franco, 2006). 

 

C(mg/g) =  
Ax × M23: 0 × FRT

A23: 0 × MA × FCT
 

 

Em que: AX = Área dos ésteres metílicos dos ácidos graxos; M23:0 = Massa do 

padrão interno adicionado a amostra (em miligramas); FRT = Fator de resposta teórico 

dos ésteres metílicos de ácidos graxos; A23:0 = Área do padrão interno; MA = Massa 

da amostra (em gramas) e FCT = Fator de conversão para expressar os resultados em 

mg de ácidos graxos/g de lipídios totais (LT). 

 

2.6.2.5. Avaliação da qualidade nutricional dos lipídios do leite in natura 

Os ácidos graxos desejáveis foram calculados por meio do somatório dos ácidos: 

(C18:0+AGMI+AGPI). A qualidade nutricional da fração lipídica do leite in natura foi 

avaliada por meio do índice de aterogenicidade (IA) e índice de trombogenicidade (IT), 

a partir dos resultados obtidos para os ácidos graxos encontrados nas amostras. Os 

cálculos foram realizados segundo Ulbricht e Southgate (1991): 

 

IA =  
(C12: 0 + (4 × C14: 0) + C16: 0))

(∑AGMI +  ∑n6 −  ∑n3)
 

 

IT =  
(C14: 0 + C16: 0 + C18: 0)

((0,5 × ∑AGMI) + (0,5 ×  ∑n6) + (3 × ∑n3) + (
∑n3
∑n6

))
 

 

Em que: ΣAGMI = Somatório de ácidos graxos monoinsaturados; Σn-6 = 

somatório dos ácidos graxos da família ômega-6; Σn-3 = somatório dos ácidos graxos 

da família ômega-3; e Σn-3/Σn-6 = relação dos ácidos graxos da família ômega 6 e 3. 

A relação entre ácidos graxos hipocolesterolêmicos e hipercolesterolêmicos 

(HH) foi calculada segundo Santos-Silva et al. (2002): 

 

HH =
(C18: 1n9c + C18: 2n6 + C20: 4n6 + C18: 3n3 + C20: 5n6 + C22: 6n3)

(C14: 0 + C16: 0)
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Após a identificação dos ácidos graxos, procedeu a determinação dos índices de 

Δ9 dessaturase, conforme as equações propostas por Bichi et al. (2012) e Malau-Aduli 

et al. (1997):  

Δ9 dessaturase 14 =  
C14: 1

(C14: 1 + C14: 0)
 

 

Δ9 dessaturase 16 =  
C16: 1

(C16: 1 + C16: 0)
 

 

Δ9 dessaturase 18 =  
C18: 1

(C18: 1 + C18: 0)
 

 

2.7. Análise estatística 

Para os dados de abundância relativa das bactérias ruminais, realizou-se 

avaliação das pressuposições de distribuição normal, com o teste de normalidade de 

resíduo Shapiro-Wilk. Os dados de todas as variáveis analisadas foram submetidos a 

análise de variância (ANOVA). O modelo utilizado para análise dos dados, foi: 

Yijk = µ + Di + Cj + Pk + eijk  

Onde: 

Yijk = variável dependente; µ = média das observações; Di = efeito dos 

tratamentos experimentais; Cj = efeito da vaca; Pk = efeito de período; eijk = erro 

experimental associado a cada observação. 

Os dados foram analisados pelo procedimento GLM do programa Statistical 

Analysis System (SAS OnDemand for Academics. SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) 

e as médias das tabelas foram obtidas pelo comando LSMEANS e quando 

significativas, foram comparadas pelo teste de Tukey. As diferenças entre os 

tratamentos foram consideradas significativas quando P<0,05. 
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3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

 

Os consumos de MS e FDNcp não foram influenciados (P>0,05) pelas dietas, 

exceto para FDNcp que foi menor na dieta MON sem CA (Tabela 5). No entanto, os 

consumos de EE (P=0,0045) e ácidos graxos totais (P=0,0008), AG com C16 

(P=0,0006) e AG com C18 (P=0,0031) foram influenciados, em que as dietas contendo 

CA apresentaram as maiores médias. 

A dieta MON apresentou as maiores médias para digestibilidade de MS 

(P=0,0224) e de FDNcp (P=0,0045). Entretanto, MON+CA apresentou as menores 

médias para as mesmas variáveis, juntamente com a dieta APA para DFDNcp (Tabela 

5). As digestibilidades de EE, AG totais e AG com C18 não foram influenciadas 

(P>0,05), mas foi observado aumento na digestibilidade de AG com C16 (P=0,0351) na 

dieta APA+CA e redução na dieta MON. 

 

Tabela 5. Consumo de nutrientes e digestibilidade aparente de ácidos graxos (AG) em 

vacas em lactação alimentadas com dietas contendo ou não caroço de algodão (CA), 

suplementadas com APA ou MON 

Variável 
Dietas 

EPM1 P-value 
Controle APA APA+CA MON MON+CA 

Consumo 

MS (kg/dia) 20,70 21,08 19,41 19,70 19,08 0,6839 0,5214 

FDNcp (g/kg PC) 12,13ª 12,21ª 12,32ª 10,01b 12,34ª 0,5023 0,0312 

EE (kg/dia) 1,19bc 1,39ab 1,55a 1,11c 1,44a 0,0518 0,0005 

AG total (kg/dia) 0,27b 0,27b 0,34a 0,25b 0,34a 0,0123 0,0008 

AG 16 C (kg/dia) 0,05b 0,05b 0,07a 0,05b 0,07a 0,0025 0,0005 

AG 18 C (kg/dia) 0,11bc 0,11bc 0,14a 0,10c 0,13ab 0,0045 0,0031 

Digestibilidade aparente, % 

MS 66,29ab 61,15ab 62,86ab 66,45a 60,02b 1,2195 0,0224 

FDN 55,34ab 48,57c 55,16ab 57,29a 50,57bc 0,9053 0,0045 

EE 84,20 80,70 85,57 80,37 85,27 1,4320 0,1278 

AG Total 70,85 77,83 69,17 77,59 74,11 1,1627 0,0853 

AG C16 31,89ab 31,33ab 33,69a 31,20b 31,49ab 0,2862 0,0351 

AG C18 65,89 66,59 64,82 67,41 66,30 0,3488 0,3316 
Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05); 1Erro 

padrão da média. 
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Os aditivos alimentares APA e MON, assim como o CA, não limitaram o 

consumo de MS, no entanto, o consumo de FDNcp reduziu com MON na dieta sem CA. 

Relatos da literatura mostram redução significativa nos consumos de MS e FDN em 

vacas lactantes suplementadas com monensina (Ahvanooei et al., 2023), possivelmente, 

por reduzir a taxa de passagem (Schelling et al., 1984). 

O aumento no consumo de EE e, consequentemente, de ácidos graxos dietéticos 

nas dietas com CA se deu pela presença do caroço de algodão, por ser uma fonte 

lipídica rica em ácidos graxos de cadeia média e longa, principalmente com 16 e 18 

carbonos. Desta forma, como mostrado na Tabela 5, os aditivos alimentares não 

interferiram no consumo de AG, uma vez que este é influenciado pela fonte lipídica 

presente na dieta.  

As digestibilidades da MS e FDNcp foram maiores com MON, possivelmente, o 

fator que causou este efeito foi o aumento da extensão de digestão da fibra em dieta 

com MON sem CA, possivelmente por aumentar o tempo de permanência da fibra para 

digestão no rúmen (Osborne et al., 2004). No entanto, quando associado ao CA, as 

digestibilidades de MS e FDNcp diminuíram. A redução da digestibilidade da FDNcp 

também foi observada na dieta APA, que não alterou o consumo de FDN, indicando que 

afetou atividade fibrolítica no rúmen. Apesar de ter apresentado a maior média para 

DMS e DFDNcp, a dieta MON não diferiu estatisticamente do controle, o que está de 

acordo com os resultados de Vendramini et al. (2016), que não observaram influência 

significativa na digestibilidade destas variáveis em vacas lactantes suplementadas com 

monensina. Os mesmos autores encontraram coeficiente de digestibilidade da MS em 

torno de 64%, em animais recebendo dieta mista com relação volumoso:concentrado de 

50:50, suplementada com monensina, próximo dos valores encontrados no presente 

trabalho, que utilizou relação V:C de 40:60. No entanto, a DFDNcp observada pelos 

mesmos autores (41%) foi menor do que a encontrada no presente estudo (57,29%). 

Apesar do aumento na ingestão de AG nas dietas contendo CA, a digestibilidade 

dos AG com C18 não foi influenciada pelas dietas, indicando que a quantidade de 

lipídeos na dieta não foi excessiva e a biohidrogenação ruminal não interferiu nos 

processos de digestão e absorção de AG no intestino, sendo mais afetados pelo tipo e 

quantidade de AG na dieta. A extensão de biohidrogenação no rúmen varia de acordo 

com o estabelecimento de microbiota para degradar vários tipos de carboidratos, que 

sejam predominantes em lipólise, produção de ácido vacênico (C18:1 trans-11) e 

redução deste a esteárico. (Karnati et al., 2009).  
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A abundância relativa (AbR) de Filos de bactérias ruminais (Tabela 6) foi 

influenciada pelas dietas experimentais (P<0,05), em que as dietas com aditivos 

reduziram a AbR de Firmicutes Gram-positivos, independente da presença de CA. Para 

o Filo Firmicutes representado por bactérias Gram-negativas, observou-se aumento 

(P<0,0001) com a suplementação de APA ou MON, sendo que MON associado ao CA 

mostrou menor abundância de espécies semelhante à dieta controle. APA e MON 

estimularam (P<0,0001) Bacteroidetes (P. ruminicola) e MON + CA reduziu 

(P<0,0001). Para o Filo Fibrobacteres (F. succinogenes) tanto APA quanto MON 

promoveram inibição (P<0,0001).  O Filo Proteobacteria (R. amylophilus) proliferou 

(P<0,0001) na presença de APA e foi afetada (P<0,0001) por MON e CA.  (P=0,0001) 

(Tabela 6). 

 

Tabela 6. Abundância Relativa (AbR) de genes de 16S rRNA de Filos de bactérias do rúmen de 

vacas em lactação alimentadas com dietas contendo ou não caroço de algodão (CA), suplementadas 

com APA ou MON 

Filo 
Dietas 

EPM1 P-value 
Controle APA APA+CA MON MON+CA 

Firmicutes Gram + 0,6922c 0,3856cd 1,8335a 0,2211d 1,2224b 0,1245 <0,0001 

Firmicutes Gram - 5,9509c 22,0117b 27,7111a 22,1112b 2,7434c 2,1332 <0,0001 

Bacteroidetes 0,0002c 0,0029b 0,0025b 0,0067a 0,0005c 0,0005 <0,0001 

Fibrobacteres 0,2352a 0,0259c 0,1348b 0,0615bc 0,0445bc 0,0179 <0,0001 

Proteobacteria 0,1442b 0,4884a 0,1369bc 0,0328cd 0,0034d 0,0365 0,0001 
Firmicutes Gram + = R. albus, B. fibrisolvens, E. ruminantium e S. bovis; Firmicutes Gram - = S. ruminantium e M. 

elsdenii; Bacteroidetes = P. ruminicola; Fibrobacteres = F. succinogenes; Proteobacteria = R. amylophilus. Médias 

seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05); 1Erro padrão da média. 

 

O perfil de ácidos graxos saturados (AGS) do leite foi afetado (P<0,05) pelas 

dietas experimentais (Tabela 7), em que, independentemente do aditivo, as dietas sem 

CA apresentaram as maiores médias para os ácidos capróico (C6:0; P=00,29), caprílico 

(C8:0; P=0,0007), cáprico (C10:0; P<0,0001), láurico (C12:0; P=0,0001) e mirístico 

(C14:0; P<0,0001). Entretanto, apresentaram as menores médias para o ácido esteárico 

(C18:0; P<0,0001). As dietas contendo CA apresentaram as maiores médias para C18:0. 

 

 

 

 

 



110 
 

 

Tabela 7. Composição dos ácidos graxos saturados (AGS) do leite de vacas em 

lactação alimentadas com dietas contendo ou não caroço de algodão (CA), 

suplementadas com APA ou MON 

Ácidos 

graxos1 

Dietas 
EPM2 P-value 

Controle APA APA+CA MON MON+CA 

C4:0 1,28 1,20 1,31 0,98 1,17 0,1592 0,1068 

C6:0 2,58ab 2,69a 2,47ab 2,59ab 2,29b 0,0665 0,0029 

C8:0 1,75ab 1,94a 1,53bc 1,78ab 1,46c 0,0558 0,0007 

C10:0 3,62a 4,10a 2,86b 3,79a 2,73b 0,1563 <0,0001 

C12:0 4,20a 4,83a 3,13b 4,48a 2,94b 0,1863 0,0001 

C14:0 13,02a 13,76a 11,07b 13,35a 10,32b 0,3443 <0,0001 

C16:0 35,27 34,67 32,08 35,36 33,51 0,6265 0,1296 

C18:0 9,52b 10,06b 14,15a 9,49b 14,95a 0,6413 <0,0001 

C20:0 1,94 1,56 1,58 1,60 1,47 0,0710 0,6423 

C22:0 0,11 0,09 0,09 0,11 0,11 0,0051 0,1431 
Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey 

(P<0,05); 1Nomeclatura usual expresso em g/100 g de gordura; 2Erro padrão da média; C4:0 = 

butírico; C6:0 = capróico; C8:0 = caprílico; C10:0 = cáprico; C12:0 = láurico; C14:0 = 

mirístico; C16:0 = palmítico; C18:0 = esteárico; C20:0 = araquídico; C22:0 = behênico. 

 

Foi observado que APA e MON reduziram e o CA aumentou a prevalência de 

Firmicutes Gram-positivas. Este filo aqui representado por R. albus, B. fibrisolvens, E. 

ruminantium e S. bovis. Weimer et al. (2008) registraram uma diminuição de B. 

fibrisolvens, mas não de E. ruminantium, associada com a alimentação de bovinos 

leiteiros com monensina. Estas duas espécies são predominantes na lipólise, na 

produção de ácido vacênico (AV; 18:1 trans-11) e redução do AV a ácido esteárico 

(C18:0). Consequentemente, isto pode explicar o aumento do ácido esteárico no leite de 

vacas alimentadas com CA, devido ao aumento de bactérias importantes na 

biohidrogenação.   

Os aditivos alimentares não influenciaram a maioria dos ácidos graxos saturados 

(AGS) do leite, com exceção dos ácidos caproico (C6:0) e caprílico (C8:0), em que a 

dieta APA apresentou as maiores médias. Os AG C6:0 e C8:0, juntamente com o ácido 

cáprico (C10:0) são típicos do leite de cabra, podendo chegar até 18% do total de AGs 

do leite, em comparação com o leite de vaca que pode chegar até 9% (Chilliard et al., 

2006). O aumento da concentração desses AGs de cadeia curta no leite de vaca está 

relacionado com a melhoria na digestibilidade do leite (Mollica et al., 2021), apesar de 

serem responsáveis por conferir sabor e odor ao leite, quando na forma livre (Busetti, 

2006). 
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Os ácidos graxos mono (AGMI) e poli-insaturados (AGPI) foram afetados pelas 

dietas experimentais (P<0,05), em que as dietas contendo CA (Tabela 8) apresentaram 

as menores médias para o ácido miristoleico (C14:1; P=0,0119). No entanto, 

apresentaram maiores médias para os ácidos elaídico (C18:1 trans-9; P=0,0068), oleico 

(C18:1 cis-9; P<0,0001) e γ-linoleico (C18:2n6; P<0.0001). Todas dietas experimentais 

suplementadas com aditivos (APA ou MON) apresentaram menores médias para o 

ácido α-linolênico (C18:3n3; P=0,0456). 

 

Tabela 8. Composição dos ácidos graxos mono (AGMI) e poli-insaturados (AGPI) do 

leite de vacas em lactação alimentadas com dietas contendo ou não caroço de algodão 

(CA), suplementadas com APA ou MON 

Ácidos 

graxos1 

Dietas 
EPM2 P-value 

Controle APA APA+CA MON MON+CA 

C14:1 1,34a 1,32a 1,00ab 1,30a 0,84b 0,0788 0,0119 

C16:1 1,57 1,43 1,29 1,61 1,17 0,0897 0,0774 

C18:1 trans-9 1,31ab 1,11b 1,46a 1,22ab 1,50a 0,0641 0,0068 

C18:1 cis-9 17,72b 16,70b 21,63a 17,50b 21,24a 0,6720 <0,0001 

C18:2n6 0,12b 0,12b 0,20a 0,13b 0,20a 0,0102 <0,0001 

C18:3n6 0,22 0,23 0,21 0,23 0,23 0,0062 0,4795 

C18:3n3 0,07a 0,06ab 0,06ab 0,06ab 0,05b 0,0030 0,0456 

C20:3n6 0,11 0,11 0,10 0,12 0,10 0,0043 0,2211 

C22:1n9 0,04 0,05 0,03 0,04 0,04 0,0036 0,3639 

C20:3n3 0,09 0,09 0,07 0,10 0,09 0,0052 0,0845 
Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05); 
1Nomeclatura usual expresso em g/100 g de gordura; 2Erro padrão da média; C14:1 = miristoleico; C16:1 

= palmitoleico; C18:1 trans-9 = elaídico; C18:1 cis-9 = oleico; C18:2n6 = γ linoleico; C18:3n6 = γ 

linolênico; C18:3n3 = α linolênico; C20:3n6 = di-homo α linolênico; C22:1n9 = erúcico; C20:3n3 – 

eicosatrienoico. 

 

Foi observada redução no perfil de AGS de cadeia curta e média (C4:0 a C16:0) 

e do ácido graxo monoinsaturados (AGMI) C14:1 nas dietas com CA, o que já era 

esperado, uma vez que o CA contém em média 72,9% de ácidos graxos insaturados 

(Gondim-Tomaz et al., 2016), que apresentam efeito inibitório direto na atividade da 

enzima acetil-CoA carboxilase na glândula mamária, o que reduz a porcentagem de 

AGS de cadeia curta, média e AGMI na gordura do leite (Barber et al., 1997; Fernandes 

et al., 2008). Os resultados para AGS e AGMI do presente estudo estão de acordo com 

Costa et al. (2018), que identificaram redução no perfil de AGS de cadeia curta e média 

e AGMI no leite de vacas mestiças alimentadas com dietas contendo CA. 

Em contrapartida, as dietas contendo CA promoveram maiores concentrações 

dos ácidos esteárico (C18:0), elaídico (C18:1 trans-9), oleico (C18:1 cis-9) e γ-linoleico 
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(C18:2n6), o que pode ser explicado pelo fato do CA ter como principal AG o linoleico 

(C18:2 cis-9, cis-12), que pode ser rapidamente convertido em C18:0 e C18:1 durante o 

processo de biohidrogenação, o que resulta em aumento do fluxo de C18:0, C18:1 e 

C18:2 para o intestino delgado e direcionamento para a glândula mamária pela corrente 

sanguínea (Jenkins et al., 2008; Bales et al., 2024). 

Vale ressaltar que o ácido elaídico está associado a efeitos negativos na saúde 

cardiovascular (Almeida et al., 2014; Vahmani et al., 2017), de forma que o aumento de 

sua concentração na gordura do leite não é desejável. No presente estudo, a dieta 

contendo APA sem CA reduziu a concentração do ácido elaídico. 

Foi observada redução discreta na concentração do ácido α-linolênico (C18:3n3) 

nas dietas suplementadas, especialmente com MON+CA. O mesmo efeito foi observado 

por Mutsvangwa et al. (2003), que relataram redução na concentração de C18:3n3 no 

leite de vacas lactantes suplementadas com monensina. No entanto, não se sabe ao certo 

como ocorre essa influência. Apesar de as dietas com APA terem apresentado redução 

na concentração de C18:3n3 no leite, não diferiram do controle, com diferença de 0,01 

g/100 g de AG entre essas dietas. 

As dietas experimentais influenciaram (P<0,05) o perfil de ácidos graxos de 

cadeia ímpar e ramificada (AGCIR; Tabela 9), em que as dietas contendo CA 

apresentaram as menores médias para os ácidos pentadecílico (C15:0; P=0,0071), iso-

pentadecílico (C15:0 iso; P<0,0001) e anteiso-pentadecílico (C15:0 anteiso; P=0,0002). 

As dietas APA e MON não diferiram da dieta controle para os mesmos ácidos. 
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Tabela 9. Composição dos ácidos graxos de cadeia ímpar e ramificada (AGCIR) do 

leite de vacas em lactação alimentadas com dietas contendo ou não caroço de algodão 

(CA), suplementadas com APA ou MON 

Ácidos 

graxos1 

Dietas 
EPM2 P-value 

Controle APA APA+CA MON MON+CA 

C11:0 0,51 0,57 0,39 0,55 0,36 0,0276 0,0680 

C13:0 0,26 0,28 0,18 0,28 0,17 0,0141 0,0960 

C15:0 1,00a 1,01a 0,82b 1,05a 0,80b 0,0245 0,0071 

C15:1 cis-9 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,0023 0,4641 

C15:0 iso 0,26a 0,26a 0,20b 0,27a 0,20b 0,0070 <0,0001 

C15:0 anteiso 0,47a 0,47a 0,38b 0,49a 0,37b 0,0122 0,0002 

C17:0 0,41 0,35 0,34 0,42 0,41 0,0211 0,0890 

C17:1 cis-9 0,18 0,14 0,16 0,16 0,14 0,0078 0,3400 

C17:0 iso 0,28 0,23 0,23 0,29 0,28 0,0149 0,2966 

C17:0 anteiso 0,37 0,31 0,30 0,38 0,37 0,0195 0,3830 

C21:0 0,03 0,02 0,03 0,02 0,02 0,0011 0,0964 
Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05); 
1Nomeclatura usual expresso em g/100 g de gordura; 2Erro padrão da média; C11:0 = hendecanóico; 

C13:0 = tridecanóico; C15:0 = pentadecílico; C15:1 cis-9 = pentadecenóico; C15:0 iso = iso 

pentadecílico; C15:0 anteiso = anteiso Pentadecílico; C17:0 = margárico; C17:1 cis-9 = 10-

heptadecenóico; C17:0 iso = iso margárico; C17:0 anteiso = anteiso margárico; C21:0 = heneicosanóico; 

C23:0 = tricosanóico. 

 

Os AGCIR do leite de vacas são derivados principalmente de bactérias ruminais, 

podendo também, em pequenas quantidades, serem oriundos do alongamento de 

propionato ou valerato da síntese de novo na glândula mamária (Keeney et al., 1962; 

Massart-Leën et al., 1983; Fievez et al., 2012). Dentre estes, a variação microbiana 

causada pela composição da dieta é considerada o principal fator que influencia o 

AGCIR do leite (French et al., 2012).  

No presente estudo, a presença de APA ou MON reduziu a abundância de R. 

albus (Firmicutes), S. bovis (Firmicutes) e F. succinogenes (Ficrobacteres), e de CA 

reduziu a população de P. ruminicola (Bacteroidetes), M. elsdenii (Firmicutes) e R. 

amylophilus (Proteobacteria), que são fundamentais na síntese de AGCIR (Fievez et 

al., 2012), além de reduzir a síntese de novo, o que resultou na redução de AG de cadeia 

curta, média e, consequentemente, de cadeia ímpar e ramificada abaixo de C16 (Pierce 

et al., 2024). Vale ressaltar que os AGCIR estão relacionados à promoção de saúde 

humana, como atividade antitumoral em células humanas de câncer de mama, efeitos 

antiinflamatórios em enterócitos intestinais humanos e menor risco de desenvolvimento 

de esclerose múltipla (Holman et al., 1989; Wongtangtintharn et al., 2004; Ran-Ressler 

et al., 2011; Yan et al., 2018). 
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De forma geral, bactérias celulolíticas apresentam altas quantidades de ácidos 

graxos de cadeia ímpar e ramificada (AGCIR) em suas composições (Vlaeminck et al., 

2006). No presente estudo, as dietas suplementadas com APA ou MON, independente 

da presença do CA, reduziram a abundância relativa de R. albus. Esta espécie 

celulolítica, Gram-positiva, é caracterizada por conter altas concentrações de ácidos 

graxos pares iso (C14:0 e C16:0) em sua composição (Vlaeminck et al., 2006). Apesar 

do efeito inibitório evidente de MON e APA sobre R. albus, não foi verificada 

influência dos aditivos sobre as concentrações de C14:0 e C16:0 no leite (Tabela 7), o 

que pode ser devido esses ácidos graxos serem dependentes da síntese de novo na 

glândula mamária. 

Da mesma forma, B. fibrisolvens, espécie produtora de butirato, não foi 

influenciada pelos aditivos, com exceção da dieta APA+CA, que apresentou maior 

abundância relativa, possivelmente devido à presença do CA na dieta. Em contrapartida, 

a abundância relativa de E. ruminantium também não foi influenciada pelos aditivos 

alimentares, mas apresentou aumento quando associados com o CA. Esta espécie está 

relacionada diretamente com a presença do ácido tridecanóico (C13:0) no leite (Liu et 

al., 2019). No entanto, apesar do aumento da abundância relativa de E. ruminantium nas 

dietas com CA, não foi observada influência nas concentrações de C13:0 no leite 

(Tabela 9).  

B. fibrisolvens e E. ruminantium (Firmicutes) são membros predominantes em 

lipólise, produção de ácido vacênico (C18:1 trans-11) e redução deste a ácido esteárico 

(Karnati e al., 2009) e o aumento relativo desses membros indicam maior presença de 

C18:0 no leite, consistente com os resultados observados nas dietas com CA + APA e 

CA + MON. 

E. ruminantium foi favorecida na presença de CA, R. albus foi inibida pelos 

aditivos (APA e MON) e R. amylophilus foi abundante na presença de APA e são 

importantes espécies produtoras de acetato, que está diretamente relacionado com a 

presença de ácidos graxos de cadeia curta e média no leite (Loor et al., 2016; Liu et al., 

2019). Consistentemente, observou-se maior conteúdo desses ácidos graxos nas dietas 

sem CA com APA ou MON. 

S. bovis apresentou redução da abundância relativa nas dietas suplementadas 

com APA ou MON. Esta redução é desejável devido S. bovis ser uma espécie 

diretamente relacionada com o início de acidose ruminal ao produzir lactato como 

principal produto da fermentação sob condições de baixo pH, o que impacta 
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negativamente na produção de leite e qualidade da gordura do leite (Abdela, 2016; Kim 

et al., 2021). Entretanto, se M. elsdenii for estimulada, consistente com resultados 

obtidos no presente estudo em dietas suplementadas com APA ou MON, poderá 

contribuir com a recuperação do pH ruminal por metabolizar ácido láctico e alterar a 

composição de ácidos orgânicos para butirato e propionato (Chen et al., 2019). 

A indução de acidose subaguda resultou em abundância aumentada de 

Firmicutes (Plaizier et al., 2017) e decréscimo de abundância de Bacteroidetes e 

Proteobacteria (Mao et al., 2013). No entanto, Jami et al. (2014), comparando 

microbiota ruminal entre vacas recebendo a mesma dieta com 70% de concentrado, 

reportaram que a razão Firmicutes:Bacteroidetes é positivamente correlacionada com 

produtividade da gordura do leite. 

A abundância de uma determinada espécie e a baixa diversidade de espécies tem 

sido relatada em vacas com acidose ruminal subaguda e associada com menor 

adaptabilidade, funcionalidade e robustez da microbiota (Plaizier et al., 2017). Por outro 

lado, recentemente, muitos estudos relataram fortes correlações entre a eficiência 

alimentar e os perfis microbianos do rúmen. Por exemplo, alguns micróbios ruminais, 

seus genes e vias relacionadas estão intimamente ligados à eficiência alimentar em 

vacas leiteiras (Li, 2017; Paz et al., 2018).  

Um estudo mostrou que, sob certas condições, um menos sofisticado, mas 

microbioma ruminal mais especializado de vacas leiteiras foi capaz de atender as 

necessidades energéticas do hospedeiro (Shabat et al., 2016). Além disso, uma análise 

de genes e espécies do microbioma poderia prever com precisão o fenótipo de eficiência 

alimentar do hospedeiro (Shabat et al., 2016).  

Megasphaera elsdenii e os seus genes foram enriquecidos em certos 

microbiomas, resultando numa elevada disponibilidade de energia para o hospedeiro. 

Além disso, a via metabólica do acrilato também foi enriquecida em vacas de alta 

eficiência, mas as Archaea metanogênicas e a via da metanogênese eram menos 

prevalentes (Shabat et al., 2016). Os resultados do presente estudo mostraram que M. 

elsdenii foi o membro Firmicutes mais prevalente nas dietas com APA ou MON, sendo 

que o CA se associou com MON reduzindo a população desta espécie. 

Também foi verificada redução da abundância relativa de F. succinogenes 

(Fibrobacteres) nas dietas suplementadas com MON e APA. A presença de fontes ricas 

em ácidos graxos insaturados na dieta, como o CA, pode inibir o crescimento de 

bactérias celulolíticas e reduzir a metanogênese (Zhang et al., 2008), como observado 
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no presente estudo. Da mesma forma, a monensina também é capaz de inibir a 

população de F. succinogenes e metanogênicos, como mostrado no presente estudo e 

relatado por Witzig et al. (2018), assim como APA em menor intensidade. 

MON e APA aumentaram a abundância relativa de P. ruminicola 

(Bacteroidetes), que reduziu quando associados ao CA. Essa bactéria Gram-negativa 

influencia positivamente a produção de gordura do leite (Si et al., 2023) e 

consequentemente, o aumento na concentração de ácidos graxos do leite, devido à alta 

correlação com a produção de acetato, principal substrato para a síntese de gordura (Xue 

et al., 2020; Liu et al., 2022). Vale ressaltar que as dietas utilizadas possuíam palma, 

que apresenta alto teor de pectina, e assim, nestas condições, P. ruminicola é capaz de 

produzir mais acetato (Marounek e Duškova, 1999). 

 APA aumentou a abundância relativa da espécie amilolítica R. amylophilus, mas 

assim como as demais dietas suplementadas, aumentou a AbR de S. ruminantium. 

Ambas as espécies são influenciadas positivamente quando a dieta é composta em sua 

maioria por concentrado e são as principais produtoras de propionato a partir de 

succinato (Fernando et al., 2010), juntamente com M. elsdenii. No entanto, 

apresentaram respostas diferentes aos aditivos APA ou MON, quando associados ao 

CA. S. ruminantium é uma espécie importante que utiliza o lactato para a produção de 

propionato pela via do succinato (Wang et al., 2012). A redução da AbR desta espécie 

no rúmen é a principal causa de hipoglicemia e resulta no acúmulo de lactato livre, o 

que gera caso de cetose (Wang et al., 2012). 

As concentrações dos ácidos linoleicos conjugados (CLA) C18:2 cis-9, trans-11 

e C18:2 trans-10, cis-12 não foram afetadas (P>0,05) pelas dietas experimentais (Tabela 

10). 
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Tabela 10. Composição dos ácidos graxos linoleicos conjugados (CLA) do leite de vacas em 

lactação alimentadas com dietas contendo ou não caroço de algodão (CA), suplementadas 

com APA ou MON 

Ácidos graxos1 
Dietas 

EPM2 P-value 
Controle APA APA+CA MON MON+CA 

C18:2 cis 9, trans-11 0,45 0,37 0,47 0,41 0,43 0,0204 0,1603 

C18:2 trans-10, cis-12 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,0011 0,1572 

C18:2 trans-10, cis-

12/cis-9, trans-11 
0,05 0,05 0,05 0,06 0,05 0,0017 0,7953 

1Nomeclatura usual expresso em g/100 g de gordura; 2Erro padrão da média. 

 

Apesar da alta concentração de ácidos graxos C18 no CA, as concentrações de 

CLA no leite não foram influenciadas pelas dietas experimentais. Da mesma forma, 

Sullivan et al. (2004) e Sun et al. (2022) não identificaram diferença significativa nas 

concentrações de CLA do leite, entre a dieta contendo CA e a Controle (sem CA). 

Os CLA são os primeiros intermediários de uma série de reações que afetam o 

ácido linoleico, tendo como produto final o ácido esteárico. A primeira reação é uma 

isomerização do ácido linoleico, em que uma das ligações duplas é deslocada e a sua 

configuração geométrica é alterada de cis para trans. Normalmente, esta isomerização 

afeta a dupla ligação Δ12, dando origem ao CLA cis-9, trans-11. A B. fibrisolvens é uma 

das bactérias biohidrogenadoras do rúmen mais conhecidas. Isomerizam o ácido 

linoleico para obter principalmente CLA cis-9, trans-11 e reduzem-no a C18:1 trans-11.  

Bactérias de biohidrogenação isomerizam via trans-11 ou trans-10, que significa 

que a alteração trans-10 está relacionada a mudanças de abundâncias ou atividades 

destas bactérias (Enjalbert et al., 2023) e a depressão da gordura do leite é uma mudança 

da biohidrogenação do ácido linoleico C18:2 cis-9, cis-12 para uma via trans-10, com 

um intermediário chave C18:2 trans-10, cis-12. Este isômero é forte inibidor da 

lipogênese na glândula mamária. A mudança de biohidrogenação trans-10 é ligada a 

uma dieta rica em amido e AG insaturados e está associada com mudança na 

comunidade microbiana. Entretanto, alto amido e alta gordura pode induzir alteração da 

microbiota sem alteração trans-10, que torna difícil explicar que mudanças são 

específicas às alterações trans-10 na depressão de gordura do leite.  

No entanto, Jami et al. (2014), comparando microbiota ruminal entre vacas 

recebendo a mesma dieta com 70% de concentrado, reportaram que a razão 

Firmicutes:Bacteroidetes é positivamente correlacionada com produtividade da gordura 

do leite.  No presente estudo, foi verificado que tanto CA quanto APA ou MON ao 
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provocarem alterações na população Firmicutes do rúmen não refletiu em mudança do 

conteúdo de C18:2 trans-10, cis-12 do leite. 

Em condições de depressão da gordura do leite associadas ao deslocamento da 

biohidrogenação para trans-10, a isomerização afeta principalmente a ligação dupla Δ9, 

conduzindo a CLA trans-10, cis-12, mas os microrganismos envolvidos são ainda 

controversos (Enjalbert et al., 2023). 

As espécies de bactérias ruminais analisadas neste estudo, apresentaram 

correlações com AG presentes do leite. As correlações existentes, positivas ou 

negativas, estão expressas na Tabela 11. A espécie S. bovis apresentou correlação 

positiva de intensidade média com a presença de ácidos graxos de cadeia curta e de 

cadeia ímpar, como o C4:0 (40,69%) e o C15:1 (46,46%), respectivamente, além dos 

ácidos graxos insaturados C18:3n6 (44,54%), C22:1n9 (45,08%), C20:3n3 (51,85%) e 

C22:2 (42,69%), e de cadeia longa, como o C24:0 (43,69%). S bovis apresentou 

correlação negativa de intensidade média com a presença de C20:0 (-41,38%) e de 

C21:0 (-49,69%). 

A espécie R. amylophilus apresentou correlação positiva de intensidade média 

com a presença de C15:1 (54,54%), C18:3n6 (48,38%), C22:1n9 (48,61%), C22:2 

(39,85%) e C24:0 (60,15%). Em contrapartida, apresentou correlação negativa de 

intensidade média com C18:2 cis-9, trans-11 (-40,92%), C18:2 trans-10, cis-12 (-

36,08%) e C21:0 (63,08%). R. albus também apresentou correlação positiva de 

intensidade média com C15:1 (54,46%), C22:1n9 (44,38%) e C24:0 (44%), e correlação 

negativa de intensidade média com C20:0 (-49,69%) e C21:0 (-60,77%). 

Das espécies estudadas, apenas a B. fibrisolvens apresentou correlação positiva 

de intensidade média (Tabela 11) com a presença de C16:0 (56,23%) e correlação 

negativa de intensidade média com C18:0 (-40,23%). S. ruminantium apresentou 

correlação positiva de intensidade média com C4:0 (47,92%) e de outros ácidos graxos 

não relatados neste estudo (41,54%). Em contrapartida, M. elsdenii apresentou 

correlação negativa de intensidade média para os mesmos AG (-51,69 e -44,08%, 

respectivamente). 
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Tabela 11. Coeficientes de correlação de Spearman entre as espécies de bactérias ruminais e ácidos graxos do 

leite de vacas em lactação alimentadas com dietas contendo ou não caroço de algodão (CA), suplementadas 

com APA ou MON 

Variável 
M. 

Elsdenii 

S. 

ruminantium 

S. 

Bovis 

R. 

amylophilus 

R. 

Albus 

B. 

fibrisolvens 

C4:0 -0,5169** 0,4792*** 0,4069***    

C15:1   0,4646*** 0,5454** 0,5446**  

C16:0      0,5623** 

C18:0      -0,4023*** 

C20:0   -0,4138***  -0,4969***  

C18:3n6   0,4454*** 0,4838***   

C18:2 cis-9, trans-11   -0,4104***   

C18:2 trans-10, cis-12                                     -0,3608***   

C21:0   -0,4969*** -0,6308* -0,6077**  

C22:1n9   0,4508*** 0,4861*** 0,4438***  

C20:3n3   0,5185**    

C22:2   0,4269*** 0,3985***   

C24:0   0,4369*** 0,6015** 0,4400***  

Outros -0,4408**** 0,4154****     
Significativo * (P<0,0001); ** (P<0,001); *** (P<0,01); **** (P<0,05). 
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Dentre as espécies bacterianas estudadas neste trabalho, a S. bovis apresentou 

mais correlações com os ácidos graxos do leite, seguido da R. amylophilus. Ambas as 

espécies, amilolíticas, apresentaram correlação positiva de intensidade média com o 

ácido graxo de cadeia ímpar C15:1 e os ácidos graxos de cadeia longa C18:3n6, 

C22:1n9, C22:2 e C24:0, o que reforça a relação destas espécies bacterianas com o 

perfil de ácidos graxos insaturados no leite. S. bovis apresentou ainda correlação 

positiva de intensidade média com C4:0, oriundo da síntese de novo e C20:3n3. Destas 

correlações, apenas o C15:1 é de origem microbiana, os demais são de origem dietética. 

De acordo com Fievez et al. (2012), esse resultado é devido às bactérias amilolíticas 

serem ricas em ácidos graxos lineares de cadeia ímpar e/ou de cadeia ramificada. 

Por outro lado, S. bovis apresentou correlação negativa de intensidade média 

com C20:0 e C21:0, assim como R. amylophilus apresentou correlação negativa de 

intensidade média também com C21:0 e com os CLAs. C20:0 e C21:0 são ácidos 

graxos saturados e suas presenças no leite são dependentes da biohidrogenação 

microbiana ruminal dos ácidos graxos da forragem (Xu et al., 2015), de forma a explicar 

a correlação negativa com bactérias amilolíticas. Já os CLAs são intermediários da 

biohidrogenação ruminal, assim, com o aumento da população de R. amylophilus e 

consequentemente, aumento da biohidrogenação, resultam em menos isômeros 

intermediários. 

Assim como S. bovis e R. amylophilus, R. albus apresentou correlação positiva 

de intensidade média com C15:1, C22:1n9 e C24:0, e correlação negativa de 

intensidade média com os ácidos graxos saturados C20:0 e C21:0. No entanto, diferente 

das citadas, R. albus é uma espécie fibrolítica. De acordo com Xu et al. (2015) e Xin et 

al. (2021), a espécie R. albus apresenta grande quantidade de ácidos graxos de cadeia 

ímpar (de 11C a 15C) e influencia diretamente o teor de ácidos graxos de cadeia longa 

no leite, que são dependentes da ação de bactérias fibrolíticas no rúmen. Entretanto, a 

correlação negativa com C20:0 e C21:0 se deu pelas diferenças entre as composições 

das dietas. 

B. fibrisolvens apresentou correlação positiva de intensidade média com o ácido 

palmítico (C16:0) e negativa de intensidade média com o esteárico (C18:0). A presença 

de C16:0 no leite é mais evidente em animais alimentados com maior teor de forragem 

em comparação ao concentrado (Zhang et al., 2016), o que pode explicar a correlação 

positiva com B. fibrisolvens, espécie fibrolítica. A correlação negativa com C18:0 

provavelmente é devido a B. fibrisolvens ser uma espécie importante na formação de 
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intermediários da biohidrogenação ruminal, como C18:1 trans-11 e CLAs (Amin e 

Mao, 2021), o que reduz a formação de C18:0, produto final da biohidrogenação. 

A espécie M. elsdenii apresentou correlação negativa de intensidade média com 

C4:0 no leite. Tal correlação pode ser explicada pelo fato da M. elsdenii ser uma espécie 

amilolítica, fundamental na síntese de produtos intermediários da biohidrogenação, 

principalmente C18:2 trans-10 cis-12 CLA, e consequentemente, dependente da 

quantidade de concentrado na dieta (Kim et al., 2002). Já a presença de C4:0 no leite é 

dependente da síntese de novo, que está diretamente relacionada com o aumento da 

digestibilidade da fibra e da produção de acetato no rúmen (Liu et al., 2018). 

Dentre os Filos, para Firmicutes, a abundância relativa não foi significativa com 

os grupos para as três classes (baixa, média e alta) de razão trans-10/trans-11 (Enjalbert 

et al., 2023), consistente com a ausência de correlação entre as bactérias do Filo 

Firmicutes avaliadas no presente estudo. Porém, enquanto Enjalbert et al. (2023) 

reportaram aumento na abundância relativa de uma cepa de E. ruminantium no seu 

grupo de afiliação para alta razão trans-10/trans-11, observamos ausência de correlação 

desta espécie para CLA trans-10, cis-12 no presente estudo. Da mesma forma, Devillard 

et al. (2007) observaram que cepa de E. ruminantium metabolizou ácido linoleico, mas a 

produção de ácido graxo trans-10 não foi reportada, contrastando com a correlação 

positiva entre a abundância desta espécie com a razão trans-10/trans-11 por Enjalbert et 

al. (2023).  

Enjalbert et al. (2023) reportaram ainda que um grupo de Ruminococcus e 

membros da família Succinovibrionaceae, em que pertence a espécie R. amylophilus 

não tem sido ser positivamente ligada com a biohidrogenação via trans-10. Consistente 

com o resultado do presente estudo em que houve divergência entre R. amylophilus e 

CLA trans-10, cis-12 no leite. 

Dietas de alto grão/alto lipídeo para vacas aumentam a abundância de M. 

elsdenii (Pitta et al., 2020; Plaizier et al., 2017), mas não necessariamente causaram 

biohidrogenação para trans-10 (Enjalbert et al., 2023). Pitta et al. (2020) reportaram 

coeficiente de correlação de 0,70; 0,70; -0,70, respectivamente, entre Megasphaera, 

Selenomonas, Fibrobacter succinogenes e a porcentagem de C18:1 trans-10 no leite. Já 

Rico et al. (2015) encontraram coeficiente de correlação de 0,30; 0,50; -0,70; -0,30, 

respectivamente, entre Butyrivibrio, Prevotella, Selenomonas, Ruminococcus e a 

porcentagem de C18:1 trans-10 no leite. No presente estudo, CLA trans-10, cis-12 

apenas apresentou moderada correlação negativa com R. amylophilus.  
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Enjalbert et al. (2017) levantaram a hipótese que a mudança de biohidrogenação 

trans-10 poderia ser devida a uma menor capacidade das bactérias ruminais de 

isomerizar ácido linoleico quando são inibidas pela adição de amido, óleo ou aditivo. 

Isso é consistente com o presente estudo que mostrou uma correlação negativa entre R. 

amylophilus e C18:2 trans-10, cis-12. No entanto, outros mostraram uma ligação 

positiva entre as abundâncias de Firmicutes e os isômeros trans-10 (Enjalbert et al., 

2023). Esta falta de consistência pode refletir uma falta de relação entre a abundância e 

a atividade, especialmente para a biohidrogenação, que é um processo de desintoxicação 

e não um processo nutricional. A abundância de bactérias biohidrogenadoras está 

provavelmente mais fortemente ligada à sua capacidade de crescer num substrato de 

carboidratos do que à sua capacidade de hidrogenar AG insaturados (Enjalbert et al., 

2017). 

As dietas APA e MON apresentaram as maiores médias (P<0,05) para os 

somatórios de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC; P=0,0002) e de cadeia média 

(AGCM; P<0,0001) do leite (Tabela 12), assim como para o somatório de AGS 

(P<0,0001), índice de aterogenicidade (IA; P<0,0001) e índice de trombogenicidade 

(IT; P=0,0030). A dieta MON apresentou ainda, maiores médias para os somatórios de 

ácidos graxos com configuração iso (P=0,0415) e anteiso (P=0,0346), ímpares lineares 

(P=0,0084) e AGCIR (P=0,0123). 

As dietas contendo CA apresentaram maiores médias (P<0,05) para o somatório 

de ácidos graxos de cadeia longa (AGCL; P<0,0001), ácidos graxos insaturados (AGI; 

P<0,0001) e AGMI (P<0,0001), assim como para o total de AG com configuração trans 

(P=0,0162), somatório de AG cis-9 (P<0,0001), relação entre ômega 6 e ômega 3 

(P<0,0001), relação entre AGI e AGS (P<0,0001), e a relação entre AG 

hipocolesterolêmicos e hipercolesterolêmicos (P<0,0001) (Tabela 12). Entretanto, 

apresentaram menores média para os somatórios de ácidos graxos com configuração iso 

e anteiso, ímpares lineares e AGCIR. 

 

 

 

 



123 
 

 

Tabela 12. Valores médios relativos aos somatórios de ácidos graxos do leite de vacas em 

lactação alimentadas com dietas contendo ou não caroço de algodão (CA), suplementadas com 

APA ou MON 

Ácidos graxos1 
Dietas EPM2 P-value 

Controle APA APA+CA MON MON+CA   

Cadeia curta3 7,95ab 8,72a 6,86bc 8,15a 6,49c 0,2703 0,0002 

Cadeia média4 55,10a 55,90a 48,30b 55,85a 48,61b 0,9139 <0,0001 

Cadeia longa5 33,01b 31,68b 41,34a 32,27b 41,64a 1,0379 <0,0001 

Saturados 75,65a 77,28a 72,15b 76,02a 72,85b 0,7528 <0,0001 

Insaturados 24,35b 22,71b 27,85a 23,98b 27,15a 0,7528 <0,0001 

Monoinsaturados 22,23b 20,83b 25,65a 21,91b 25,01a 0,7028 <0,0001 

Poli-insaturados 2,12 1,88 2,20 2,06 2,14 0,0706 0,2433 

Trans total 1,85ab 1,56b 2,02a 1,72ab 2,02a 0,0748 0,0162 

∑ cis-96  21,47b 20,16b 24,84a 21,21b 24,11a 0,7343 <0,0001 

Ômega 6 0,45 0,46 0,51 0,48 0,53 0,0109 0,0502 

Ômega 3 0,16 0,15 0,13 0,17 0,14 0,0055 0,1073 

Ômega 6 / Ômega 37 2,90b 3,07b 3,78a 2,80b 3,65a 0,1002 <0,0001 

AGI / AGS8 0,32b 0,29b 0,39a 0,32b 0,37a 0,0135 <0,0001 

AGPI / AGS9 0,03 0,02 0,03 0,03 0,03 0,0012 0,0826 

∑ anteiso10 0,84ab 0,79ab 0,68b 0,88a 0,74ab 0,0240 0,0346 

∑ iso11 0,54ab 0,49ab 0,43b 0,56a 0,48ab 0,0171 0,0415 

∑ ímpares lineares12 2,51ab 2,54ab 2,04b 2,64a 2,05b 0,0684 0,0084 

∑ AGCIR13 3,89ab 3,82ab 3,16b 4,08a 3,28ab 0,0993 0,0123 

OUTROS 4,29 3,88 3,70 3,72 3,43 0,1441 0,2504 

IA14 4,07a 4,50a 3,11b 4,24a 3,08b 0,1812 <0,0001 

IT15 4,92abc 5,21a 4,28c 4,93ab 4,41bc 0,1747 0,0030 

HH16 0,40b 0,37b 0,54a 0,39b 0,53a 0,0208 <0,0001 
Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05); 1Nomeclatura 

usual expresso em g/100 g de gordura; 2Erro padrão da média; 3Ácidos graxos com 4 a 10 carbonos; 4Ácidos graxos 

com 11 a 17 carbonos; 5Ácidos graxos com 18 carbonos ou mais; 6Somatório de ácidos graxos com conjugação cis-

9; 7Relação entre ômega 6 e ômega 3; 8Relação entre ácidos graxos insaturados e saturados; 9Razão entre ácidos 

graxos poli-insaturados e saturados; 10∑ anteiso = C15:0 anteiso + C17:0 anteiso; 11∑ iso = C15:0 iso + C16:0 iso + 

C17:0 iso; 12∑ ímpares lineares = C11:0 + C13:0 + C15:0 + C15:1 cis-9 + C17:0 + C17 cis-9 + C21:0 + C23:0; 13∑ 

AGCIR = ∑ anteiso + ∑ iso + ∑ ímpares lineares; 14Indice de aterogenicidade; 15Indice de trombogenicidade; 
16Relação entre ácidos graxos hipocolesterolêmicos e hipercolesterolêmicos. 

 

De forma geral, os aditivos APA e MON influenciaram apenas os AGCC (≤ 

10C) no leite. Os demais somatórios foram influenciados pela presença ou não do CA 

nas dietas. Foi observada redução nas concentrações de ácidos graxos provenientes da 

síntese de novo (< C16) e saturados, e aumento das concentrações de AGCL, 

insaturados e monoinsaturados no leite, nas dietas contendo CA. A redução nas 

concentrações de AGS no leite, principalmente C12:0 e C14:0 é de importância, pois 

consiste nos principais ácidos graxos aterogênicos (Ulbritch e Southgate, 1991). A 

adição de CA às dietas reduziu o índice de aterogenicidade em cerca de 24%, o que 

promove um leite mais saudável, uma vez que AG aterogênicos estão relacionados com 
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maior predisposição a doenças cardiovasculares em humanos (Chardigny et al., 2008; 

Wales et al., 2009). 

O aumento na concentração de AGCL no leite observado nas dietas com CA se 

deu pelo maior fluxo de ácidos graxos C18 presentes do CA para a glândula mamária, e 

de seus isômeros oriundos da atividade microbiana no rúmen. 

Os totais de ácidos graxos mono (AGMI) e poliinsaturados (AGPI) foram 

maiores nas dietas com CA devido a elevação nas concentrações de C18:1 e C18:2n6, 

respectivamente, assim como as concentrações de trans total e somatório de cis-9, que 

se deu por conta da quantidade de ácidos graxos passíveis de isomerização no rúmen e 

resultou em aumento nas concentrações de C18:1 trans-9 e C18:1 cis-9. A relação de ω-

6 / ω-3 também foi influenciada devido ao aumento da concentração de C18:2n6, nas 

dietas contendo CA. 

A razão entre AGS e AGI reduziu nas dietas com CA, devido a inibição na 

síntese de novo dos ácidos graxos C8:0, C10:0, C12:0, C14:0 e C15:0, e, em adição, 

aumento de C18:1 e C18:2. 

Foi observado aumento nas concentrações de ácidos graxos anteiso, iso ímpares 

lineares e AGCIR na dieta MON. Tal efeito da monensina sobre esses ácidos graxos foi 

relatado por Henno et al. (2021), que observaram aumento principalmente nas 

concentrações de C15:0, C15:0 iso e C15:0 anteiso no leite, quando os animais foram 

suplementados com monensina. 

Os índices de aterogenicidade (IA) e trombogenicidade (IT) foram menores nas 

dietas com CA, o que indica melhor qualidade da gordura do leite, quando comparada 

com as demais. Da mesma forma, a razão entre ácidos graxos hipocolesterolêmicos e 

hipercolesterolêmicos (HH) no leite foi maior nas dietas com CA devido à redução de 

ácidos graxos que promovem aumento do colesterol em humanos (hipercolesterolemia), 

como o C12:0 e C14:0 e aumento de ácidos graxos insaturados, que reduzem os índices 

de colesterol na corrente sanguínea (Lima et al., 2000). 

De maneira geral, a inclusão de CA às dietas resultou em alterações desejáveis 

no perfil de ácidos graxos do leite, em que proporcionou a redução de ácidos graxos 

indesejáveis como C12:0 e C14:0, que estão relacionados com a incidência de doenças 

cardiovasculares em humanos, e promoveu o aumento de ácidos graxos de interesse, 

como o C18:1 cis-9, que está relacionado com a redução de LDL no sangue em 

humanos, enquanto aumenta os níveis de HDL, além de combater o câncer de mama e 

aliviar sintomas de asma (Peri, 2014), e C18:1 trans-9, que é precursor de CLA com 
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características antiobesidade e anticarcinogênico (E Silva et al., 2020). Por outro lado, 

Abbey e Nestel (1994) reportaram que o ácido elaídico aumenta a atividade da proteína 

de transferência de ésteres de coleteroil (CETP), que por sua vez aumenta a quantidade 

de colesterol VLDL e diminui o colesterol HDL, o que pode promover a aterosclerose. 

 A atividade da enzima ∆9-dessaturase não foi afetada (P>0,05) com exceção 

sobre o ácido graxo C18 (Tabela 13), em que foi observada menor atividade (P<0,0001) 

nas dietas que continham CA. As dietas com aditivos e sem CA apresentaram médias 

maiores do que as dietas com CA para a atividade da enzima ∆9-dessaturase, no entanto, 

APA foi inferior ao controle. APA reduziu o conteúdo de ácido elaídico que pode ter 

contribuído com este resultado.  

 

Tabela 13. Atividade da enzima ∆9-dessaturase nos ácidos graxos do leite de vacas em 

lactação alimentadas com dietas contendo ou não caroço de algodão (CA), 

suplementadas com APA ou MON 

Ácidos 

graxos1 

Dietas EPM2 P-value 

Controle APA APA+CA MON MON+CA   

C14 0,09 0,09 0,08 0,09 0,08 0,0050 0,1512 

C16 0,04 0,04 0,04 0,04 0,03 0,0022 0,3625 

C18 0,68a 0,65bc 0,63cd 0,67ab 0,61d 0,0128 <0,0001 
Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05); 
1Nomeclatura usual expresso em g/100 g de gordura. 

 

Foi observada redução na atividade da enzima ∆9-dessaturase nas dietas 

suplementadas com APA ou MON, principalmente nas dietas que continham CA. Esse 

efeito se dá pela presença de ácidos graxos ciclopropenóicos presentes no CA, com 

destaque para o ácido estercúlico (cis-9,10-metileno-9-ocdecenóico) que é inibidor da 

enzima ∆9-dessaturase (Kadegowda et al., 2013; Ortinau et al., 2013). Além disso, de 

acordo com Rennó et al. (2013), esse efeito se dá ainda por conta da biohidrogenação 

incompleta de ácidos graxos oriundos de fontes adicionais de lipídios, como o CA, o 

que causa redução da atividade da enzima ∆9-dessaturase e consequentemente, a 

concentração de gordura no leite de vacas. Esse efeito fisiológico é corroborado com a 

ausência de alteração no perfil de CLAs no leite, que são originários principalmente 

pela atividade da enzima ∆9-dessaturase (Corl et al., 2001; Piperova et al., 2002). 
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4 – CONCLUSÕES 

 

 

 

 

 A suplementação com MON reduz o consumo de FDNcp e aumenta a 

digestibilidade da MS e FDNcp e APA não afeta o consumo de FDNcp, mas reduz a 

digestibilidade da FDNcp, possivelmente, devido à inibição de R. albus e F. 

succinogenes. Além disso, APA sem CA reduz ainda mais a digestibilidade de FDNcp 

ao afetar a população de B. fibrisolvens. 

Dietas contendo CA e/ou suplementadas com APA aumentam o consumo de 

EE em vacas lactantes. O CA aumenta ainda o consumo de ácidos graxos com 16 e 18 

carbonos, não sendo influenciado pelo uso de aditivos, e aumenta a digestibilidade de 

ácidos graxos com 16 carbonos em vacas lactantes. 

O CA aumenta a biohidrogenação para ácido esteárico por favorecer atividade 

de E. ruminantium. 

CA reduz a síntese de novo de ácidos graxos de cadeia curta a média abaixo de 

C16 na glândula mamária, aumenta a concentração de ácidos graxos de cadeia longa, 

insaturados, monoinsaturados, trans total e com configuração cis-9, e reduzem a 

atividade da enzima ∆9-dessaturase em ácidos graxos com 18 carbonos, sem influência 

dos aditivos. 

O conteúdo de ácidos graxos de cadeia ímpar ramificada é afetado pelo CA por 

reduzir a abundância de bactérias M. elsdenii, P. ruminicola e R. amylophilus 

APA aumenta os conteúdos de ácido capróico, ácido caprílico e reduz ácido 

elaídico no leite. 

APA e MON aumentam as concentrações de ácidos graxos de cadeia curta à 

média no leite. 

As dietas com CA e suplementadas com APA ou MON não alteram o conteúdo 

de C18:2 trans-10, cis-12 CLA do leite. 

R. amylophilus apresenta moderada correlação negativa com a biohidrogenação 

do ácido linoleico tanto por via trans-11 quanto trans-10. 

Na presença de CA, APA aumenta a população de B. fibrisolvens, E. 

ruminantium e M. elsdenii. 
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