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Resumo

DALLA MARTHA, G.O. Oleo da semente de sucupira-preta (Bowdichia virgilioides
kunth) como aditivo nutricional para bovinos de corte. 2017. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, Campo Grande, MS, 2017.

Num ambiente de intensas pesquisas relacionadas a escolha de um substituto para a
utilizacdo de antibioticos e iondforos na manipulacéo da fermentacdo ruminal, os 6leos
essenciais presentes nas plantas vém se mostrando como uma alternativa promissora
pela sua acdo antimicrobiana. Os 6leos essenciais sdo derivados do metabolismo
secundario de vegetais e sdo responsaveis, por exemplo, pela protecdo contra patégenos
e insetos. Seu modo de acéo e atividade antimicrobiana no ambiente ruminal ainda nédo
estdo bem estabelecidos, o que possibilita a abertura de novas frentes de pesquisas, tanto
para substituicdo de ingredientes da dieta, como para modulacdo ruminal. Com isso,
objetivou-se avaliar o efeito da inclusdo de diferentes niveis de Oleo da semente de
sucupira-preta (Bowdichia virgilioides Kunth) sobre a concentragcdes séricas de enzimas
e metabolitos, sobre a digestibilidade e producdo de gases in vitro, sobre as variaveis
ruminais (pH, N-NH; e acidos graxos volateis - AGV), sobre a degradabilidade da
matéria seca (MS) e da fibra em detergente neutro (FDN), consumo voluntario e
digestibilidade aparente dos nutrientes em dietas contendo suplementacdo concentrada
para bovinos de corte. Utilizou-se quatro novilhos mesticos, com peso corporal médio
inicial (PCi) de 450 £ 20 kg, recebendo feno de capim Panicum maximum cv. Massai e
15 g kg™ PC de concentrado a base de milho, farelo de soja, ureia e mistura mineral. Os
animais foram submetidos de forma aleatdria aos seguintes tratamentos: Controle (Og de
0leo da semente de sucupira-preta (0S)), 1,25g OS, 2,59 OS, e 3,759 OS, por kg de MS.
O delineamento experimental adotado foi o quadrado latino (4x4). Nao houve efeito do
nivel de inclusdo de 6leo sobre o pH, N-NHs, variaveis séricas, sobre o consumo de
nutrientes, na degradabilidade e digestibilidade da MS, matéria organica (MO) e FDN.
Houve diferenca significativa para horario sobre o pH e N-NH;, e sobre a
digestibilidade aparente da proteina bruta (PB) (768,0; 702,5; 676,1 e 699,9 g kg™ de
MS) e na digestibilidade da PB in vitro (887,9; 921,8; 904,9 e 939,1 g kg™ de MS).
Houve diferenca na concentracdo relativa de acido isobutirico (0,67; 0,81; 0,71; 0,80
mmol L™) e 4cido isovalérico (0,91; 1,14; 1,21 e 1,11 mmol L™) sobre o total de 4cidos
graxos liberados no ridmen com a inclusdo do 6leo essencial de sucupira-preta. Houve
diferenca significativa para o lag-time (horas) nos parametros da fermentacdo ruminal in
vitro. Assim, a partir dos dados apresentados, pode-se concluir que a inclusdo do éleo
da semente de sucupira-preta apresenta efeito temporario como modulador nutricional
em dietas para bovinos de corte.

Palavras—chave: 4&cidos graxos volateis, aditivos naturais, fermentacdo ruminal,
metabolismo, nutricdo de ruminantes



Abstract

DALLA MARTHA, G.O. Oil of Sucupira Seed (Bowdichia virgilioides) a Nutritional
Additive for beef cattle. Ano. 2017. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande,
MS, 2017.

Due to intense research related to the choice of a substitute for the use of ionophore and
antibiotics in the manipulation of ruminal fermentation, the essential oils present in
plants have been shown to be a promising alternative for their antimicrobial action.
Essential oils are derived from the secondary metabolism of plants and are responsible,
for example, for protection against pathogens and insects. Its mode of action and
antimicrobial activity in the ruminal environment are still not well established, which
allows the opening of new research fronts, both for substitution of dietary ingredients
and for ruminal modulation. Thereby, the objective of this study was to evaluate the
effect of the inclusion of different levels of sucupira-black seed oil (Bowdichia
virgilioides Kunth) on serum concentrations of enzymes and metabolites, on in vitro
digestibility, in vitro gas production, on ruminal variables (pH, N-NH;3 and VFA),
degradability, voluntary intake and digestibility of nutrient in diets for beef cattle. Four
crossbred steers with initial mean body weight (BW) of 450 + 20 kg were used,
receiving grass hay Panicum Maximum cv. Massai and 15 g kg® BW of concentrate
based on corn, soybean meal, urea and mineral mix. The animals were randomly
assigned to the following treatments: Control (Og of sucupira-black seed oil (OS)),
1,25g OS, 2,59 OS, and 3,759 OS, per kg of DMI. The experimental design was the
Latin square (4x4). There was no effect of the inclusion level of essential oils on pH, N-
NHs, serum variables, on the degradability and digestibility of DM, OM and NDF.
There was a significant difference in vivo digestibility of crude protein (CP) (768.0,
702.5, 676.1 and 699.9 g kg™ of DM) and in vitro digestibility of CP (887.9, 921,8,
904.9 and 939.1 g kg™ of DM). There was a difference in the relative concentration of
isobutyric acid (0.67, 0.81, 0.71, 0.80 mmol L™) and isovaleric acid (0.91, 1.14, 1.21,
1.11 mmol L™) on the total fatty acids released in the rumen with the inclusion of
sucupira-black essential oil. There was a significant difference for time on pH and N-
NHsz. There was a significant difference for the lag-time (hours) in the ruminal
fermentation parameters in vitro. Thus, from the data presented, it can be concluded that
the inclusion of sucupira-black seed oil has a temporary effect as a nutritional modulator
in diets for beef cattle.

Key words: metabolism, natural additives, ruminal fermentation, ruminant nutrition,
volatile fatty acids
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INTRODUCAO

Nos sistemas de produgdo pecuaria, a manipulacdo da fermentacdo ruminal se
tornou uma valiosa ferramenta na busca pelo aumento da produtividade e eficiéncia
alimentar. Além de minimizar o impacto ambiental da atividade agropecuéria pela
diminuicdo da quantidade de metano (CH,) emitido ao ambiente (Nagaraja, 2003),
busca-se 0 aumento na producdo de propionato para melhorar o equilibrio energético
dos animais, reduzir a excrecdo de nitrogénio e reduzir a taxa de fermentacdo de
carboidratos ndo fibrosos para diminuir o risco de acidose no ramen e melhorar a
digestéo das fibras (Jouany e Morgavi, 2007).

As estratégias propostas para atingir esses objetivos sdo diversas e entre elas
destaca-se a adaptacdo dos animais a dieta, o fornecimento de dietas completas, a
alteracdo da frequéncia de alimentacdo, alteracdo na relacdo volumoso:concentrado,
utilizacdo de lipidios na dieta, como também o uso de antibioticos ionoforos e nédo-
ionoforos (que s@o comumente utilizados na alimentacdo animal para prevenir doencas
e disturbios metabdlicos) (Benchaar et al., 2008).

No entanto, com 0 uso rotineiro de antibidticos na nutricdo de ruminantes,
aumentou-se a preocupacdo com 0 surgimento de bactérias resistentes (0 que
representaria um risco a saude humana), levando, consequentemente, a esforcos
consideraveis ao desenvolvimento de alternativas para a utilizacdo desses antibidticos
(Benchaar et al., 2008). A utilizacdo de leveduras, saponinas, acidos organicos e
principalmente éleos essenciais tém ganhado destaque na produgdo agropecuaria como
seus possiveis substitutos (Jouany e Morgavi, 2007; Zeoula et al., 2011; Khiaosa-ard e
Zebeli, 2014).

Os 0Oleos essenciais sdo derivados dos metabolitos secundarios presentes em
diferentes partes da planta (casca, flores, frutos e sementes) e apds serem extraidos
podem apresentar acdo antimicrobiana (Miguel, 2010). O crescimento de
microrganismos é inibido por varios mecanismos, podendo estes ser em parte devido a
natureza hidrofobica de alguns componentes, tais como terpenos, flavonoides e
compostos fendlicos (Calsamiglia et al., 2007). De modo geral, esses componentes
podem interagir com a membrana celular e afetar a producdo de energia das bactérias
(Nicolson et al., 1999).
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J& foram observados diversos efeitos sobre o metabolismo das proteinas,
producdo de &cidos graxos volateis (AGV), digestdo de fibras e producdo de CH,4
(Calsamiglia et al., 2007; Yang et al., 2010; Khiaosa-ard e Zebeli, 2014), e por atuarem
dessa forma variada, os 6leos essenciais necessitam de conhecimento aprofundado para
a adequada selecdo e combinacdo dos principios ativos, o que pode fornecer uma
ferramenta Gtil para manipular a microbiota ruminal com maior eficiéncia.

Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito da inclusdo de diferentes niveis de
6leo da semente de sucupira-preta (Bowdichia virgilioides Kunth) sobre a concentracdes
séricas de enzimas e metabolitos, varidveis ruminais (pH, N-NH; e AGV),
degradabilidade, digestibilidade in vitro, producdo de gases in vitro, consumo voluntario
e digestibilidade aparente dos nutrientes em bovinos de corte estabulados alimentados a
base de volumoso de baixa qualidade e suplementacdo concentrada.

1. Caracterizacao dos 6leos essenciais

Os vegetais, microrganismos e animais apresentam mecanismos metabdlicos
secundarios capazes de produzir, transformar e acumular substancias (flavonoides,
saponinas, taninos e 0leos essenciais) nao relacionadas de forma direta ao crescimento,
reproducdo e a manutencdo da vida do organismo produtor (Santos, 2004) (Figura 1).
Esse conjunto metabdlico lhes permite adequarem-se a0 meio em que vivem e
perpetuarem a sua espécie em determinado ecossistema, pois sdo responsaveis pela
protecdo contra patdgenos, predadores e outros invasores, assim como estresse
ambiental e doencas (Castro et al., 2004).

Os metabolitos secundarios das plantas mais comumente avaliados sdo os 0leos
essencias, que contrariamente ao seu nome, ndo sdo 6leos verdadeiros. Sao chamados de
Oleos volateis ou OGleos etéreos, por apresentarem aparéncia oleosa a temperatura
ambiente. S&0 derivados dos componentes responsaveis pela fragrancia, ou “quinta
esséncia” de plantas e recebem esse nome devido ao seu aroma agradavel (Miguel,
2010). Sua extracdo é realizada de diversas formas, sendo a destilacdo simples a mais
utilizada, podendo também ser extraido por meio da fermentacdo ou por solventes
(Zhang et al.,2010).

A composigdo do Oleo essencial de uma planta é determinada geneticamente,
porém, as condi¢fes ambientais no qual o vegetal se desenvolve, o ciclo vegetativo, o

tipo de cultivo e o local de extracdo, influenciam na composi¢do quimica dos 0Oleos e
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sdo capazes de causar variagdes significativas (Willians et al., 1998). S&o encontrados
em todos os tecidos vivos de plantas, concentrados basicamente na casca, flores, folhas,

nos rizomas e nas sementes (Miguel, 2010).
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Figura 1-As diferentes vias metabdlicas da planta envolvidas na sintese de metabolitos
secundarios (Adaptado de Jouany e Morgavi, 2007)
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Quimicamente, os 0leos essenciais sdo principalmente uma mistura complexa de
terpenoides e homologos de fenilpropanoides, além de compostos fenolicos e
alcaloides, uma variedade de hidrocarbonetos alifaticos de baixo peso molecular,
acidos, alcoois, aldeidos, ésteres aciclicos, cumarinas e compostos contendo N e S
(Dorman e Deans, 2000).

Os terpenoides (derivados das vias do mevalonato e desoxixilulose - Figura 1)
constituem um grupo variado de substancias que possuem como precursor basico uma
molécula de cinco carbonos (CsHg) denominada isopreno, e passam a ser classificados
de acordo com o numero dessas moléculas em sua estrutura, tais como, monoterpenos
(C10), sesquiterpenos (C15) e diterpenos (C20) (Calsamiglia et al., 2007). Quando o
isopreno estd associado a elementos adicionais (geralmente oxigénio), passam a ser
chamados de terpenoides ou isoprenoides (Benchaar et al., 2007).

Os monoterpenos séo as moléculas mais representativas nos 0leos esséncias e
chegam a constituir quase 90% do seu total. Seus principais principios ativos sdo o
limoneno, timol, carvacrol, linalol, carvona, e acetato de geranilo (Figura 2).

Os fenilpropanoides sédo formados por um anel aromatico de seis carbonos com
uma cadeia de trés carbonos ligada a ele (CsCs), que sdo derivados dos esqueletos de
carbono dos aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina (Sangwan et al., 2001). S&o
sintetizados pela via do acido chiquimico, funcional apenas em microrganismos e
plantas e seus principais principios ativos sdo o cinamaldeido, eugenol, e anetolito

(Figura 2) (Jouany e Morgavi, 2007).
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Figura 2 — Principais monoterpenos (A), sesquiterpenos (B) e fenilpropanoides (C) dos
0Oleos essenciais (Adaptado de Calsamiglia et al., 2007)

2. Modo de acdo e atividade antimicrobiana

A estrutura quimica de cada componente € o que determina 0 modo de acdo e
atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais (Dorman e Deans, 2000). Dessa forma,
uma série de teorias foram propostas para explicar o mecanismo pelo qual os 6leos
essenciais exercem sua atividade antibacteriana. Por se tratar de um grande nimero de
componentes, € provavel que a atividade antibacteriana ndo seja devido a um modo de
acdo especifico, mas que envolvam vérios alvos na célula bacteriana (Figura 3) (Burt,
2004).

Os Oleos essenciais por atuarem na estrutura da parede celular bacteriana

(desnaturando e coagulando proteinas) alteram a permeabilidade da membrana
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citoplasmética para ions de hidrogénio e potéssio (Benchaar et al., 2008). A alteracdo
dos gradientes de ions conduz a deterioracdo dos processos vitais da célula como
transporte de elétrons, translocacdo de proteinas, etapas da fosforilacdo e outras reacfes
dependentes de enzimas, o que resulta em perda do controle quimiosmético da célula
afetada e morte bacteriana (Figura 3) (Dorman e Deans, 2000).

Alguns compostos presentes em 0leos essenciais podem atuar ndo somente
contra bactérias Gram-positivas, mas também contra as Gram-negativas, como 0 caso
das classes dos terpenoides (Capsaicina, Timol, Mentol, Carvacrol, Canfora, Eugenol) e
fendis (Chao et al., 2000). Os 6leos essenciais que demonstram tal efeito possuem
metabolitos secundarios ativos de tamanhos reduzidos, o que permite sua passagem
através das porinas na membrana externa dessas bactérias, possibilitando o acesso a
membrana citoplasmatica bacteriana, onde exercerdo seus efeitos (Dorman e Deans,
2000).

As bactérias Gram-negativas apresentam dupla camada lipidica e na membrana
externa contém lipossacarideos (0 que a caracteriza como uma membrana hidrofilica),
acarretando em uma barreira a permeabilidade de substancias hidrofébicas, o que pode
explicar a resisténcia de bactérias Gram-negativas para efeito antimicrobiano de alguns
0leos essenciais (Chao et al., 2000).

Nos compostos fendlicos, como o timol e o carvacrol, a presenca do grupo
hidroxila (-OH) (independente da posi¢cdo), é fundamental para a existéncia dessa
atividade, j& que esses dois compostos apresentaram atividades semelhantes frente a
variadas bactérias (Ultee et al., 2002). Sua capacidade de acdo é determinada em funcéo
do numero de hidroxilas que atuam como agentes redutores contra o estresse oxidativo
(Ultee et al., 2002).

O carvacrol, por exemplo, na forma ndo dissociada se difunde através da
membrana citoplasmatica para o citoplasma da bactéria, liberando seu préton. Em
seguida, o composto volta a ficar na forma ndo dissociada pela ligacdo a outro ion
potéassio no citoplasma, sendo entédo, transportado através da membrana plasmatica para
0 ambiente externo. O ion potassio é trocado por um préton e o carvacrol na forma
protonada se difunde novamente através da membrana plasmatica e se dissocia,
liberando o préton no citoplasma (Ultee et al., 2002).

No caso do cinamaldeido, devido a presenga de um grupo carbonilo, pode
perturbar a membrana citoplasmatica, ligar-se a proteinas, inativar enzimas microbianas
e esgotar o ATP celular (Burt, 2004).
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Compostos como os flavonoides e terpenoides também apresentam atividade

antioxidante. Essas substdncias podem interceptar e neutralizar radicais livres,

impedindo a propagacdo do processo oxidativo (Hui, 1996). Segundo Benchaar et al.

(2008) no ambiente ruminal, monoterpenos com funcdo &lcool e aldeido parecem ter

maior efeito antimicrobiano, enquanto monoterpenos hidrocarbonetos causam pequena

inibicdo e, em alguns casos, estimulo a atividade microbiana.
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Figura 3 — Visdo esquematica dos sitios e mecanismos de acdo dos 6leos essenciais na

célula bacteriana (Adaptado de Benchaar et al., 2007)
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3. Os 0leos essenciais e suas aplicagdes na nutricdo de ruminantes

A primeira visdo do uso de 0leos essenciais nas dietas para ruminantes foi como
uma alternativa de se reutilizar subprodutos vegetais (Wohlt et al., 1981), contudo,
recentemente, Varios estudos in vitro e in vivo tem sido realizados para determinar 0s
efeitos dos aditivos fitogénicos e seus componentes na fermentacdo da microbiota
ruminal.

A utilizacdo dos 6leos essenciais para 0 consumo animal e humano foi permitida
pela FDA (Food and Drug Admnistration), érgdo governamental dos Estados Unidos
responsavel pelo controle dos alimentos, por se tratarem de substancias reconhecidas
como seguras, pois sdo produzidas naturalmente (FDA, 2006). No entanto, estes
metabolitos secundarios fazem parte do mecanismo de defesa utilizado pelas plantas
contra patogenos, herbivoros e condigdes ambientais hostis. Assim, uma dosagem
excessiva pode ser toxica para animais ou pelo menos induz respostas negativas quando
consumida (Jouany e Morgavi, 2007). Os mecanismos de toxicidade e doses toxicas
para animais ndo sdo bem conhecidos e poucas informacdes estdo disponiveis sobre a
transferéncia dessas substancias para produtos comestiveis para animais, necessitando
de estudos mais aprofundados (Jouany e Morgavi, 2007).

O uso dos aditivos naturais na nutricdo de ruminantes fundamenta-se
principalmente em propriedades antioxidante, antinflamatoria, imunoestimulante e
antimicrobiana das saponinas, terpenoides, taninos e fenilpropanoides (Soliva et al.,
2011). Suas atividades antimicrobianas trazem a possibilidade de se manipular a
fermentacdo ruminal inibindo seletivamente grupos de microrganismos, o que melhora
0 aproveitamento dos nutrientes (Kamra et al., 2006).

Um exemplo disso é o género Pterodon que contém alcaloides na casca,
isoflavonas e triterpenos no caule, e sesquiterpenos, diterpenos e isoflavonas nos 6leos
das sementes (Santos et al., 2010), e com isso demonstra atividade bactericida contra
Staphylococcus aureus, mas nao foi eficiente para inibir o crescimento de Streptococcus
mutans, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida albicans (Dutra et al.,
2009).

Atividades antimicrobianas, antifingicas e antioxidantes ja foram descobertas
em muitos Gleos essenciais, como o caso do eugenol (presente no cravo-da-india), o
timol (presente no tomilho e no orégano), o carvacrol (presente no orégano), o limoneno

(presente nos citros e na horteld), e o guaiacol (presente na horteld), cujas aplicacdes ja
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foram investigadas na nutricdo animal, e foram revisados por Khiaosa-ard e Zebeli
(2014) e Cobellis et al. (2016).

O carvacrol (no ambiente ruminal) € capaz de formar canais na membrana
celular bacteriana dissolvendo a dupla camada fosfolipidica e alinhando-se entre os
acidos graxos, causando expansdo e desestabilizacdo, o que aumenta a fluidez e a
permeabilidade passiva da membrana celular (Ultee et al., 2002).

Os efeitos de alguns 6leos essenciais na microbiota e na fermentacdo ruminal
sdo dependentes de diversos fatores, como sua estrutura quimica, o tipo de planta
utilizada, o pH do fluido ruminal e da dosagem do composto utilizado, sendo sua
utilizacdo benéfica apenas em condicdes especificas (Calsamiglia et al., 2007; Cardozo
et al., 2005). Com isso, uma gama desses compostos utilizados em diferentes niveis nas
dietas tem demonstrado resultados variados.

De acordo com Calsamiglia et al. (2007) a acdo dos Oleos essenciais é
favorecida nas condig¢des ruminais em que o pH € mais baixo devido ao 6leo encontrar-
se sob forma hidrofobica. Essa condicdo Ihes confere a capacidade de interagir com 0s
lipidios da membrana celular das bactérias, tornando dietas ricas em concentrado mais
interessantes para a utilizacao de 0leos essenciais.

Segundo Cardozo et al. (2005) ao utilizarem 6leo de alho, cinamaldeido puro,
pimenta vermelha e extrato de yucca em dietas ricas em forragens (pH neutro), os éleos
essenciais mantiveram ou diminuiram o total de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC)
e a0 mesmo tempo mantiveram ou aumentaram a relagdo acetato:propionato. Em
contrapartida, quando o pH ruminal decresce para em torno de 5,5 a concentracéo total
de AGCC aumenta e a relacdo acetato:propionato e a concentracdo de nitrogénio
amoniacal (N-NH3) no ramen diminuem.

Busquet et al. (2005) em experimento de producdo de gas in vitro, ao
compararem 0Oleo de alho com monensina constataram que o 6éleo promoveu maior
reducdo na producdo de CH, (73,6%). Segundo os autores, a menor producdo de CHy
em relacdo a producdo de AGV (CH4:AGV) leva a conclusdo de que o 6leo de alho
possui capacidade de melhorar a eficiéncia da fermentacdo ruminal, aumentando a
quantidade de energia obtida por unidade de substrato fermentado.

Em estudos realizados por Borchers (1965) e Broderick e Balthrop (1979) in
vitro, a adicdo de timol no fluido ruminal (1 g L™), resultou no acimulo de AA e
diminuicdo na concentragdo de N-NHs;, sugerindo a inibicdo da deaminacdo pelas

bactérias ruminais. Da mesma maneira, Newbold et al. (2004) trabalhando com ovinos
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fistulados, também observaram alteracfes na degradacdo da proteina e no processo de
deaminacgdo no ramen.

Resultados relacionados a diminuicdo da degradacdo in situ da proteina (Molero
et al., 2004) sugerem que outras acGes além da menor deaminacdo devem ocorrer
quando Oleos essenciais sdo utilizados. Castillejos et al. (2007) trabalhando com 5 mg
L™ de uma mistura de 6leos essenciais sugeriram que os 6leos essenciais podem possuir
acdo inibitoria da proteolise ou, talvez, estimulo a peptiddlise, ja que comprovaram que
a concentracao de peptideos de grande tamanho foi diminuida em 18%.

Outra situacdo observada com a utilizacdo de diferentes 6leos essenciais foram
os efeitos aditivos, antagonistas e sinérgicos entre os componentes (Burt, 2004).
Lambert et al. (2001) ao avaliarem a concentragdo minima inibitoria do 6leo essencial
do orégano e seus dois componentes principais (timol e carvacrol) contra
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, observaram que a combinagdo dos
dois compostos exibiu atividade antibacteriana mais elevada que qualquer um dos
compostos isoladamente, e que o efeito inibitorio do 6leo essencial de orégano, &,

principalmente, devido a acdo aditiva antibacteriana destes dois compostos.

4. Bowdichia virgilioides e sua descricao

O género Bowdichia pertencente a familia Fabaceae, é constituido por
aproximadamente 19 espécies e somente Bowdichia nitida e Bowdichia virgilioides
foram estudadas do ponto de vista quimico e farmacoldgico. A espécie Bowdichia nitida
em recentes estudos fitoquimicos, revelou a presenca de alcaloides, isoflavonoides,
xantonas e triterpenoides que apresentam importantes atividades bioldgicas (Matsuno et
al., 2008).

A Bowdichia virgilioides é uma espécie arbdrea de casca grossa e fendilhada,
que pode atingir até 20 metros de altura. Possui folhas compostas, pinadas, com
foliolos pubencentes. A flor lilds confere um aspecto ornamental e floresce entre os
meses de outubro e dezembro. Os frutos sdo legumes com 3 a 5 cm de comprimento,
achatados, com pequenas sementes de coloracdo avermelhada (Figura 4) (Matsuno et
al., 2008).

Com ampla distribuicdo pelo Brasil, ocorrendo principalmente nas regides

Norte, Nordeste e Centro-Oeste, é conhecida popularmente como sucupira-preta,
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270  sucupira-do-cerrado e paricarana, bastante utilizada no paisagismo, na recuperacdo de
271  areas degradadas e em &reas de preservacao permanente (Lorenzi, 2008).

272

273

274

275 Figura 4 — Bowdichia virgilioides Kunth: flor, folha, fruto e semente.

276 Fonte: Lorenzi (2008).
277

278
279 Sua casca e sementes sdo utilizadas na medicina popular na forma de infuséo

280 para o tratamento de artrite, bronquite, diabetes, diarreia, gota, hipertermia, condicdes
281 inflamato6rias do Gtero, reumatismo, e também como ténico corporal e facilitador da
282  digestdo (Pott e Pott, 1994).

283 Em investigacdes quimicas recentes o isolamento de diversas substancias que
284  apresentam atividade antimicrobiana foram relatadas, como a antocianina,
285  benzofuranoides, flavonoides (Arriaga et al., 2000), triterpenoides (Melo et al., 2001) e
286  alcaloides (Barbosa-Filho et al., 2004).
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Segundo Jorge-Neto (1970) o Oleo dos frutos de Bowdichia virgilioides
contém farnesol, geraniol e cariofileno. E o 0leo essencial das sementes, avaliado por
Feitosa et al. (2004) demonstraram atividade contra Bacillus subtilis, Bacillus vulgaris,
Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus e baixa atividade in vitro contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enteritidis.

De acordo com Barros et al. (2010) ao testarem condicOes inflamatorias
agudas em ratos, observaram que o extrato de casca de Bowdichia virgilioides apresenta
atividade anti-inflamatoria.

Souza (2015) testou a adicdo de 1% do 6leo de sucupira-preta no concentrado
de borregas em crescimento e observou que ndo houve influencia no ganho de peso dos
animais, somente algumas alteracGes nos exames de sangue (bioguimico e hemograma)
que nao foram relevantes ao ponto de que pudessem prejudicar a satde dos animais.

Com isso, investigacOes cientificas sobre os Oleos essenciais da Bowdichia
virgilioides fazem parte de uma estratégia importante ligada a conservacdo da
biodiversidade, descoberta de novos medicamentos, sua possivel acdo antinflamatoria e
antibiotica e como modulador da fermentacao ruminal.

Os resultados obtidos foram abordados no artigo intitulado “Oleo da semente de
sucupira-preta (Bowdichia virgilioides) como aditivo nutricional para bovinos de
corte: variaveis ruminais, degradabilidade, consumo voluntario e digestibilidade”
cuja redacdo foi realizada de acordo com as normas editoriais da Revista Brasileira de

Zootecnia.
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Oleo da Semente de Sucupira-preta (Bowdichia virgilioides) como
Aditivo Nutricional para Bovinos de Corte: Variaveis Ruminais,
Degradabilidade, Consumo Voluntério e Digestibilidade

Gabriella de Oliveira Dalla Martha®, Gumercindo Loriano Franco® e Fabio José
Carvalho Faria®

'Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Brasil,
79070-900 E-mail: fabio.faria@ufms.br; gumercindo.franco@ufms.br

RESUMO: Objetivou-se avaliar o efeito da inclusdo de diferentes niveis de dleo da
semente de sucupira-preta (Bowdichia virgilioides Kunth) sobre as concentragfes
séricas de enzimas e metabolitos, sobre as variaveis ruminais (pH, N-NH3 e AGV),
degradabilidade da MS e FDN, consumo voluntario, producdo de gases in vitro e
digestibilidade aparente e in vitro dos nutrientes em dietas para bovinos de corte.
Utilizou-se quatro novilhos mestigos, com peso corporal médio inicial (PCi) de 450 +
20 kg, recebendo feno de capim Panicum maximum cv. Massai e 15g de suplemento
concentrado por kg™ PC. Os animais foram distribuidos de forma aleatéria nos seguintes
tratamentos: Controle (Og de 6leo essencial da semente de sucupira-preta (OS)), 1,25¢g
0S, 2,59 OS, e 3,759 OS, por kg de MS. O delineamento experimental adotado foi o
quadrado latino (4x4). Nao houve efeito do nivel de incluséo de 6leo sobre o pH, N-
NHs, variaveis séricas, sobre o consumo voluntario dos nutrientes, na degradabilidade e
digestibilidade da MS, MO e FDN. Houve diferenca significativa para horario sobre o
pH e N-NH3;, e sobre a digestibilidade aparente da proteina bruta (PB) (768,0; 702,5;
676,1 e 699,9 g kg™ de MS) e na digestibilidade da PB in vitro (887,9; 921,8; 904,9 e
939,1 g kg de MS). Houve diferenca na concentragdo relativa de acido isobutirico
(0,67; 0,81; 0,71; 0,80 mmol L™) e &cido isovalérico (0,91; 1,14; 1,21 e 1,11 mmol L™)
sobre o total de acidos graxos liberados no rimen com a inclusdo do éleo essencial de
sucupira-preta. Houve diferenca significativa para o lag-time (horas) nos parametros da
fermentacao ruminal in vitro. Assim, a partir dos dados apresentados, pode-se concluir
que a inclusdo do Oleo da semente de sucupira-preta apresenta efeito temporario como

modulador nutricional em dietas para bovinos de corte.

Palavras—chave: &cidos graxos volateis, aditivos naturais, fermentacdo ruminal,
metabolismo
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Black-Sucupira Seed Oil (Bowdichia virgilioides) as a Nutritional
additive for Beef Cattle: Ruminal Variables, Degradability, Voluntary
Consumption and Digestibility

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the effect of inclusion of
different sucupira-black seed oil (Bowdichia virgilioides Kunth) on serum
concentrations of enzymes and metabolites on ruminal variables (pH, N-NH3 and
VFA), DM And NDF, voluntary consumption, in vitro gas production and apparent and
in vitro digestibility of nutrients in diets for beef cattle. Four crossbred steers with initial
mean body weight (BW) of 450 + 20 kg were used, receiving grass hay Panicum
Maximum cv. Massai and 15g of concentrated supplement per kg™ BW. The animals
were randomly assigned to the following treatments: T1 - Control (Og of oil (OS)), T2 -
1,259 OS, T3 - 2,59 OS, and T4 - 3,759 OS, per kg of DM Consumed. The
experimental design was the Latin square (4x4). There was no effect of the inclusion
level of essential oils on pH, N-NHs, serum variables, on the degradability and
digestibility of DM, OM and NDF. There was a significant difference in vivo
digestibility of crude protein (CP) (768.0, 702.5, 676.1 and 699.9 g kg™ of DM) and in
vitro digestibility of CP (887.9, 921,8, 904.9 and 939.1 g kg™ of DM). There was a
difference in the relative concentration of isobutyric acid (0.67, 0.81, 0.71, 0.80 mmol
L) and isovaleric acid (0.91, 1.14, 1.21, 1.11 mmol L™) on the total fatty acids released
in the rumen with the inclusion of sucupira-black essential oil. There was a significant
difference for time on pH and N-NHs. There was a significant difference for the lag-
time (hours) in the ruminal fermentation parameters in vitro. Thus, from the data
presented, it can be concluded that the inclusion of sucupira-black seed oil has a

temporary effect as a nutritional modulator in diets for beef cattle.

Key words: metabolism, natural additives, ruminal fermentation, volatile fatty acids
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Introducéo

As plantas produzem uma ampla variedade de compostos organicos derivados
do seu metabolismo secundario que sdo classificados principalmente em saponinas,
taninos e 6Oleos essenciais (Calsamiglia et al., 2007). Alguns desses 6leos possuem
atividades antimicrobianas e atualmente s&o considerados seguros para consumo
humano e animal (FDA, 2006).

Em dietas para ruminantes, a primeira visdo da utilizacdo dos Gleos essenciais
foi como uma alternativa de se reutilizar subprodutos vegetais (Wohlt et al., 1981).
Contudo, recentes estudos procuram entender a atuacéo desses 6leos sobre 0 ambiente
ruminal, se possuem efeito semelhante ao dos ionoforos sobre a concentragéo de acidos
graxos volateis (AGV), diminuicdo da emissdao de CH, e maior aproveitamento dos
nutrientes (Benchaar et al., 2007; Tager e Krause, 2011; Lin et al., 2013).

Segundo Dorman e Deans (2000) e Burt (2004), ndo ha um mecanismo de agéo
especifico para os componentes dos 0leos essenciais no ambiente ruminal, pois existem
varios alvos na ceélula bacteriana que podem causar alteragbes da membrana
citoplasmatica, na forca proton motriz, no fluxo de elétrons, no transporte ativo e na
desnaturacdo e coagulacdo do conteldo da célula atingida, e que esses mecanismos
ainda precisam ser mais estudados.

A sucupira-preta (Bowdichia virgilioides), arvore pertencente a familia Fabaceae
é encontrada com maior frequéncia nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do
Brasil e o 6leo da semente pode ser uma alternativa promissora em substituicdo de
ingredientes utilizados para alimentacdo humana, assim como possivel modulador da
fermentacdo ruminal.

Extratos da casca e da semente ja sdo utilizados na medicina popular para tratar

algumas condic@es inflamatdrias e segundo Feitosa et al. (2004), a acdo antimicrobiana
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do Oleo essencial das sementes de sucupira-preta foi avaliada e apresentou maior
atividade contra as bactérias Gram-positivas Bacillus subtilis, Bacillus vulgaris,
Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus.

Nesse contexto, objetivou-se avaliar o efeito da inclusdo de diferentes niveis de
6leo da semente de sucupira-preta (Bowdichia virgilioides Kunth) sobre as
concentracOes sericas de enzimas e metabolitos, sobre as varidveis ruminais (pH, N-
NH; e AGV), na degradabilidade da MS e FDN, consumo voluntario, producéo de gases
in vitro e digestibilidade aparente e in vitro dos nutrientes em bovinos de corte
estabulados alimentados a base de volumoso de baixa qualidade e suplementacao
concentrada.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Metabolismo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS), localizado em Campo Grande, Mato Grosso do Sul,
Brasil (20° 26° 34” S; 54° 38’ 47” W). Foi realizado de abril a julho de 2016, e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMS sob o protocolo n°
639/2014.

Foram utilizados quatro novilhos mesticos (¥ Holandés + %2 Zebu) com peso
corporal médio inicial (PCi) de 450 + 20 kg, canulados no rimen, alojados em galpao
coberto, com piso de concreto e baias individuais providas de comedouros e
bebedouros.

O delineamento experimental utilizado foi o quadrado latino (4x4), com quatro
tratamentos, quatro animais e quatro periodos. Cada periodo experimental consistiu de

14 dias de adaptacdo aos tratamentos e 7 dias de colheita de dados.
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Os animais foram alimentados com dieta a base de feno de capim Panicum
maximum cv. Massai, de baixa qualidade e suplemento concentrado contendo a
participacdo de milho (810,0 g kg™), farelo de soja (160,0 g kg™), ureia (15 g kg™) e
mistura mineral (15 g kg™ ). A composicdo quimico-bromatolégica do suplemento
experimental e do feno de Panicum maximum cv. Massai é mostrada na Tabela 1.

Os tratamentos experimentais consistiram na inclusdo de diferentes niveis de
6leo da semente de sucupira-preta (Bowdichia virgilioides Kunth) (OS) por kg de MS,
sendo: Controle (Og de OS), 1,25g OS, 2,59 OS, e 3,75¢g OS.

O 6leo utilizado foi adquirido pela empresa Mundo dos Oleos, sendo obtido
mediante a extragdo a frio da semente. Foi fornecido via canula ruminal as 7:00 horas
misturado a 1 kg de concentrado para que seu consumo fosse assegurado. O volumoso
foi oferecido em duas refeicbes diarias as 7:00 e 16:00 horas. A quantidade de
volumoso oferecido foi ajustada diariamente de modo a manter uma sobra de
aproximadamente 150 g kg@ do total fornecido, garantindo consumo ad libitum. O
suplemento foi oferecido diariamente s 7:00 horas na quantidade de 15 g kg™ de PC.

Para determinacdo do pH e N-NH3 foram coletadas amostras de liquido ruminal
no final de cada periodo experimental a zero hora (antecedendo a suplementacdo), 2, 4,
6, 8, 10 e 12 horas apos o fornecimento do éleo. O liquido ruminal foi coletado (via
canula) de forma manual em diferentes locais do ramen e filtrado em tecido de algodao.
Imediatamente ap6s a colheita foi realizada a afericdo do pH com o uso de um
potenciémetro digital (Quimis®, modelo: Q400AS).

Uma aliquota de 50 mL de liquido ruminal foi armazenada congelada em tubos
plasticos ap6s acidificacdo com 5 gotas de H,SO,4 (50%) para posterior determinacdo do
N-NHs. O liquido ruminal foi descongelado e analisou-se o sobrenadante para teor de

NNP por uma adaptacéo ao método de Fenner (1965).
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Uma aliquota de 5 mL de liquido ruminal foi armazenada congelada em tubos
plasticos apds acidificacdo com 5 gotas de HPOj3 para posterior determinagdo dos acidos
graxos volateis (AGV). Foi determinado por cromatografia gasosa, segundo método
preconizado por Barbosa et al. (2001). Foi utilizado um cromatégrafo a gas
(ThermoFinningan, modelo Trace GC Ultra, com detector de ionizagdo de chama
(FID)), equipado com coluna Nukol ligada a &cidos graxos livres, de 30 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro e 0,25 um de espessura. O gas de arraste utilizado
foi 0 Hélio (He) a 0,8 mL min™.

Para a determinacdo do desaparecimento da MS e da FDN adotou-se a técnica
do saco de nailon, com tecido de 50 um de porosidade, confeccionado nas dimensdes de
7 x 14 cm, selados nas bordas e devidamente identificados. ApOs serem pesados,
receberam cinco gramas do feno (moido a 2 mm). Cada saco teve seu peso com a
amostra registrado e preso a uma argola de metal atada firmemente por meio de um
elastico para seu fechamento. Os sacos, com as amostras e presos a argola, foram
embebidos primeiramente em &gua por uma hora e posteriormente presos a uma
corrente de metal de 50 cm ligada a uma ancora de 600 g. Em seguida foram
introduzidos no rumen via canula sempre as 07:00 h (antes do arragcoamento) e retirados
ap0s o tempo estipulado para incubacédo (120, 96, 72, 48, 24, 12, 6 e 3 horas).

Retirados do ramen, estes foram imediatamente imersos em agua fria e lavados
em maquina de lavar por cinco minutos durante trés ciclos. Em seguida foram
colocados em estufa de ventilagdo forcada de ar a 55°C onde permaneceram por 72
horas. Apds este tempo foram retirados da estufa para esfriamento em dessecador e
posterior pesagem. Os sacos foram incubados do 15° ao 19° dia de cada periodo

experimental.
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A fracdo solivel “a” do feno contida nos sacos de nailon foi determinada
mantendo-se 0s sacos em &gua a 38°C por uma hora, depois de lavados e secos foram
pesados, sendo a diferenga entre os pesos inicial e final considerada como a fracéo
soluvel determinada para cada periodo experimental, que corresponderam aos valores
da zero hora nas curvas de degradacdo da matéria seca do feno.

As taxas de degradagdo da MS e FDN por hora “c” foram determinadas com
base na fracdo insoluvel potencialmente degradavel (fracao “b’), que foi obtida apos a
subtragdo da porcao soluvel (fragdo “a”) e insoluvel (parte ndo degradada). A fragdo “c”
foi entdo considerada como a inclinacdo obtida apos a realizacdo de uma regressdo
linear simples do logaritmo neperiano “In” das degradacdes da fracdao “b” ao longo dos
tempos de incubagéo.

As degradabilidades efetivas (DE) da MS e da FDN foram calculadas de acordo
com @rskov e McDonald (1979), emque DE =a + (b x ¢) / (¢ + k), sendo “k” a taxa de
passagem de sélidos estimada no rimen, considerada, no presente estudo como 0,02 h™,
conforme sugerido por Huntington e Givens (1995).

A digestibilidade aparente dos nutrientes foi realizada do 15° ao 19° dia de cada
periodo experimental e estimada através do método de coleta total de fezes, sendo
obtida pela diferenca entre o consumido da dieta pelo animal e o que foi excretado nas
fezes. As fezes foram coletadas imediatamente ap0s a defecacdo, pesadas e amostradas
(100 g kg™) em intervalos de 6 horas e posteriormente congeladas. Ao final dos
periodos experimentais as amostras foram pré-secas, pesadas e homogeneizadas,
procedendo-se entdo a moagem (1mm) para posteriores analises laboratoriais. As baias
foram limpas regularmente para garantir que ndo houvesse contaminacgédo das fezes com

urina ou particulas grosseiras da dieta.
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A digestibilidade in vitro foi determinada segundo metodologia de Tilley e Terry
(1963) adaptada para Ankom Daisy system (Ankom Technology Corp. Macedon, NY,
USA) descrita por Holden (1999). Foi pesado 0,5 g de substrato moido (2 mm) e
acondicionado em sacos de TNT (25 cm?) previamente numerados e pesados, em
triplicata. Estes sacos foram colocados em 4 jarros com vélvula de Bunsen (respeitando
limite de no méaximo 30 sacos por jarro, sendo 2 destes sem amostra para correcdo de
impurezas) contendo aproximadamente 1,6 litros de solucdo tampdo (Solucéo tampédo A
(g/L): 10.0 g KH3P04, 0,5 g MgSO47H0, 0,5 g NaCl, 0,1 g CaCI22H,0 e 0,5 g ureia;
Solucdo B (g/100 mL): 15g Na2COs; 1,0 g Na2S9H,0). Estas solugdes foram
misturadas com relacdo B:A de 1:5, afim de obter um pH final de 6.8. Em seguida, 400
mL de liquido ruminal de cada bovino (coado e transportado em recipiente térmico)
foram adicionados aos jarros e aplicado CO,.

Os jarros permaneceram incubados com agitacdo e temperatura constante de
39°C por 48 horas. Apds 48 horas, foram adicionados 40 mL de HCI (6N) e 8 g de
pepsina por jarro, permanecendo incubados e em agitacdo por mais 24 horas. Ao final,
os jarros foram drenados, os sacos lavados com agua destilada no préprio jarro, e
colocados em estufa a 105 °C por 16 horas para secagem. Depois deste periodo, foram
pesados para se determinar a MS pos-incubacdo e destinados as analises
bromatoldgicas. Os coeficientes de digestibilidade in vitro dos nutrientes (MS, MO, PB
e FDN) foram obtidos através da equacdo: DIV (g/kg) = ((g nutriente incubado — (g
nutriente residual — g branco)) / (g nutriente incubado)) x 1000.

Para analise da producdo cumulativa de gases in vitro, o equipamento AnkomRF
Gas Production System (Ankom Technology, NY, USA) foi utilizado. O sistema conta
com 24 frascos equipados com sensores de pressdo (faixa de pressao: -69, +3447 kPa;

resolucdo: 0,27 kPa; precisdo + 0,1 % do valor medido) ligados via wireless a um
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computador. As amostras (feno e concentrado) moidas a 1 mm, foram incubadas em
triplicata. Em cada frasco (310 mL) foram adicionados 0,5000 = 0,0008 g de amostra,
100 mL de solugdo tampéo pré-aquecida a 39 °C e 25 mL de fluido ruminal coletado em
recipiente térmico dos 4 bovinos.

Para proporcionar ambiente anaerdbio, antes de acoplar o sensor de pressdo ao
frasco, este foi purgado com CO,. Os frascos equipados com 0s sensores de pressdo
permaneceram em agitacdo e temperatura constante de 39°C. A pressédo (psi) de cada
frasco foi determinada e registrada a cada 5 minutos durante 48 horas, sendo ao final
processadas para producdo cumulativa de gases (mL de gas/100 mg de MS incubada).
Os parametros da cinética de producdo de gas foram obtidos por meio do modelo
logistico bicompartimental proposto por Schofield et al. (1994): Y = A/{l+exp[2+
4*B*(Lag-t)]}+D /{1+exp[2+4*E*(Lag-t)]}, onde: Y = volume total de gas no tempo t
(extensd@o da degradacdo); A = volume de gas (mL) de degradacéo rapida; D = volume
de gas (mL) de degradacdo lenta; B = taxa de degradacdo da fracdo rapida (/hora); E =
taxa de degradacdo da fracdo lenta (/hora); e Lag = tempo de colonizacdo das bactérias
(h).

As analises bromatoldgicas do concentrado, feno, sobras e fezes, foram
realizadas segundo as metodologias da AOAC (1995) para MS (967.03), PB (981.10),
MM (942.05) EE (920,29), e de Van Soest (1991) para fibra em detergente neutro
(corrigido para cinzas e proteina - FDNcp) e FDA.

Para analises das concentracGes séricas dos parametros bioquimicos (alanina
amino transferase - ALT, aspartato amino transferase - AST, albumina, gama glutamil
transferase - GGT, ureia, proteinas totais e creatinina kinase - CK), 5 mL de sangue
foram coletados em tubos contendo gel separador e ativador de coadgulo, da cauda de

cada animal, em jejum e as 7:00 horas no Ultimo dia de cada periodo experimental.
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Apb6s homogeneizagdo o sangue foi centrifugado a 3000 rpm, durante 15 minutos para
obtencdo do soro e posteriormente analisado por analisador automético (Roche Cobas
C111 Germany), utilizando-se kits comerciais (Roche Diagnostics Germany).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico SAS
Studant. Os dados de consumo, digestibilidade aparente e parametros sanguineos foram
analisados utilizando um delineamento em Quadrado Latino 4 x 4. O modelo estatistico
utilizado foi:

Yijk = u+ Ti + Pj + Ak + eijk
Onde: Yijk = observacdo do efeito do tratamento i no periodo j, do animal k, p média
geral, Ti = efeito do tratamento i, em que i = 1 (Og OS), 2 (1,25g OS), 3 (2,59 OS) e 4
(3,75g OS); Pj = efeito do periodo j (j = 4 periodos); Ak = efeito do animal k (k= 4
animais) e eijk = erro aleatdrio associado a cada observacao.

Para a degradac&o in situ da MS e FDN e variaveis ruminais pH, N-NH3; e AGV
foi considerado um delineamento em quadrado latino com parcelas subdivididas, onde
as parcelas foram os tratamentos e as subparcelas 0s tempos de incubacdo das amostras
no rimen ou os diferentes horarios de amostragem de liquido ruminal. O modelo incluiu
os efeitos de tratamento, tempo de incubacdo, animal, periodo e tratamento x tempo
para a taxa de degradacdo in situ da MS e FDN. Para as variaveis ruminais pH, N-NHz e
AGV, o0 modelo estatistico incluiu os efeitos de tratamento, horarios de amostragem,
animal, periodo e tratamento x horario. O modelo estatistico utilizado foi:

Yijkl = u+ Ti + Hj + Ak + Pl + (TH)ij + eijkl
Onde: Yijkl = observacdo do efeito do tratamento i para horas de incubacdo (taxa de
degradacéo) ou horério de coleta (variaveis ruminais) j no animal k; « = média geral; Ti
= efeito do tratamento em que i = 1 (0g OS), 2 (1,25g 0S), 3 (2,59 OS) e 4 (3,759 OS);

Hj = efeito dos horarios de incubacdo para desaparecimento (j = 1,..., 8) ou horario de
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coleta para variaveis ruminais (j = 1,..., 7); Ak = efeito do animal (k = 1,...,4), PI =
efeito do periodo (I = 1,..., 4); THij = interacdo entre tratamento i e tempo j; e eijkl =
erro aleatdrio associado a cada observacao.

Quando observadas diferencas significativas, as médias foram comparadas
utilizando teste Tukey a 0,05 de significancia. E quando essas foram significativas, foi
testada a regressdo linear e quadratica.

Os dados de digestibilidade in vitro foram submetidos a analises de variancia
usando procedimento GLM do SAS de acordo com o delineamento inteiramente
casualizado. As médias foram comparadas pelo teste Duncan, em nivel de 0,05 de
significancia.

O procedimento de Gauss-Newton foi utilizado para analise de dados da
producdo cumulativa in vitro de gases, estimando os parametros de fermentagdo. O
sistema de Estatistica e Analise Genética (UFV, 1997) foi utilizado, e as medias

comparadas pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 0,05.

Resultados

N&o houve efeito da inclusdo de Oleos essenciais da semente de sucupira nos
suplementos, sobre a ingestdo da matéria seca do feno (MS feno), matéria seca total
(MS total), proteina bruta do feno (PB feno), proteina bruta total (PB total), fibra em
detergente neutro do feno (FDN Feno), fibra em detergente neutro total (FDN total),
matéria organica do feno (MO feno) e matéria organica total (MO total) em kg dia™ e g
kg™ PC (Tabela 2).

Nao houve efeito significativo para o coeficiente de digestibilidade aparente
(Tabela 3) e in vitro (Tabela 4) da MS, MO e FDN corrigida para cinzas e proteina

(FDNcp), porém houve efeito sobre as digestibilidade aparente e in vitro da PB (g kg™
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MS) com a inclusdo do dleo essencial, sendo para digestibilidade aparente, 768,0 para o
tratamento controle, 702,5 para o tratamento com 1,25 g de 06leo essencial, 676,1 para
2,5 g OS e 699,9 para o tratamento com 3,75g de OS (Tabela 3) e para in vitro, 887,9;
921,8; 904,9 e 939,1, nos respectivos tratamentos (Tabela 4).

Para as variaveis ruminais de degradacéo da FDN e da MS (Tabela 5), ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos para as fragdes “b” e “c” tanto
da FDN como da MS, sendo o mesmo verificado para a degradabilidade efetiva (DE)
destes componentes.

Nas Figuras 1 e 2, verificou-se diferenca significativa entre os tempos de
incubagdo no rumen tanto para o desaparecimento da MS como para o desaparecimento
da FDN, mas sem apresentar interacdo do tratamento com o tempo. A degradacdo da
FDN e da MS se mantiveram estaveis até 6 horas de incubacdo em todos os tratamentos,
com posterior aumento até 120 horas.

Para producdo cumulativa de gases in vitro ndo houve efeito sobre os parametros
A, B, D, E e TOTAL da cinética de degradacdo com a inclusédo do 6leo. Porém, houve
efeito sobre o tempo de colonizacdo microbiana (h) que se apresentou mais baixo no
tratamento controle (Tabela 6).

N&o foram encontradas interacGes entre os tratamentos e 0s horarios de coleta
para os valores de pH e N-NHj3 ruminal. Do mesmo modo, ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos para os valores de pH (Tabela 7) e N-NH; (Tabela 8).

Foram encontradas diferencas significativas para os valores de pH nos diferentes
horérios de coleta (Tabela 7), onde, os maiores valores observados foram entre 2 e 4
horas apds o fornecimento da dieta (09:00 e 11:00 horas) para todos os tratamentos,

decrescendo com o passar do tempo apos a alimentagéo (6,86 a 6,03).
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Houve diferenca significativa para as concentracfes de N-NH; nos diferentes
horérios de coleta, com pico entre 2 e 4 horas apds a suplementacdo (09:00 e 11:00
horas) para todos os tratamentos, decrescendo até obter seus valores minimos 12 horas
apo6s o fornecimento do suplemento, permanecendo baixo até o arragoamento do dia
subsequente, sendo 4,93 e 4,71 mg dL™, respectivamente. O N-NH; ruminal teve uma
amplitude de 4,71 a 33,89 mg dL™, com média de 16,3 mg de N-NH; dL™ de liquido
ruminal (Tabela 8).

N&o houve efeito sobre as concentracdes (mmol L™) de 4cido acético (C2), 4cido
propibnico (C3), acido n-butirico (nC4), acido n-valérico (nC5), acido n-caproico (nC6)
e sobre a soma total de &cidos graxos de cadeia curta. Porém, houve efeito nas
concentracdes de 4cido isobutirico (iC4 - 0,67; 0,81; 0,71 e 0,80 mmol L™) e &cido
isovalérico (iC5 —0,91; 1,14; 1,21 e 1,11 mmol L) com a inclusdo de 6leo de sucupira-
preta em relacdo ao tratamento controle (sem adicéo de 6leo) (Tabela 9).

Para as variaveis sanguineas séricas, albumina (ALB), alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), creatinina (CR), gama glutamil transferase
(GGT), proteinas totais (PT) e ureia, ndo foram encontrados efeitos com a inclusédo do

0leo essencial de sucupira-preta (Tabela 10).

Discussdo

Os efeitos de 6leos essenciais na ingestdo da MS (IMS) e dos outros nutrientes
ainda ndo estdo bem estabelecidos. Coletivamente, os resultados observados em
diversos estudos, sugerem que os efeitos dos éleos essenciais e seus componentes sobre
a ingestdo de alimentos pelos ruminantes variam dependendo do tipo e da dose dos
Oleos essenciais e de diferencas na composicdo da dieta basal fornecida aos animais

(Cobelli et al., 2016).
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No presente estudo ndo houve efeito sobre o consumo de MS, FDN, PB e MO
(Tabela 2), o que corrobora com os resultados encontrados por Benchaar et al. (2006;
2007), onde ndo foram observados alteracbes no consumo de matéria seca (CMS),
producéo e composicdo do leite de vacas leiteiras alimentadas com 750 mg ou 2g com a
mistura diaria de componentes de déleos essenciais. Assim como, Hristov et al. (2013)
também ndo observaram efeito significativo no CMS de vacas alimentadas com niveis
de extrato de orégano. Porém, Yang et al. (2010) relataram que a suplementagdo
dietética com cinamaldeido aumentou o CMS de bovinos em confinamento (no inicio
do periodo de engorda), mas ndo afetou 0 CMS ap0s 4 semanas de confinamento.

Fatores como a degradacdo dos compostos no ramen, adaptacdo microbiana ao
Oleo, taxa de passagem para o duodeno, volatilizacdo e absor¢do dos compostos pela
parede ruminal sdo responsaveis por consideravel parcela das divergéncias entre 0s
ensaios (Villalba e Provenza, 2010).

Embora a digestibilidade aparente e in vitro do total de nutrientes (exceto PB)
ndo tenha sido afetada pela inclusdo do Oleo essencial de sucupira-preta na dieta,
observa-se que a digestibilidade aparente de todos os nutrientes neste estudo foi
semelhante aos resultados obtidos em estudos similares. Benchaar et al. (2006, 2007,
2008) apresentaram digestibilidade da MS, MO e PB maiores que 60,0% e
digestibilidade da FDN e FDA de mais de 52,0%, enquanto o presente estudo in vivo
resultou em quantidades digeriveis de MS, MO, PB e FDN superiores a 60% (Tabela 3).

Beauchemin et al. (1994) e, Buxton e Redfearn (1997) relataram que quando
ocorre ruptura dos tecidos estruturais via ruminacao, permite-se de forma semelhante o
acesso bacteriano ao substrato, proporcionando maior area de superficie de contato,
adesdo e formacdo de biofilme, e desse modo, pode-se explicar resultados ndo

significativos para a digestibilidade da MS.
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Contudo, a digestibilidade da dieta depende de varios fatores inter-relacionados,
como as taxas de passagem e de digestdo dos ingredientes da dieta e 0 seu efeito
associativo com o 6leo (Van Soest, 1994), o que pode ter sido uma das causas da menor
digestibilidade da PB no trato total. Molero et al. (2004) também sugerem que os efeitos
dos Oleos essenciais no metabolismo podem resultar da inibicdo da atividade
proteolitica ou uma diminuicdo no apego e colonizacdo das particulas do alimento por
microrganismos proteoliticos e que pode ocorrer uma diminuicdo na degradacdo da
proteina no rimen, como também ocorreu na digestibilidade in vitro (Tabela 4).

Lin et al. (2013) testando 0,5 ou 1,0 g d™* de uma combinacdo de compostos
ativos de Oleos essenciais (eugenol, carvacrol, citral e cinamaldeido), ndo observaram
diferencas na digestibilidade da MS, FDN e FDA, entre os tratamentos, porém houve
reducdo na digestibilidade da PB para os trés tratamentos que incluiram as misturas de
Oleos essenciais. Segundo os autores, a adicdo dos 0Oleos essenciais pode aumentar o
fluxo de proteina alimentar no intestino e melhorar a eficiéncia de utilizacdo de
proteinas alimentares. O que corrobora os resultados aqui observados (768,0 para o
tratamento controle, 702,5 para o tratamento com 1,25 g de 6leo essencial, 676,1 para
2,5 g OS e 699,9 para o tratamento com 3,75¢g de OS (Tabela 3)).

Estudos tem demonstrado que a acdo dos Oleos essenciais sobre 0s
microrganismos ruminais apresentam diferentes efeitos sobre a degradacdo da MS e das
fracdes fibrosas da dieta no ramen (Cobellis et al., 2016).

O presente experimento ndo evidenciou efeito sobre a degradabilidade da MS e
da FDN da dieta (Tabela 5). Em contra partida, Tager e Krause (2011), ao avaliarem
uma mistura de 6leos essenciais, observaram diferenca sobre a degradacdo da FDN com
a inclusdo dos 6leos essenciais, mesmo ndo observando efeito sobre a digestibilidade

dos nutrientes. Segundo o0s autores como ndo houve alteracdo na digestibilidade total de
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MS e FDN parece que a depressdo in situ do FDN pode ter sido compensada pos-
ruminalmente.

Em relagcdo ao desaparecimento da MS e FDN ndo houve diferenca entre 0s
tempos de 3 e 6 horas de incubacdo que normalmente correspondem ao Lag-time com
adesdo, colonizacdo e inicio da fermentacdo bacteriana para os volumosos (Figura 1 e
2). A partir das seis horas de exposicdo a degradacdo ruminal o desaparecimento
aumentou gradativamente até 120 horas de exposi¢do, com médias de 68,51; 66,23;
69,84 e 67,39% de desaparecimento ruminal da MS do feno para os tratamentos Og OS,
1,25g OS, 2,59 OS e 3,75g OS, respectivamente, neste tempo maximo de incubagédo
ruminal.

A média do volume de gas produzido, independente do nivel de inclusdo de dleo
foi de 15,27 ml 100 mg™* MS incubada (Tabela 6). Foi observado que a producio
cumulativa de gases in vitro (Tabela 6) segue uma similaridade entre os resultados
observados na degradacdo da MS e FDN (Tabela 5), onde ndo houve efeito nas
varidveis analisadas, porém, houve efeito no tempo de colonizagdo microbiana com a
inclusdo do 0leo, assim como nos resultados observados nas Figuras 1 e 2. De acordo
com Brow et al. (2002), a técnica de producdo de gas simula a fermentacéo ruminal, e
pode ser utilizados para prever o padrdo de fermentacdo e degradacdo no ramen, o que
corrobora os resultados observados no presente experimento.

Os valores de pH para todos os tratamentos permaneceram proximos ao pH
normal de 5,8 a 7,0 para 0 bom funcionamento do rGmen conforme proposto por Santos
(2006), sendo o maior valor de 6,9 observado para o tratamento 1,25g OS, duas horas
apos a alimentacdo e o menor valor de 5,9 para o tratamento com Og OS as 15:00 e

19:00 horas (Tabela 7).
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As médias de pH observadas para todos os tratamentos permaneceram proximas
ao valor de 6,4 o qual é considerado como 6timo para o crescimento microbiano (Van
Soest, 1994). Porém, as 8, 10 e 12 horas apds a suplementacdo foram observados
valores inferiores a este, 0 que poderia acarretar em limitacdo da digestdo da fibra
devido a reducdo do numero de microrganismos celuloliticos quando o pH ruminal
encontra-se abaixo de 6,2 (Grant e Mertens, 1992). No, entanto, o baixo pH observado
nestes horarios ndo foi suficiente para afetar a digestibilidade da MS e FDN neste
trabalho (Tabela 3).

Os estudos conduzidos por Benchaar et al. (2007, 2008), Meyer et al. (2009),
Tassoul e Shaver (2009), Tager e Krause (2011) e Hristov et al. (2013) corroboram os
dados acima apresentados, uma vez que estes autores nao observaram diferenca para 0s
valores de pH ruminal ao testarem diferentes fontes de 0leos essenciais comerciais.

Segundo os resultados observados verifica-se que houve um sincronismo entre
os horarios de maior pH com os de maior concentragdo de N-NH; ruminal,
demonstrando relacéo entre horarios de suplementacao e as variaveis analisadas.

As concentracdes de N-NH; (Tabela 8) se mantiveram acima de 6 mg dL™ para
todos os tratamentos das 09:00 as 17:00 horas. Porém, as 07:00 e as 19:00 horas 0s
valores obtidos (4,71 e 4,93 mg dL™) sugerem que possa ter ocorrido limitacdo na
degradacdo da fibra, pois os valores minimos de N-NH3 ruminal para que ndo se tenha
esse tipo de limitacdo se encontram em 5 mg dL™ (Slyter et al., 1979). A diminuicdo na
concentracdo de amonia ruminal pode ser também, indicativa de aumento da sintese de
proteina microbiana nesses horéarios (Tedeschi et al., 2000).

Busquet et al. (2006), ao avaliarem alguns Oleos essenciais (6leo de alho, de
anis, de canela, gengibre, orégano, de pimenta e cravo da india), observaram que houve

diminuicdo das concentragdes de NHjs in vitro, utilizando-se doses elevadas (3000 mg L-
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1), porém, os efeitos ndo se mantiveram em doses moderadas (300 mg L™) e foram
inexistentes em doses mais baixas (3 mg L™). De acordo com os autores, esses
resultados demonstram que a composi¢ao quimica e dosagem do 6leo essencial podem
influenciar nos efeitos sobre 0 metabolismo do N ruminal.

Com isso, para cada dieta h4 um valor 6timo de concentragdo amoniacal
correspondente, pois a capacidade de sintese proteica e a captacdo de am6nia dependem
da taxa de fermentacdo dos carboidratos e maiores taxas de fermentacdo determinam
maiores eficiéncias, permitindo niveis de amdnia relativamente maiores (Van Soest,
1994), como ocorreu na presente pesquisa 4 horas apos a suplementacao.

Ao se analisar diversos estudos observa-se que a atividade antimicrobiana de
varios 0Oleos essenciais comporta-se como pH dependente, tendo sua atividade
potencializada em pH baixo (proximo de 5,5) (Castillejos et al., 2006 e Rodriguez Prado
et al., 2012). Isto acontece devido ao estado hidrofilico das moléculas ativas. A medida
que o pH diminui, as moléculas tendem a se tornar ndo dissociadas e interagem mais
facilmente com as membranas celulares bacterianas, exercendo o seu efeito
antimicrobiano (Cardozo et al., 2005).

No presente estudo, o pH manteve-se dentro da normalidade (6,4) e ndo foi
observado diferenca nas concentrac@es totais de C2 e C3 (Tabela 9). Ja no trabalho de
Cardozo et al. (2005) em pH 5,5, o cinamaldeido (6leo essencial da canela) aumentou a
concentracdo total de acido graxo de cadeia curta (AGCC) e diminuiu a relacdo C2:C3.
Entretanto, em pH 7,0 este d6leo essencial exerceu o efeito oposto, diminuindo a
concentracdo total de AGCC e aumentando a relacdo C2:C3.

Resultados semelhantes foram relatados por Castillejos et al. (2006) utilizando
doses de 5, 50, 500 e 5000 mg L™ de alguns 6leos essenciais (eugenol, timol, guaiacol,

limoneno e vanilina). E 0 aumento do pH com 500 mg L™ de timol foi consistido em
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uma depressao na concentracao total de acetato, propionato, lactato e metano, sugerindo
que a fermentacdo microbiana do rumen foi inibida por causa da atividade
antimicrobiana do timol.

Houve efeito de tratamento sobre o aumento nas concentragfes de isobutirado
(iC4 - 0,67; 0,81; 0,71 e 0,80 mmol L™) e isovalerato (iC5 — 0,91; 1,14; 1,21 e 1,11
mmol L™ (Tabela 9). A formacdo desses dois &cidos graxos de cadeia ramificada
(AGCR) ocorre a partir da fermentagdo de aminoacidos de cadeia ramificada, como a
valina e leucina pelas bactérias aminoliticas (Russell, 2002).

Esses AGCR sdo produzidos e liberados para o fluido ruminal, principalmente
pelas bactérias com alta atividade desaminativa, e sdo substratos essenciais para o
crescimento das bactérias que degradam os carboidratos fibrosos. Nesse processo,
NAD" é reduzida & NADH, mas as reagdes e enzimas envolvidas na desaminacio e
descarboxilacdo oxidativa ndo sdo claramente conhecidas (Kozloski, 2011).

Tekippe et al. (2013) ao trabalharem com vacas em lactacdo utilizando um 6leo
essencial comercial (525 mg d*), também ndo verificaram efeito na concentracdo de
AGCC. Porém, como no presente estudo, observou-se efeito nas concentracdes de
isobutirato e isovalerato. Nesse contexto, verifica-se a eficdcia de alguns Oleos
essenciais em atuar na deaminacdo dos aminoacidos valina e leucina.

Os resultados detectados nas variaveis sericas (Tabela 10) indicam que a
inclusdo do 6leo ndo tem influéncia sobre a funcdo de 6rgdos (figado e rins) associados
as substancias sanguineas testadas nesta pesquisa.

A concentracdo de nitrogénio ureico no sangue esta altamente correlacionada
com a concentracdo de N-NH3; do ramen (Petit e Flipot, 1992, Davidson et al., 2003). A
sintese de ureia no figado é realizada a partir de amdnia absorvida pelo ramen, sendo

assim, a amoénia ruminal em excesso do requerimento microbiano € absorvida pela
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parede do rumen para o sangue portal e a maior parte € convertida em ureia no figado.
Como ndo foram observadas alteracbes na concentragdo de N-NH; (Tabela 8),
alteracbes nas concentracdes séricas de ureia também ndo foram evidenciadas (Tabela
10).

Swenson e Reece (1996), consideram valor de nitrogénio ureico entre 10 e 30
mg dL™ normais para bovinos, no presente estudo, os valores de ureia encontrados
permanecem na média de 24,14 mg dL™, abaixo de limite superior. Porém, segundo
Valadares et al. (1997), a concentracdo de N ureico para a maxima eficiéncia
microbiana varia de 12,5 a 15 mg dL™, sendo que acima desses valores poderia ocorrer

uma perda de proteina no processo de fermentacdo ruminal.

Conclusao

O dleo essencial da semente de sucupira-preta apresenta efeito positivo de
modulacdo da fermentacdo ruminal nas primeiras 4 horas, estimulando as bactérias
aminoliticas em produzir isoacidos de cadeira curta para crescimento de bactérias
fibroliticas. Esse efeito temporéario resultou num melhor aproveitamento do FDN de
volumoso de baixa qualidade, na manutencao do pH em dietas com maior proporcao de
grdos, porém aumentou negativamente a fermentacéo de proteina bruta.

Seriam necessarios mais estudos em relacdo a adaptacdo das bactérias ao 6leo e
no tipo e forma de fornecimento dos mesmos para que seu efeito seja permanente e que
se tenha a possibilidade de prevenir acidose em dietas com alta proporcdo de

concentrado.
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Tabelas e Figuras

Tabela 1- Composicdo quimico-bromatologica do suplemento e do feno Panicum

maximum cv. Massai

B Suplemento
Variavel L Feno
Concentrado

Composicdo Bromatoldgica (g kg™de MS)

MS 943,7 9324
MO 917,5 927,8
PB 146,9 27,6
FDN 193,1 763,2
FDA 53,9 437,0
EE 32,9 9,0

MM 77,8 63,7
CNF? 727,2 138,0

MS= matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente
neutro; FDA = fibra em detergente &cido; EE = extrato etéreo e MM = matéria mineral.
'Composicdo do suplemento concentrado (g kg™): milho grdo (810 g), farelo de soja (160 g),
ureia (15 g) e minerais (15 g). Niveis de garantia do suplemento concentrado (g ou mg kg™): Ca
—méax: 18 g, min - 12 g; P — max: 5 g; Na — min: 3,7 g; S — min: 1,5 g; Zn — min: 70,5 mg; F —
max: 50 mg; Cu — min: 28 mg; Mn — min: 12 mg; | — min: 1,40 mg; Co — min: 0,94 mg; Se —
min: 0,23 mg.

’CNF = 100 — (PB + MM + FDNcp + EE) e o suplemento concentrado CNF = 100 — ((PB — PB
derivada da ureia + inclusdo de ureia) + MM + FDNcp + EE) (Hall, 2000).
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Tabela 2 - Ingestéo (kg d* e g kg” de PC) de MS, PB, FDN e MO de feno de capim

Panicum maximum cv. Massai em novilhos submetidos a diferentes niveis de

inclusdo de 6leos essenciais da semente de sucupira-preta na dieta

Niveis de inclusdo de dleo essencial de sucupira-preta

Ingestdo EPM P-value
0g OS 1,259 OS 2,59 OS 3,759 OS
Kgd*
MS Feno 4,53 4,67 4,45 4,05 0,2558 0,4222
MS Total 11,09 11,44 11,04 10,78 0,1148 0,1381
PB Feno 0,12 0,12 0,12 0,10 0,0001 0,2051
PB Total 1,08 1,12 1,07 1,08 0,0005 0,0564
FDN Feno 3,78 3,89 3,73 3,39 0,2081 0,4413
FDN Total 5,05 5,22 4,99 4,68 0,1517 0,3447
MO Feno 4,21 4,34 4,15 3,77 0,2424 0,4547
MO Total 10,23 10,51 10,23 9,962 0,1068 0,2353
gkg? PC
MS Feno 8,95 9,12 8,90 8,07 0,6201 0,5158
MS Total 21,93 22,30 22,05 21,32 0,6191 0,4790
PB Feno 0,23 0,24 0,23 0,20 0,0007 0,3233
PB Total 2,14 2,02 2,15 2,13 0,0022 0,2177
FDN Feno 7,46 7,60 7,44 6,74 0,7225 0,5298
FDN Total 9,97 10,19 9,95 9,29 0,6643 0,4876
MO Feno 8,31 8,46 8,28 7,52 0,5864 0,5499
MO Total 20,21 20,48 20,42 19,70 0,6742 0,5669

MS: matéria seca, PB: proteina bruta, FDN: fibra em detergente neutro, MO: matéria organica.
Tratamentos: 0g OS: 0g de 6leo essencial kg MS; 1,25g OS: 1,25g de 6leo essencial kg™ MS; 2,5g OS:
2,59 de 6leo essencial kg™ MS e 3,75g OS: 3,75g de 6leo essencial kg™ MS. PC: peso corporal, EPM:
erro padrdo da média.
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Tabela 3 - Coeficiente de digestibilidade aparente da MS, MO, PB e FDNcp da dieta de
novilhos submetidos a diferentes niveis de inclusdo de 6leos essenciais da
semente de sucupira-preta na dieta

o Niveis de inclusdo de 6leo essencial de sucupira-preta
Digestibilidade EPM P-value

0g OS 1,2590S  2590S 3,759 OS

Digestibilidade em g kg™ de MS

MS 746,7 719,8 686,6 707,5 1,76 0,2116
MO 738,6 709,6 674,7 698,8 1,88 0,2183
PB! 768,0" 702,58 676,1° 699,97° 0,01 0,0329
FDNcp 652,3 632,7 586,0 604,9 0,02 0,4347

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05). MS: matéria seca,
MO: matéria organica, PB: proteina bruta, FDNcp: fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e
proteina. EPM: erro padrdo da média. Tratamentos: Og OS: 0g de 6leo essencial kg™ MS; 1,25g OS: 1,25¢
de 6leo essencial kg* MS; 2,5g OS: 2,59 de 6leo essencial kg™ MS e 3,759 OS: 3,75g de 6leo essencial
kg™ MS.

LY (linear) = 0,78 — 0,03 x tratamento (R? = 0,51; P = 0,0028); Y (quadratica) = 0,87 — 0,12 x tratamento
+ 0,02 x tratamento? (R? = 0,66; P = 0,0016).

Tabela 4 - Coeficiente de digestibilidade ruminal in vitro da MS, MO, PB e FDN do
feno de capim Panicum maximum cv. Massai e do suplemento concentrado
em novilhos submetidos a diferentes niveis de incluséo de dleos essenciais
da semente de sucupira-preta na dieta

Niveis de inclusdo de 6leo essencial de

Digestibilidade sucupira-preta

(0 kg de MS) EPM  P-value
0gOS 1,25g0S 2,5g0S 3,759 OS
Feno
DIVMS 466,6 478,8 462,1 470,8 6,45 0,9329
DIVMO 4487 465,9 443,3 455,5 6,65 0,8558
DIVFDN 705,2 696,3 696,7 693,6 3,51 0,8654
DIVPB 367,7 312,2 338,2 293,7 8,58 0,1843
Concentrado
DIVMS 929,6 940,4 941,7 929,2 28,85 0,5839
DIVMO 926,0 938,8 940,0 9254 30,15 0,4835
DIVFDN 958,1 966,6 970,6 967,8 13,85  0,1873
DIVPB 887,9° 9218 904,9° 939,1° 33,79  0,0045

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05). DIV:
digestibilidade in vitro; MS: matéria seca, MO: matéria organica, PB: proteina bruta, FDN: fibra em
detergente neutro. EPM: erro padrdo da média. Tratamentos: 0g OS: Og de 6leo essencial kg™ MS; 1,25g
0S: 1,259 de 6leo essencial kg™ MS; 2,59 OS: 2,5g de 6leo essencial kg™ MS e 3,75g OS: 3,75g de 6leo
essencial kg™ MS.
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Tabela 5-Estimativa das varidveis ruminais de degradacdo da fibra em detergente neutro
(FDN) e da matéria seca (MS) do feno de capim Panicum maximum cv.
Massai em novilhos submetidos a diferentes niveis de inclusdo de 6éleos
essenciais da semente de sucupira-preta na dieta

Niveis de inclusdo de éleo essencial de sucupira-preta

Variaveis

(fragéio 0-1) 0g OS 1,259 OS 2590S  3,7590S  EPM  P-value

FDN
b 0,653 0,635 0,672 0,647 118  0,2633
c 0,030 0,029 0,028 0,026 043  0,9204
DE 0,393 0,362 0,391 0,357 253  0,6644
MS (a=0,181)
b 0,503 0,480 0,516 0,492 1,05 0,977
c 0,028 0,034 0,028 0,029 066  0,9062
DE 0,584 0,574 0,588 0,562 344  0,9491

a - fracdo solGvel; b - fracdo insoluvel potencialmente degradavel; ¢ - taxa de degradacdo ( h™); DE -
degradacdo efetiva (0,02 h*); EPM: erro padrdo da média. Tratamentos: Og OS: Og de 6leo essencial kg™
MS:; 1,25g OS: 1,259 de 6leo essencial kg™ MS; 2,59 OS: 2,59 de 6leo essencial kg™ MS e 3,75g OS:
3,75g de 6leo essencial kg™ MS.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Desaparecimento da MS (fragéo 0-1)

Horas de Incubagéo

——0g0S —125g05 —A—25g0S —%—3,75g0S

Figura 1 - Desaparecimento (fragdo 0-1) da matéria seca (MS) do feno de capim Panicum maximum cv.
Massai no rimen de bovinos submetidos a diferentes niveis de inclusdo de 6leos essenciais da
semente de sucupira-preta na dieta. Médias seguidas de letras diferentes se diferem pelo teste
de Tukey (P<0,05). Tratamentos: 0g OS: Og de 6leo essencial kg™ MS; 1,25g OS: 1,25g de
6leo essencial kg™? MS; 2,59 OS: 2,59 de 6leo essencial kg? MS e 3,75g OS: 3,75g de 6leo
essencial kg™ MS.



1239
1240
1241
1242
1243
1244
1245
1246

1247

1248
1249
1250

1251
1252
1253
1254
1255
1256
1257
1258

44

0 10 20 30 40

80
=
S 70
o
S 60
©
£ 50
2
a 40
LL
S 30
S
é 20
'S 10
L
g 0
©
3
a

—%—0g0S —M—125g0S —A—25g0S —e—3,75g0S

50 60 70 80
Horas de Incubacéo

90 100

110

120

Figura 2 - Desaparecimento (fracdo 0-1) da fibra em detergente neutro (FDN) do feno de capim Panicum

maximum cv. Massai no rimen de bovinos submetidos a diferentes niveis de incluséo de 6leos

essenciais da semente de sucupira-preta na dieta. Médias seguidas de letras diferentes se

diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Tratamentos: Og OS: 0g de dleo essencial kg® MS;
1,259 OS: 1,25g de dleo essencial kg™ MS; 2,5g OS: 2,5g de 6leo essencial kg™ MS e 3,75g
0S: 3,75g de dleo essencial kg™ MS.

Tabela 6 — Parametros estimados da producéo cumulativa de gases in vitro em liquido
ruminal de bovinos, submetidos a diferentes niveis de inclusdo de Gleos

essenciais da semente de sucupira-preta na dieta

Nivel de inclusdo de dleo essencial de sucupira-

Parametros da fermentagio preta EPM  P-value
0g OS 1,2590S 2,59 0S 3,759 OS
A (mL 100mg™ MS incubada) 4,31 3,54 3,61 3,73 0,002 0,544
B (h?) 45,13 41,76 40,55 40,04 0,021 0536
Lag (h)* 4,48° 482° 5,18° 5,21¢ 0,001 0,049
D (mL 100mg™ MS incubada) 11,92 11,97 10,66 11,33 0,003 0,337
E(h?) 4,82 5,10 4,50 4,73 0,001 0,505
Total (mL 100mg™ MS incubada) 16,23 15,51 14,27 15,06 0,004 0,390

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05). EPM = erro
padrdo da média; ‘Lag = 4,543 + 0,202 x tratamento (R? = 0,99); A = producéo cumulativa de gases das
fracOes de rapida fermentacdo (mL/100 mg de MS incubada); B = taxa de fermentacdo da fracdo A
(%/hora); Lag = Lag-time = tempo de coloniza¢do microbiana (horas); D = produgdo cumulativa de gases
das fracBes de lenta fermentacdo (mL/100 mg de MS incubada); E = taxa de fermentagdo da fragdo D;
Total = producéo cumulativa de gases (mL/100 mg de MS incubada). Tratamentos: 0g OS: Og de 6leo
essencial kg® MS; 1,25g OS: 1,259 de 6leo essencial kg™ MS; 2,5g OS: 2,5g de 6leo essencial kg™ MS e

3,75g OS: 3,75g de 6leo essencial kg™ MS.
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Tabela 7-Meédias dos quadrados minimos e erros padrdes das médias do pH do liquido

ruminal em novilhos submetidos a diferentes niveis de inclusdo de 64leos

essenciais da semente de sucupira-preta na dieta

pH
Horério de Niveis de inclusdo de 6leo essencial de sucupira-preta )
Médias

coleta 0g 0S 1,259 0S 259g0S  3,75g OS

07:00 6,77+0,12  6,17+0,12 6,74+0,12 6,71+0,12 6,73+0,06"
09:00 6,82+0,12  690+0,12 683+0,12 689+0,12 6,86+ 0,06"
11:00 6,56 +0,12  6,73+0,12  6,63+0,12 6,72+0,12 6,66+ 0,06"
13:00 6,35+0,12  6,26+0,12 6,23+0,12 6,33+0,12 6,29+ 0,06
15:00 589+0,12  6,07+012 6,12+012 6,03+0,12 6,03+0,06°
17:00 6,13+0,12 6,14+0,12  6,23+0,12 6,06+0,12 6,14 +0,06¢
19:00 5,98+ 0,12 6,01+0,12 6,06+012 6,15+0,12 6,05+0,06°

Médias 6,36+0,05  640+005 640+0,05 6,41+0,05

Meédias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si (Tukey, P <.0001). Tratamentos: Og OS:
0g de 6leo essencial kg™ MS; 1,25g OS: 1,25g de dleo essencial kg™ MS; 2,59 OS: 2,5g de 6leo essencial
kg™ MS e 3,75g OS: 3,75g de 6leo essencial kg™ MS.

Tabela 8-Medias dos quadrados minimos e erros padrdes das medias do N-NH; ruminal

(mg dL™) em novilhos submetidos a diferentes niveis de inclusdo de dleos

essenciais da semente de sucupira-preta na dieta

N-NH;
Horério Niveis de incluséo de dleo essencial de sucupira-preta

Médias
de coleta 0g OS 1,259 0S 2,59 0S 3,759 OS
07:00 512+2,80 424+280  403+280 546+280  4,71+1,40°
09:00 27,05+2,80 3345+2,80 2604+280 30,34+280 29,22 +1,40"
11:00 31,49+280 3823+280 29,72+280 36,11+280 33,89 +1,40"
13:00 2470+2,80 2317+2,80 1860+280 14,46+280 20,23 +1,40°
15:00 12,25+2,80 1521+2,80 1397+2,80 1245+2,80 13,47 +1,40°
17:00 6,96 +2,80 6,27 +2,80 9,18 +2,80 820+280  7,65+1,40°°
19:00 564+280 3,06+280  618+280  485+280  4,93+1,40°
Médias 16,17+1,06 17,66+1,06 1539+1,06 1598+ 1,06

Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si (Tukey, P <.0001). Tratamentos: Og OS:
0g de 6leo essencial kg™ MS; 1,25g OS: 1,259 de 6leo essencial kg™ MS; 2,59 OS: 2,59 de 6leo essencial
kg™ MS e 3,759 OS: 3,759 de 6leo essencial kg™ MS.
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Tabela 9- Efeito da inclusdo de dleos essenciais da semente de sucupira-preta na dieta

de bovinos suplementados com concentrado na producéo de &cidos graxos

volateis de cadeia curta no rimen

Niveis de inclusdo de éleo essencial de sucupira-preta

Acidos graxos

0g OS 1,250S  2,590S  3,75g0S  EPM  P-value
(mmol L™)
c2 85,66 85,04 81,86 84,09 215 05728
C3 22,21 20,59 19,10 19,11 1,16  0,2103
iC4 0,67° 0,81° 0,71* 0,80 0,02  0,0007
nC4 12,58 12,93 12,62 13,84 0,54  0,3522
iC5 0,91° 1,14° 1,21° 1,11° 0,45  0,0001
nC5 0,77 0,83 0,86 0,93 0,05  0,1456
nC6 0,21 0,24 0,27 0,32 0,04  0,3822

Soma Total de AGV 123,05 121,62 116,67 120,24 2,72 0,4007

C2 = 4cido acético, C3 = acido propidnico, iC4 = acido isobutirico, nC4 = &cido n-butirico, iC5 = 4cido
isovalérico, nC5 = 4cido n-valérico, nC6 = acido n-capréico. EPM= erro padrdo da média. Médias
seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si (Tukey, P<0,05). Tratamentos: 0g OS: Og de
6leo essencial kg™* MS; 1,25g OS: 1,25g de 6leo essencial kg* MS; 2,5g OS: 2,59 de 6leo essencial kg™
MS e 3,75g OS: 3,75g de dleo essencial kg™ MS.

Tabela 10— Parametros bioquimicos séricos em novilhos submetidos a diferentes niveis

de inclusdo de 6leos essenciais da semente de sucupira-preta na dieta

Variaveis Niveis de incluséo de dleo essencial de sucupira-preta

i EPM P-value
sanguineas 0g OS 12508 25g0S  3,7590S
ALB 37,00 35,00 36,50 35,00 1,03 0,4547
ALT 26,25 24,27 23,07 22,97 1,55 0,4538
AST 69,45 52,90 62,06 55,35 3,27 0,0578
CR 1,38 1,32 1,35 1,42 1,37 0,6420
GGT 19,22 14,40 15,22 16,75 1,14 0,0915
PT 73,30 70,27 71,95 73,97 2,87 0,8092
UREIA 27,05 20,72 23,15 25,67 1,76 0,1545

ALB: Albumina (g dL™), ALT: alanina aminotransferase (Ul L™), AST: aspartato aminotransferase (Ul
L), CR: creatinina (mg dL™), GGT: Gama glutamil transferase (Ul L), PT: proteinas totais (g dL™),
UREIA: ureia (mg dL™). Tratamentos: 0g OS: 0g de dleo essencial kg™® MS; 1,25g OS: 1,25g de 6leo
essencial kg MS; 2,5g OS: 2,5g de dleo essencial kg™ MS e 3,75g OS: 3,759 de dleo essencial kg™ MS.



