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Quantas vezes eu estive

Cara a cara com a pior metade?

A lembranca no espelho

A esperanga na outra margem
Quantas vezes a gente sobrevive

A hora da verdade?

Na falta de algo melhor

Nunca me faltou coragem

Se eu soubesse antes o que sei agora
Erraria tudo exatamente igual.
Tenho vivido um dia por semana
Acaba a grana, més ainda tem

Sem passado nem futuro

Eu vivo um dia de cada vez

Quantas vezes eu estive

Cara a cara com a pior metade?
Quantas vezes a gente sobrevive

A hora da verdade?

Se eu soubesse antes o que sei agora
Iria embora antes do final.

Surfando karmas e DNA

Eu ndo quero ter o que eu ndo tenho
Eu néo tenho medo de errar!
Surfando karmas e DNA

N&o quero ser 0 que eu ndo sou

Eu n&o sou maior que o mar

Na falta do que fazer, inventei a minha liberdade!
Surfando karmas e DNA.

(Surfando karmas e Dna- Engenheiros do hawaii)
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RESUMO

O trabalho teve como objetivo avaliar novilhos com consumo restrito, suplementados
com monensina, 6leo de copaiba e associa¢do. Os parametros avaliados foram: digestibilidade
total, excrecdo de derivados de purina e sintese microbiana. Foram utilizados quatro novilhos
da raca Jersey, castrados, vermifugados e providos de canula ruminal. Os animais foram
mantidos em baias individuais recebendo Silagem de milho e suplementacdo proteica com
38%PB. O delineamento experimental utilizado foi quadrado latino 4x4. Os tratamentos
avaliados foram: silagem de milho + suplemento proteico (controle), silagem de milho +
suplementacdo proteico com monensina, silagem de milho + suplemento proteico com 6leo de
copaiba, silagem de milho + suplemento proteico com monensina e 6Oleo de copaiba
(associacao). A quantidade de monensina sodica inclusa foi de 0,9 mg/kg PV; e a dose de 6leo
de copaiba utilizada foi de 1,0 g/Kg de PV. Como o 06leo de copaiba apresenta uma alta
densidade foi diluido em alcool isopropilico em uma proporcdo de 0,59 de 6leo de copaiba
para 7 mL de alcool, para uma melhor pulverizacdo. A associacdo entre 6leo de copaiba e
monensina alterou negativamente a disgestibilidade da matéria seca e da FDN, porém se
atuarem de forma isolada o efeito foi positivo para a proteina bruta. Ndo ocorreram efeitos
para a excrecdo de derivados de purina, para a monensina e a associa¢do de monensina + 6leo
de copaiba. O 6leo de copaiba aumentou a excre¢do de Purinas totais e a associacdo entre
monensina e copaiba, alterou negativamente a sintese de proteina microbiana dos animais. A
monensina e o0 Oleo de copaiba em associacdo reduz a matéria seca da digestibilidade e
nitrogénio e proteina bruta da sintese microbiana, ja utilizadas isoladamente obtiveram
comportamentos parecidos na digestibilidade e o dleo de copaiba aumentou as purinas totais e

as purinas absorvidas na sintese microbiana.

Palavras-chave: Novilhos, suplementacdo, monensina, 6leo de copaiba
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ABSTRACT

The study aimed to evaluate steers with restricted intake, supplemented with monensin,
copaiba oil and association. The parameters evaluated were: total digestibility, excretion of
purine derivatives and microbial synthesis. Four Jersey’s steers were used and kepted in
individual paddocks receiving corn silage and protein supplementation with 38% CP. The
experimental design was 4x4 Latin square. The treatments were: corn silage + protein
supplement (control), corn silage + protein supplementation with monensin, corn silage +
protein supplement with copaiba oil, corn silage + protein supplement with monensin and
copaiba oil (association). The included amount of monensin was 0.9 mg/kg BW; and copaiba
oil was 1.0 g/kg BW. Copaiba oil was diluted with isopropyl alcohol in a ratio of 0.5g copaiba
oil to 7 ml of ethanol, to better spraying. The association between copaiba oil and monensin
negatively altered the digestibility of dry matter and NDF, but if they act in isolation the effect
was positive for crude protein. There were no effects on the excretion of purine derivatives, to
the combination of monensin and monensin + copaiba oil. Copaiba oil increased excretion of
total Purines and the association between monensin and copaiba negatively altered the
microbial protein synthesis animals. The monensin and copaiba oil in combination reduces
the dry matter digestibility and crude protein nitrogen and microbial synthesis, as used alone
obtained similar behavior in digestibility and copaiba oil increased total purines and purines
absorbed into the microbial synthesis.

Key words: steers, supplementation, monensin, copaiba oil.
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1.Introdugéo

Com a crescente demanda mundial por produtos de origem animal e os niveis de
exportacdo de carne do Brasil subiram consideravelmente nos ultimos anos ha a necessidade
de recursos para atendimento da demanda. Visando melhorar a eficiéncia dos animais de corte
criou-se aditivos alimentares para acelerar o processo de engorda dos animais com dietas ricas
em carboidratos e proteina.

H& vérios lonoforos disponiveis no mercado, porém os mais utilizados no Brasil sdo a
Monensina Sédica e a Lasalocida Sddica, apesar da eficiéncia que os londforos apresentam ha
alguns tipos de restricdo sobre o produto. A Monensina por exemplo deve ser oferecida em
pequenas quantidades para o animal, pois uma grande quantidade no organismo pode
acarretar em intoxicacdao do animal. E apesar de ndo confirmado existe a preocupacéo de que
exista algum risco para a saide humana.

Os londforos sdo conhecidos por auxiliar o processo de fermentacdo ruminal,
tem sido bastante difundido e estudo nos ultimos tempos por pesquisadores que se dedicam a
nutricdo animal, antes utilizado na atividade avicola para combate de doencas causadas por
bactérias e logo em seguida utilizadas em bovinos de corte, onde se tem o propdsito de
modificar a fermentacdo ruminal, proporcionando alteragfes na populacdo bacteriana ruminal,
através de selecdo de bactérias Gram negativas.

As Bactérias Gram negativas sdo responsaveis pela producdo de acido propidnico, ou
seja, melhora a eficacia da digestibilidade de dietas altamente concentradas, o que propicia
melhor conversdo alimentar e maior rendimento do animal, com menor consumo alimentar.

Todos os carboidratos digeridos no rumen, transformam-se em acidos graxos volateis
(AGVs) que sdo a fonte de energia mais importante para o bovino: os principais sdo 0 acético
(C2), o propibnico (C3) e o butirico (C4) e suas concentracdes e porcdes relativas dependem
da dieta (LUCCI, 1997).

Com dietas a base de forragem, o pH se mantém estavel devido a lenta digestdo da
fibra. As variacGes destas proporgdes com dietas a base de forragens sdo bruscas e ndo podem
ser previstas. As mudancas que a taxa de fermentacdo sofre com dietas ricas em concentrados
sdo mais faceis de predizer, pois a microflora € menos variada nas dietas a base de forragem
(CHURCH, 1993).

A proporg¢do acetato: propionato ¢ a utilizada para comparar dietas e predizer um valor

nutritivo relativo. Em geral, quando na dieta se aumenta os niveis de celulose e hemicelulose
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em relacdo aos niveis de carboidratos sollveis e amidos, também se aumenta a proporcao
acetato: propionato.

Por este motivo a unido Europeia através do Regulamento n° 1831/2003 determinou a
proibicdo da utilizacdo de antibidtico e cocciodisostaticos como aditivos alimentares para
bovinos. (Gomes, 2009). Esta medida pretende prevenir os efeitos de uma possivel relacdo
entre a utilizacdo de antibidticos na nutricdo animal e o aumento da incidéncia de
microorganismos resistentes, observada na medicina humana, (Marino et al.,2008).

Apesar da U.E. ndo ser o principal importador da carne bovina brasileira, houve a
necessidade de criar alternativas para que a produtividade de animais criados em sistema de
confinamento ndo fosse prejudicada se causo houvesse a proibicdo de antibidticos na
producdo da carne bovina nos principais paises importadores, e também como um meio de
producdo alternativa que se utilizasse de produtos naturais que obtivesse 0S mesmos
resultados no produto final.

Assim surgiu os estudos de dleos funcionais e esséncias na nutricdo de ruminantes,
devido suas propriedades antibacterianas que poderiam selecionar os microorganismos do
rumem. Existem a evidéncia que muitos destes Oleos reduzem a taxa de deaminacdo de
aminoacidos, a taxa de producdo de aménia e o numero de bactérias hiperprodutoras de
amonia, com aumento no escape ruminal de N para o intestino (Mcintosh, et al., 2003).

Portanto objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da adicdo de 6leo de copaiba
em associacdo a Monensina sodica sobre a digestibilidade total e sintese microbiana de

novilhos mantidos em consumo restrito de nutrientes.

2.Revisao de Literatura

2.1Microbiota Ruminal

O rdmen representa um complexo ecossistema composto por microrganismos como
bactérias, fungos, protozoarios ciliados e flagelados. Esses microrganismos produzem
enzimas capazes de degradar a celulose das plantas, 0 que fornece energia ao seu hospedeiro
em uma relacdo mutualistica (ARCURI et al., 2006).

De acordo com Fernando et al. (2010), o fornecimento de dietas com elevada
proporcdo de concentrado (60 a 80 %) durante a adaptagdo ao confinamento aumentou as
populacdes de Megasphaera elsdenii, Streptococcus bovis e Selenomonas ruminantium. Por

outro lado, butyvibrio fibrosolvens e fibrobacter succinogenes foram 40 e 20 vezes menores,
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respectivamente, quando comparadas aquelas encontradas em animais recebendo dieta com
alta forragem.

O aumento de carboidratos fermentaveis no radmen leva um aumento na glicose, ou
seja, energia (GALYEN; RIVERA, 2003), que quando em excesso, estimulam a producédo de
lactato, principalmente através das bactérias Streptococus bovis.

A presenca de glicose no liquido ruminal pode favorecer o crescimento de
Streptococcus bovis e Lactobacillus sp., 0s quais promovem conversao de glicose/piruvato em
acido latico, o que afeta o pH ruminal e reduz a adesdo dos microorganismos celuloliticos,
comprometendo a digestdo da fibra em detergente neutro (SANTQOS, 2011).

O baixo pH ocorre em casos de acidose clinica, onde had maior acumulo de &cido
latico, devido ao aumento de atividade de bactérias fermentadoras de ac. Latico e glicose no
rimen, a concentracdo de ac. Latico dentro do ramen, ndo deve exceder 5 mmol/L,
considerando o limite para pré-disposicdo a acidose aguda (OWENS et al., 1998).

As Archaea metanogénicas, responsaveis pela producdo de CH,4, formam um grupo
distinto de microrganismos, possuindo co-fatores (coenzima M, F420, F430) e lipideos (éteres
de isopranil glicerol) Unicos. Apesar de varias espécies metanogénicas terem sido isoladas em
diversos habitats anaerobios, somente duas, Methanobrevibacter ruminantium e
Methanosarcina sp foram encontradas em grande nimero no rimen. A conversao anaerdbia
da matéria organica em CH,4 no rimen envolve um consorcio de microorganismos ruminais,
com a etapa final realizada pelas metanogénicas (MCALLISTER et al, 1996). Para Joblin
(1999), a gestdo do H, no rimen é a chave para controlar as emissdes de CH,4 pelos
ruminantes.

No rimen, as Archaea sao encontradas associadas a protozoario ciliados e justapostas
com bactérias. Espécies metanogénicas tem grande afinidade em sintetizar CH, a partir de H,
e CO; para gerar suas necessidades energéticas para o crescimento (Miller 1995). CH4 é um
subproduto da fermentacdo ruminal, e sua producdo serve como principal “dreno” de
hidrogénio (JOHNSON e JOHNSON, 1995).

A parede celular destes microrganismos € composta por pseudomureina,
proteina, glicoproteina ou heteropolissacarideos e a sequéncia de nucleotideos indica uma
evolucdo inicial distinta das bactérias (ISHINO et al., 1998). Segundo Nagajara et al. (1986),
0s protozoarios ciliados tém um papel significativo no metabolismo ruminal do amido e do
acido latico no ramen. Isso se deve ao uso dos agucares e amido como substratos pelos

protozoarios, impedindo que esses produtos sejam utilizados na fermentacdo microbiana.
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(NEWBOLD; CHAMBERLAIN; WILLIAMS, 1986). Os protozoarios ciliados sdo mais
sensiveis de que as bactérias as flutuacdes e reducdes do pH ruminal, onde a queda no numero
destes pode ser um indicativo de acidose. (GOAD, GOAD; NAGARAJA, 1998).

Os protozoarios ciliados podem variar entre 104 até 106 ciliados por mililitro de
conteddo ruminal (KAMRA, 2005). Diversos fatores influenciam o funcionamento do
ambiente ruminal, entre os quais se destacam a dieta e 0 pH (NOGUEIRA FILHO et al.,
2001). A manipulagéo de dietas com aditivos tem sido foco de estudos para a diminuicdo da
producdo do g&s metano, sintetizado. Protozoérios ciliados do rimen de bovinos e bubalinos
pelos microrganismos do rumen, para a melhoria do desempenho produtivo de ruminantes
(DILORENZO et al., 2006).

2.2 Utilizacdo de londforos

Nos ultimos anos, diversos aditivos alimentares foram testados, entre eles os
ionéforos, que foram originalmente desenvolvidos como coccidiostaticos, amplamente
utilizados na avicultura. Os iondforos sdo produtos da fermentacdo de varias espécies de
Streptomyces (fungo), sendo que os mais empregados na alimentacdo de ruminantes sao:
Monensina, Lasalocida, Narasina e Salinomicina. Os iondforos tem acdo contra bactérias
gram-positivas, permitindo uma sele¢do de microorganismos do rumem. A acdo dos ion6foros
no ramen ocorre pelas mudancgas na populacdo microbiana, selecionando as bactérias gram-
negativas produtoras de acido succinico ou que fermentam acido lactico e inibindo as gram-
positivas produtoras de acidos acético, butirico, lactico e H, (REIS et al.,2006).

O mecanismo de acdo dos iondforos sobre as bactérias esta relacionado um processo
chama bomba idnica, que regula o balan¢o quimico entre 0 meio interno e externo da célula.
Os iondforos ao se ligarem a membrana celular das bactérias e protozoérios e, provavelmente
dos fungos ruminais, facilitam os movimentos de cations através da membrana celular. Essas
reagdes culminam em uma reduzida concentragdo intracelular K* intracelular, baixo pH e
maior concentracdo intracelular de Na*. Nesse caso, as bactérias gram-positivas sdo forcadas
a utilizar os sistemas de transporte celular para dissipar o H" e o Na* intracelular na tentativa
de manter o equilibrio na celula, com o gasto de 1 ATP por proton mobilizado. Esse processo
juntamente com a baixa concentragéo de K" intracelular, reduz as reservas energéticas e a taxa
de sintese de proteina com consequente menor capacidade de divisdo celular. Como
consequéncia, a bomba i6nica ndo opera eficientemente, provocando um desiquilibrio e

devido a maior concentracdo de cations dentro da célula, ocorre aumento da pressdo osmotica,
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a agua penetra em excesso ¢ com isso a célula “incha” tendendo a romper-se. Desse modo, as
bactérias acabam morrendo ou assumem um nicho sem expressdo ruminal (REIS et al., 2006).

De acordo com Rizzo (2008) ndo ha resultados conclusivos que comprovem que ao
antimicrobianos utilizados nas dietas causam redugdo na contagem total dos microorganismos
no trato digestivo, porém existe evidencias que eles sdo capazes de promover a selecdo de
organismos adaptados ao ambiente modificado. As alteracbes na microbiota beneficiam os
animais por diferentes mecanismos, tais como: economia de nutrientes, controle de doencas
subclinicas, efeito protetor contra a producdo de toxinas no trato gastrointestinal e efeito
metabdlico. (SOUZA, 2010)

Esta alteracdo na composicdo do ambiente ruminal tem como objetivos alguns
benéficos ao animal hospedeiro entre eles podemos citar a melhor degradacdo da fibra,
fermentacdo do lactato e conversdo de compostos nitrogenados ndo proteicos em proteina
microbiana, enquanto os processos que deveriam ser minimizados incluem a producdo de
metano, degradacdo da proteina e absorcao de aménia (NAGARAJA et al., 1997).

Avaliando as vantagens que o uso de lon6foros proporciona ao rebanho, podemos
considerar que o uso de londforos se for utilizados nas devidas medidas proporciona um
ganho na producdo e lucro ao produtor.

Segundo Zanine et al. (2006) a monensina é um antibidtico utilizado inicialmente
como coccidicida em aves nos Estados Unidos e que vem sendo utilizado a pouco tempo
como promotor de crescimento para ruminantes, sendo do grupo dos ionéforos cuja principal
acdo é destruir as bactérias Gram-positivas. Dentre as bactérias Gran-positivas entdo as
bactérias proteoliticas, as formadoras do &cido acético e as formadoras de acido latico. A
alimentacdo com monensina resulta também no aumento das concentracdes de propionato.

A Monensina sodica é o lon6foro mais utilizado no Brasil e por este motivo existe
muitas pesquisas relacionadas ao seu uso. Segundo Araujo (2010), a Monensina ja é utilizada
comercialmente a quatro décadas na producdo de ruminantes e seu uso melhora a eficiéncia
alimentar e diminui a produgéo de metano (RUSSEL;STROBEL,1989).

A producdo de g&s metano esté relacionado com a eficiéncia da fermentagdo ruminal,
consequentemente perda de energia no sistema de producdo, o0 metano é também considerado
um dos principais gases de efeito estufa, sendo responsavel por cerca de 15% do aquecimento
global (COTTON & PIELKE, 1995). Deve-se considerar que 0s ruminantes respondem pela
producdo de 22% desse gas atraves da fermentagdo entérica e contribuem com 3,3% dos gases
de efeito estufa (ZOTTI & PAULINO,. 2009), que pode ser considerado um numero
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significativo. Assim a utilizacdo de monensina sddica para minimizar a emissao desses gases
na bovinocultura, e diminuir o impacto ambiental causado vem se promovendo cada vez mais,
ao passar dos anos (REIS et al.,2006).

A melhoria da utilizacéo de proteina também é associada ao uso de Monensina sodica.
Basicamente, tal beneficio deve-se ao fato de as bactérias proteoliticas e fermentadoras de
aminoacidos serem sensiveis aos lonéforos, o que diminui a concentragdo de N-amoniacal no
liquido ruminal (ARAUJO,2010).

Em geral, observa-se reducdo na concentracdo de amodnia ruminal, tanto in vitro com
in vivo. Vérias pesquisas foram realizadas para caracterizar o efeito da monensina no
metabolismo do N chegando a conclusdo que quando incubamos o liquido ruminal com a
monensina sédica temos o efeito sobre o metabolismo de N, diminuindo a degradacéo de
proteina, 0 acumulo de aménia e o N microbiano (REIS et al,2006). Duas espécies de
bactérias identificadas pela grande capacidade de producdo de amonia ruminal (RUSSEL et
al., 1988), apesar de gram-negativas, mostraram-se sensiveis a monensina. (REIS et al,2006).

A digestibilidade in vitro é afetada pela monensina, prejudicando a digestdo da
matéria organica, proteina e celulose, mas quando in vivo a digestibilidade ndo é afetada,
provavelmente devido ao maior tempo de retencdo no rumen (REIS et al, 2006.). Em
ruminantes alimentados com dietas ricas em concentrados, a digestibilidade da fibra
frequentemente tem sido aumentada pela monensina e esse aumento pode ser resultado do
maior tempo de retencdo da fibra no rimen que favorece a digestdo microbiana da mesma
(MARCURI et al.,2014).

O pH ruminal é influenciado principalmente pela producéao de saliva. Por isso, animais
alimentados com dietas contendo elevada porcentagem de alimentos volumosos normalmente
apresentam pH ruminal sempre proximo a neutralidade (OLIVEIRA et.al,2005). Porem dietas
ricas em Graos tem menor producédo de saliva, portanto menor pH o que aumenta a populacéo
das bactérias Streptococcus bovis o que diminui ainda mais o pH ruminal por produzir acido
lactico, como a monensina inibe a producdo destas bactérias, controla a queda de pH evitando
problemas de acidose (RUSSELL, 1996)

Além disto existe outros fatores que fazem com que ruminantes alimentados com
dietas ricas em concentrados tendam a apresentar diminuicdo do pH do conteddo ruminal,
podendo ocorrer acidose. Porém o0s animais suplementados com monensina apresentam
aumento do pH ruminal. Salles & Lucci (2000) encontrou em seu trabalho niveis crescentes

de pH ruminal ao se aumentar os niveis de monensina incluidos na racdo de bezerros
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Holandeses, Resultado semelhante com Nagaraja et al. (1982) o que diminui 0s riscos de
acidose em grandes confinamentos, por exemplo.

Deve haver uma adaptacdo ao consumo de monensina, e as quantidades fornecidas
devem estar de acordo com as recomendacOes do fabricante. Para animais em confinamento,
recomenda-se fornecer cerca de 5 g a 10 g de monensina sddica/tonelada de alimento no
periodo inicial, estabilizando a concentracdo ao redor de 25 g a 30 g/tonelada
(NICODEMO,2001). Tal procedimento melhora ganho de peso, conversdo alimentar e
ingestdo de alimento, se comparado ao inicio da suplementagdo com 30 g/tonelada além de
diminuir os riscos de intoxicagdo do animal. Caso os animais parem de receber a
suplementacdo com monensina por mais de trés dias a adaptacdo deve ser realizada
novamente. Além de se ter melhores resultados com o ganho de peso também a adaptacdo dos

animais diminui os riscos de intoxicacdo pela monensina.

O uso de monensina em sistema de pastejo também melhora o desempenho dos
animais, porem assim como no sistema de confinamento é necessaria uma adaptacdo ao
consumo comecando com uma quantidade de 50mg e aumentar gradativamente até 200
mg/cabeca/dia em 450 g de suplemento (POTTER et al., 1984), Tabela 1. Melhora percentual
no desempenho de bovinos suplementados em relagdo aos ndo suplementados com
monensina. Niveis de uso: 50-200 mg/cabeca/dia em 450 g de racdo, (NICODEMO, 2001).

Apesar de todas as vantagens observadas sobre o uso de monensina sodica na
alimentacdo de ruminantes, existe a preocupacdo sobre a possibilidade de se deixar residuo na
carne ou no leite de animais alimentados com este aditivo. A monensina € rapidamente
excretada apOs sua ingestdo, com minimo acumulo nos tecidos animais. Mas existe
possibilidade de que a taxa de excrecdo metabodlica seja excedida, e efeitos tdxicos da
monensina surjam em animais recebendo dieta com monensina ou em seres humanos
consumindo tecidos desses animais (REIS et al., 2006).

Apesar de pesquisas mostrarem que ndo h&d motivos para esta preocupagao excessiva, e
ndo existirem pesquisas que comprovem o risco de contamina¢do em humanos. Gandra
(2009) observou em seu experimento que ao adicionar niveis crescentes de monensina sodica
até 48mg/kg MS na dieta de vacas leiteiras em lactacdo, que os residuos do aditivo detectado
no leite estavam dentro dos limites estabelecidos pela FAO/WHO. Santos (2011) ao realizar

um trabalho semelhante concluiu que a utilizacdo de monensina sodica na dieta de vacas
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leiteiras no terco médio da lactacdo influencia o desempenho produtivo, e ndo resulta em
residuos no leite independentemente da dose utilizada.

Mesmo com todos estes indicativos que 0 uso de monensina sodica ndo traz riscos
com a contaminacdo, a Unido Europeia por uma medida de precaucdo através do
Regulamento n° 1831/2003 determinou a proibicdo da utilizacdo de antibidtico e
cocciodisostaticos como aditivos alimentares para bovinos. Sendo assim também houve
proibicdo da exportacdo de carne de animais que foram suplementados com este tipo de
aditivo. Visto isso houve a necessidade de se utilizar alternativas, para que a exportacdo da
carne brasileira ndo fosse prejudicada.

A partir dai os pesquisadores tém concentrado esforcos na busca de estratégias para evitar o
uso de aditivos antibidticos na producdo animal. Produtos naturais tém sido estudados para

manipular a fermentacdo ruminal e aumentar a eficiéncia de producéo (REIS et al.,2006).

2.3 Oleos funcionais e essenciais

Os Oleos Essenciais (OES), derivados de plantas utilizadas como condimentos,
representam complexas misturas de substancias naturais, tradicionalmente utilizadas para
acentuar gosto ou aroma de alguns alimentos. Constituem-se de substancias, cujos
componentes incluem hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, aldeidos, cetonas, fendis,
ésteres, acidos organicos fixos, em diferentes concentracdes, em que um composto
farmacologicamente ativo é majoritario (SIMOES & SPITZER, 2000).

Com o desenvolvimento de novas técnicas de producdo destes e o desenvolvimento da
Quimica, ocorreu melhoria na obtencdo de 6leos essenciais e extrato de plantas (Rates, 2001).
Atualmente S&8o descritas como alternativa para o uso de antibidticos promotores de
crescimento na industria de producdo animal (CALSAMIGLIA et al., 2007).

Em contrapartida 6leos essenciais e funcionais variam quanto ao potencial de alterar a
fermentacdo e popula¢do microbiana ruminal (PATRA; YU, 2012).0s dleos essenciais dos
condimentos sdo misturas complexas de diferentes compostos, que contribuem para as
propriedades antimicrobianas bem como dando ao alimento caracteristicas de sabor aroma
especiais (PARRY, 1962; ARIDOGAN et al., 2002).

Bactérias Gram-positivas sao mais susceptiveis a propriedade antibacteriana dos 6leos
funcionais do que as gram-negativas, pois estas possuem uma membrana externa que contém

lipossacarideos formando uma superficie hidrofilica, isso cria uma barreira a permeabilidade
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de substancias hidrofdbicas, como Oleos essenciais (DORMAN, DEANS, 2000; BURT,
2004).

E provavel que a sua atividade antimicrobiana nio esteja envolvida com um
mecanismo de agdo especifico, mas sim envolvendo varios alvos na célula bacteriana
(BENCHAAR; MCALLISTER, CHOUINARD, 2008). A ideia inicial, e a mais aceita, é que
o0s Oleos essenciais desenvolvem a sua acdo contra as bactérias através da interacdo com a
membrana celular (GRIFFIN et al, 1999; ULTEE; KETS; SMID, 1999; DORMAN; DEANS,
2000), incluindo transporte de elétrons, gradientes de ions, translocacdo de proteina,
fosforilagéo e outras reagdes dependentes de enzimas.

Uma parte da atividade, pelo menos, se deve a natureza hidrofobica dos
hidrocarbonetos ciclicos, o que permite que estes interajam com as membranas celulares e
acumulem-se na bicamada lipidica de bactérias, ocupando um espaco entre as camadas. Esta
interacdo provoca alteragbes conformacionais na membrana estrutural, resultando na sua
fluidificagéo e expansdo (GRIFFIN et al., 1999). A perda da estabilidade da membrana celular
resulta na fuga de ions, o que reduz o gradiente idnico transmembranar. Na maioria dos casos,
as bactérias podem contrabalancear esses efeitos por meio de bombas idnicas prevenindo a
morte celular. No entanto, grandes quantidades de energia sdo desviadas para esta funcéo e o
crescimento bacteriano é diminuido (GRIFFIN et al., 1999; ULTEE; KETS; SMID,1999;
COX; MARKHAM, 2001).

Os 0leos essenciais caracterizam-se por reduzir a taxa de deaminagdo de aminoacidos,
a taxa de producdo de amonia e o nimero de bactérias hiperprodutoras de amdnia, com
aumento no escape ruminal de N para o intestino (FRANCA, 2014).

Estudo in vitro de CALSAMIGLIA et al. (2007), evidenciam que o uso de Gleos
essenciais acima de 500 mg/L tem provocado resultados prejudiciais. Porém, doses
moderadas de 50 e 500 mg/L de alguns 6leos essenciais e seus componentes ativos sdo
capazes de modificar favoravelmente a fermentacdo ruminal, alterando o metabolismo de
proteinas, perfil de &cidos graxos e a metanogénese.

O uso de 6leos funcionais, mistura de 6leo de mamona e liquido da casca de caju
apresentou o potencial e substituicdo de iondforos quando avaliados em bovinos confinados
(PUREVJAV et al., 2013), e a concentracdo de AGCC ( WATANABE et al. 2010).

De Wit et al. (1979) estudaram o efeito inibitdrio dos 6leos essenciais de alho e cebola
sobre producdo da toxina botulinica, verificando que, na concentragdo de 1500 pg/g, ha efeito

na producdo da toxina botulinica tipo A, mas ndo na producdo das toxinas tipo B e E.
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Huhtanen (1980) avaliou a inibi¢do do crescimento de clostridium botulinum pela agdo de 33
extratos alcodlicos de condimentos, demonstrando que louro, pimenta- preta e noz-moscada
foram agente antibotulinicos muito eficientes.

Garg e Garg (1980) verificaram que, dentre os 6leos de gerénio, gengibre, cedro e
citronel, os dois primeiros foram os mais eficientes contra nove espécies de bactérias
patogénicas.

Os estudos envolvendo e extratos de plantas na alimentacdo animal aumentam
significativamente na Europa devido a busca de alternativas que substituam os antibi6ticos
como melhoradores de desempenho. No Brasil, porém o assunto ainda é recente e 0 nimero
de trabalhos € escasso (R1ZZO, 2008).

Além da atividade antimicrobiana, outras propriedades biologicas dos extratos de
plantas tendem a ser exploradas. Dentre elas, as vantagens, com o fato de que determinados
6leos essenciais melhoram a digestibilidade devido a efeitos na atividade de enzimas
digestivas ou na concentracdo de sucos gastricos/ digestivos (SCHEUERMANN; CUNHA
JUNIOR, 2005).

Torna-se evidente, portanto, a necessidade de estudos de produtos alternativos que
possam substituir os antibidticos na alimentacdo animal, sem causar perdas produtivas e
qualidade dos produtos finais. Os provaveis substitutos promotores de crescimento devem
manter as acbes benéficas de antibidticos e eliminar as indesejaveis, como a resisténcia
bacteriana (LODDI et al.,2000).

Os extratos provenientes de produtos vegetais isolados ou em misturas isentas de
matérias estranhas, utilizado como temperos, flavorizantes e aromatizantes de alimentos, estes
sdo normalmente utilizados na dieta de animais na forma de 6leo resina ou 6leo essenciais. O
o6leo resina é obtido por percolacdo com a utilizacdo de solventes e resulta numa substancia
liguida ou pastosa constituida por resina e substancias quimicas e organicas, que ddo ao
extrato coloracéo e viscosidade especificas. (R1ZZO, 2008).

Estudos fitoquimicos recentes mostram que os 6leos de copaiba verdadeiros sdo
constituidos essencialmente de sesquiterpenos e diterpenos, sendo o acido capalico e os
sesquiterpenos B- carofilneo ¢ a- copaeno os principais componentes do 6leo (BIAVATTI et
al., 2006).
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2.4 Oleo de Copaiba

A copaiba (Copaifera sp) é a arvore produtora do dleo de copaiba. E uma arvore de
grande porte sendo o seu nome relacionado com a lingua indigena tupi “cupa-yba” que
significa a arvore que tem deposito, se referindo ao 6leo guardado no interior do seu tronco
(BRAGGIO, 2003). A copaiba é uma arvore nativa da regido tropical da América Latina
podendo ser encontrada no México e no norte da Argentina e também da Africa Ocidental
(VEIGA JR. & PINTO, 2002). Conhecido pelo seu poder fitoterapico, sua extracdo é feita
através de furos no tronco da arvore até atingir o cerne, processo semelhante a retirada de
Latex na seringueira.

O oleo de copaiba tem grande importancia econémica e cultural para povos indigenas
da Regifo Amazonica, segundo a revista online ALIMENTACAO VIVA E SUSTENTAVEL,
& registros do uso da copaiba na época de descobrimento do Brasil, onde missionarios
descreviam seu uso pelos indigenas e seu poder de cura.

A média de extragdo do 6leo, por vez, de cada arvore, varia em torno de 0,3 a 3 litros,
conforme a espécie e as condi¢cbes em que esta submetida, e algumas copaibeiras podem
chegar a fornecer até 30 litros em uma Unica retirada. Ndo existem estudos definitivos sobre o
periodo de tempo que é necessario para que uma arvore de copaiba possa recompor o 6leo
extraido. Nao se retira 6leo de todas as arvores, porém, ndo existem trabalhos precisos da
média de arvores que realmente produzem o Oleo, o que pode mudar segundo as
caracteristicas do solo, clima, espécie da Copaifera e época seca ou chuvosa (RIGAMONTE-
AZEVEDO et al., 2004).

O 6leo de copaiba é um liquido transparente de variada viscosidade com coloragdo
variando, do amarelo ao marrom, caracteriza o 6leo de copaiba (ABREU, 2014). Seus 6leos
apresentam grande quantidade de sesquiterpenos (mais de 40) e diterpenos (28 no total)
(VEIGA JR.; PINTO; PATITUCCI, 1997; VEIGA JR. & PINTO,2002). O principal
composto do 6leo de copaiba € o transcariofileno (ARAUJO, 2010). Os sesquiterpenos
possuem duas caracteristicas fundamentais: tém baixa solubilidade em &gua e em soluces
alcoolicas diluidas e tém propenséao para oxidarem rapidamente. Segundo Maciel et al. (2002),
suas atividades anti-inflamatdrias sdo maiores quando comparada ao demais grupos presentes.
Ja um diterpeno que esta presente em todas as variedades de 6leo de copaiba comercializado €
0 acido copalico (VEIGA JR et al., 1997). E o transcariofileno é um constituinte largamente
utilizado para dar aroma aos cosméticos e sabonetes, além de muitas outras preparactes

técnicas, sendo comprovada sua a¢do antimicrobiana e anti-inflamatoria (SILVA, 2010).
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Em nutricdo de aves quando comparado com promotores de crescimento o 6leo de
copaiba apresentou resultados satisfatdrios. Souza (2010) ao comparar diferentes niveis do
6leo com o promotor de crescimento virginiamicina para avaliar o desempenho produtivo de
frangos de corte concluiu que a utilizacdo da copaiba uma alternativa promissora como
aditivo de crescimento. Na Universidade Federal de Goias estéo sendo realizados varios testes
com a copaiba e outras plantas medicinais do cerrado na producao animal.

Ao avaliar o desempenho de cordeiros suplementados com o 6leo de copaiba, Abreu
(2014) conclui que a inclusdo de até 1,5g/kgMS™ de 6leo de copaiba na dieta para cordeiros
melhora a digestibilidade in vivo da matéria seca e a digestibilidade in vitro da fibra em
detergente neutro, ndo afetando o consumo e a digestdo dos nutrientes, nas duas formas de
fornecimento.

Mesmo sabendo de seu alto potencial como anti-inflamatério, antibacteriano,
antifungico e antisséptico, como citado anteriormente. Seus estudos para nutricdo animal sdo
recentes e escassos. O Oleo de copaiba comecou a ser estudado na nutricdo animal com o
inicio de pesquisas de 6leos funcionais em substituicdo de aditivos nutricionais.

Estes estudos indicam que a o 6leo de copaiba é uma alternativa viavel na substitui¢ao
dos iondforos e que apesar das informacdes escassas sobre o assunto, os resultados obtidos

mostram eficiéncia do bioproduto, na produgéo animal.

3. Materiais e Métodos

O experimento foi realizado no setor de nutricdo de ruminantes e no Laboratério de
Nutricdo Animal nas dependéncias do setor de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal da Grande Dourados Localizada em Dourados Mato Grosso do Sul,
om latitude de 22°14°S, longitude de 54° 49°W e altitude de 450 m, entre 0s meses de outubro
a dezembro de 2013, totalizando 60 dias experimentais.

Foram utilizados quatro novilhos da raga Jersey, castrados e com o0 peso corporal
variando médio de 212 + 20 kg providos de canula ruminal. Os animais foram mantidos em
baias individuais cobertas de 8 m? (2x4m), de piso batido, contendo comedouro e bebedouros
individuais. Os animais receberam &gua a vontade e foram mantidos em sistema de consumo
restrito de manutencdo (NRC, 2001), recebendo o suficiente para sua mantenca. Sendo
mantido um manejo higiénico/sanitario rigoroso das instalacbes. Todos os animais foram

vacinados e receberam aplicacdo de anti-helminticos antes do inicio do periodo experimental.
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Os tratamentos avaliados foram: Tratamento 1: silagem de milho + suplemento
proteico (S), Tratamento 2: Silagem de milho + suplemento proteico com monensina (SM),
Tratamento 3: silagem de milho + suplemento proteico com O6leo de copaiba (SO) e
Tratamento 4: silagem de milho + suplemento proteico com monensina associada ao 6leo de
copaiba (SMO). O periodo experimental foi de 15 dias e os animais receberam diariamente
300 g de suplemento proteico com 38% de proteina bruta (Tabelal). Todos animais
receberam silagem de milho como volumoso (Tabela 2).

Tabela 1. Composicdo percentual dos suplementos utilizados.

Composicéo Percentual (%MS)
Milho Gréo 40,00

Farelo de Soja 9,00

Ureia 11,00

Mistura Mineral 40,00

Tabela 2. Composicdo bromatoldgica da silagem de milho utilizada

Ingredientes (%MS) MS PB EE FDN FDA MM

Silagem de milho 28,73 5,96 2,61 44,64 24,53 5,41

MS = Matéria seca, PB = proteina bruta, EE = extrato etéreo, FDN = fibra em
detergente neutro, FDA = fibra em detergente acido, MM = matéria mineral.

A quantidade de monensina sodica inclusa na racdo seguiu a recomendacdo de de 0,9
mg/kg PV(BRETSCHNEIDER et al., 2008). A quantidade usada de 6leo de copaiba foi de 1,0
0/Kg de PV, sendo adicionado na forma de spray (ABREU, 2014 ; LIMA, 2015). Como o
6leo de copaiba apresenta uma alta densidade foi diluido em alcool isopropilico em uma
proporcao de 0,5g de 6leo de copaiba para 7 mL de alcool (ABREU, 2014), para uma melhor
pulverizacdo. O 06leo de copaiba (tabela 4) foi pulverizado na racao diariamente, no memento

do fornecimento do tratamento.
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Tabela 3. Caracterizacdo quimica (sesquiterpenos, diterpenos e acidos graxos) do dleo de
copaiba utilizado no experimento.

Sesquiterpenos %
[3-cariophileno 9,78
[3- bisaboleno 8,15
a- humuleno 8,08
B-Selineno 7,76
a-bisabolol 7,14
[-elemeno 6,19
y- cadineno 5,98
a-cadinol 5,67

Diterpenos %
Acido Hardwickico 5,78
Colavenol 3,03
Acido Copaifero 2,99
Acido Copaiferdlico 2,65
Acido Calavénico 2,34
Acido Patagonico 2,22
Acido Copalico 2,03
Acidos Graxos %
14:0 1,67
16:0 3,67
18:0 2,98

Fonte (ABREU, 2014).

Para se determinar a excrecdo fecal dos animais foi utilizado um indicador externo
(diéxido de titanio, TiO2), que foi introduzido diretamente no rimen dos animais na
quantidade diaria de 10g divididos em dois cartuchos de 5g cada e introduzidos no horéario das
7:00h e as 16:00h, durante o periodo experimental. O oxido de titanio foi fornecido a partir do
segundo dia de cada periodo experimental.

Foi realizada a coleta de fezes diretamente do reto do animal, em cinco dias em
horarios distintos 0:00 (7:00h), 2:00 (9:00h), 4:00 (11:00h), 6:00 (13:00h) e 8:00 (15:00h). As
fezes eram coletadas em bandejas de aluminio, devidamente pesados e tarados, ap6s a coleta
era realizada pesagem e secagem em estufa de circulacdo forcada durante 72 horas, logo apos
as amostras eram pesadas e moidas para realiza¢ao das analises bromatoldgicas.

Ao final de cada periodo foi realizada amostra composta por animal, as anélises do
teor de titdnio nas fezes foram realizadas por espectrofotometria de absorcdo atdmica

conforme Myers et. al (2004).
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Para determinacgéo de producdo fecal foi utilizada a seguinte formula:
EF=0OF/COF

Em que: EF= excrecdo fecal diaria (g/dia); OF= didxido de titanio fornecido (g/dia);

COF= concentracdo de didxido de titanio nas fezes (g/g MS).

As amostras de fezes e de alimentos foram analisadas para se estimar os teores de
Matéria seca (MS) , Matéria mineral (MM), Proteina bruta (PB), Extrato etéreo (EE), Fibra
em detergente neutro (FDN), conforme metodologias descritas pelo INC-CA, conforme
DEtmann et al (2012). os carboidratos totais (CHOT) foram calculados conforme descrito por
Sniffen et al. (1992).

Apbs o periodo experimental, foi dado inicio as analises bromatologicas que foram
realizados no Laboratorio de Nutricdo Animal (LANA), localizado no setor de zootecnia da
Universidade Federal da Grande Dourados.

Os coeficientes de digestibilidade total de MS (DMS) foi obtido pela diferenca entre a
quantidade de MS ingerido e a MS fecal: DMS = 100*((MS ingerida — MS fecal)/MS
ingerida)). E os coeficientes de digestibilidade total de nutrientes (DN), pelas suas relagdes
com a MS, seus teores na racdo, nas sobras e na producdo fecal: DN = (((MS
ingerida*%Nutriente) — (MS excretada*%Nutriente))*100)/(MS ingerida*%Nutriente).

A coleta de urina foi realizada no 15° dia experimental, na forma de spot, quatro horas
apos fornecimento do suplemento, em miccdo espontanea dos animais, sendo armazenados
em aliquotas; a primeira, destinada a determinacdo da concentracdo de uréia e alantoina
contendo 15 mL de urina e 135 mL de acido sulfarico 0,036 N. A segunda foi destinada a
determinacdo da concentracdo de N total urinario contendo 100 mL de urina e 1 mL de éacido
sulfurico 36N. As amostras foram imediatamente congeladas a -20°C para analise posterior.

As andlises de alantoina foram realizadas pelo método colorimétrico, conforme a
técnica descrita por Chen & Gomes (1992). A excrecdo total de derivados de purina (DP) foi
calculada pela soma de quantidades de alantoina e &cido Urico, excretas na urina, expressas
em mmol dia™.

As purinas microbianas absorvidas (Pabs, mmol dia™) foram calculadas a partir da
excrecéo derivadas de purina (DP, mmol dia™), utilizando a equagdo proposta por Verbic et
al. (1990):

DP= 0,85 Pabs + 0,385 PV*"®

Em que 0,85= recuperacdo de purinas absorvidas como derivados urinérios de

purinas;0,385 PV®"°= contribuicio para excrecdo endégena de purinas.
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O delineamento experimental utilizado foi quadrado latino 4x4, onde se foram
utilizados quatro animais em quatro periodos de 15 dias. Os dados obtidos foram submetidos
ao SAS (Version 9.1.3, SAS Institute, Cary, NC 2004), verificando a normalidade dos
residuos e a homogeneidade das variancias pelo PROC UNIVARIATE, conforme modelo:

Yik=H+Ai+Pj+ Q+ Gyt Qi(Gm) + &jjim

onde: Yijk = variavel dependente, p = media geral, A; = efeito de animal (j=1a 4), Pj =
efeito do periodo (y = 1 a 4), Q= efeito de copaiba (I= 1 a 2), G, = efeito de monensina (m =

1a2), Qi(Gn) = efeito de interagdo e €jjum = erro.

O efeito aleatério do modelo (random) foi caracterizado por: Ai e Pj. Os graus de
liberdade foram corrigidos por DDFM= kr. Os dados obtidos foram submetidos a anélise de
variancia pelo comando PROC MIXED do SAS, versdo 9.0 (SAS, 2009), adotando-se nivel

de significancia de 5%.

4.Resultados e Discussao

Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos em uma dieta de
nutrientes fixos, ou seja, era fornecida a mesma quantidade de concentrado e volumoso
diariamente (Tabela 4).

Tabelad. Consumo de matéria seca e de nutrientes em (g/dia) de novilhos mantidos em
confinamento recebendo monensina e éleo de copaiba

Nutriente Silagem Suplemento Total
MS 1359,75 261,99 1631,74
PB 320,25 114,00 434,25
FDN 1649,04 95,34 1744,38
EE 853,50 5,70 859,2
CHO Total 1085,49 72,93 1158,42
MO 1324,40 189,90 1514,3

Conforme podemos observar, o coeficiente de digestibilidade aparente na matéria seca
foi significante de forma negativa no tratamento com suplementagédo associada de monensina

e 6leo de copaiba, isso também ocorreu com o FDN (Tabela 5).
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Ja em relagdo ao controle a suplementacdo com monensina e 6leo de copaiba,
utilizados separadamente, aumentaram a digestibilidade da matéria seca, e também os teores
de FDN.

Também podemos observar nos valores de P® que a monensina e a copaiba utilizadas

de forma isoladas aumentaram a coeficientes da digestibilidade aparente da proteina bruta.

Tabela 5. Coeficientes de Digestibilidade aparente dos nutrientes de novilhos confinados
suplementados com monensina, 6leo de copaiba isoladamente ou em associacao.

ltem Dietas experimentais’ EPM? Valores de P*

CONT MON COP MC MON COP INT

Coeficiente de digestibilidade (%)

Matéria seca 51,80° 62,33 57,54* 46,29° 259 0,131 0,732 0,030
Matéria organica 51.92 62.81 57.99  50.87 1,13 0,010 0,775 0,861
Proteina bruta 81,49 84,06 83,72 7916 1,38 0,003 0,001 0,798
FDN 84,02 86,23° 86,41 80,44° 2,02 0,940 0,422 0,006
CHOT 90,67 93,10 92,06 90,00 182 0,034 0,004 0,967
Extrato etéreo 90,57 91,10 90,15 87,74 0,71 0,445 0,526 0,542

'CONT (dieta controle), MON (monensina); COP (copaiba), INT (interagdo entre copaiba e monensina).?EPM
(Erro padréo da média). *Efeito de MON (monensina), COP (copaiba), INT (interagdo). Médias seguidas de
letras diferentes foram desdobradas pela interacdo através do pdiff pelo PROC MIXED do SAS, (2009).

Ja com relacdo ao teores médios de derivados de purina e sintese microbiana, a
copaiba utilizada isoladamente aumentou o conteddo de purinas totais e purinas absorvidas, 0
gue poderia aumentar a sintese microbiana, mas ndo foi demonstrado nos valores do
nitrogénio possivelmente por se tratar de consumo limitado de nutrientes (Tabela 6).

Na associacdo de monensina e copaiba foi observado que houve queda nos valores de
nitrogénio e proteina bruta, isso demonstra que essa associa¢do agiu diretamente de forma
negativa na sintese microbiana, possivelmente por competicdo, o que também foi
demonstrado nos valores de pH e N-NH3 (LIMA, 2015).
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Tabela 6. Teores medios de derivados de purinas (mmol/L) e sintese de proteina microbiana
(g/dia) em novilhos suplementados com monensina, 6leo de copaiba ou em associacao.

ltem Dietas experimentais’ EPM? Valores de P
CONT MON CoP MC MON COP INT
mmol/L
Alantoina 1,04 1,05 0,95 1,19 004 0199 0,788 0,212
Acido Urico 1,33 1,33 2,52 096 025 0,863 0446 0,645
Purinas totais 2,37 2,38 3,47 215 023 0156 0,33 0,154
mmol/dia
Alantoina 21,13 20,96 18,82 2405 104 0189 0,834 0,164
Acido Urico 27,69 27,69 52,16 19,03 578 0,144 0,009 0,171
Purinas totais 48,83 47,49 70,98 43,09 531 0,182 0,003 0,222
Purinas abs 46,85 45,25 73,21 40,02 6,28 0,178 0,008 0,217
g/dia
Nitrogénio 34,06  32,90° 5323 29,09 457 0,178 0,398 0,007

Proteina bruta 212,91  205,65® 332,71® 181,85° 2856 0,178 0,398 0,007

ICONT (dieta controle), MON (monensina); COP (copaiba), INT (interagdo entre copaiba e monensina).?EPM
(Erro padrdo da média). *Efeito de MON (monensina), COP (copaiba), INT (interacdo). Médias seguidas de
letras diferentes foram desdobradas pela interacdo através do pdiff pelo PROC MIXED do SAS, (2009).

5. Concluséao

A monensina e o0 6leo de copaiba em associacdo reduz a digestibilidade e nitrogénio e
proteina bruta da sintese microbiana, ja utilizadas isoladamente obtiveram comportamentos
parecidos na digestibilidade e o 6leo de copaiba aumentou as purinas totais e as purinas

absorvidas .
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