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UTILIZAGAO DOS ACIDOS DE LUPULO COMO MODULADOR RUMINAL EM
DIETAS PARA VACAS LEITEIRAS

RESUMO - Diante das demandas globais por reducédo das emissdes de gases de
efeito estufa e da restricdo ao uso de antibioticos na alimentacéo animal, a busca por
aditivos alternativos e sustentaveis para a nutricdo de ruminantes tem se
intensificado. Nesse contexto, os acidos de lupulo, compostos bioativos oriundos de
extratos vegetais, apresentam potencial para modular a fermentacdo ruminal.
Objetivou-se avaliar os efeitos dos éacidos de IUpulo como aditivo zootécnico
alternativo & monensina sodica em dietas de vacas leiteiras. CAPITULO II: No
primeiro ensaio experimenta, avaliou-se o efeito de diferentes niveis de acidos de
lGpulo, qual o &cido tetrahidro-iso-alfa € o mais prevalente, sobre o desempenho
produtivo e o metabolismo ruminal de vacas leiteiras. O experimento foi conduzido
em uma propriedade localizada no municipio de Douradina, Mato Grosso do Sul,
utilizando oito vacas, sendo quatro canuladas no rimen e nao lactantes, e quatro
lactantes ndo canuladas. Os animais foram distribuidos em dois quadrados latinos 4
x 4. Os tratamentos consistiram na inclusdo de 0, 5, 10 e 15 g/animal/dia de acidos
de lapulo. O periodo experimental foi de 20 dias, sendo 14 dias de adaptagéo e 6
dias de coleta de dados. Nao foram observados efeitos sobre o consumo de matéria
seca e nutrientes. Houve aumento da digestibilidade da matéria organica e dos
carboidratos totais até o nivel estimado de 8,6 g/dia. A concentracdo ruminal de N-
NH; foi reduzida, com ponto minimo estimado em 8,22 g/dia. Os &cidos de lapulo
alteraram as concentracfes de acido acético e propiénico, bem como sua relacéo,
além de reduzirem a concentracéo estimada de metano, com ponto minimo préximo
de 10 g/dia. Também foi observado aumento linear na retencdo de nitrogénio. Os
resultados indicaram favorecimento de rotas fermentativas mais eficientes
energeticamente, sendo a inclusdo de 10 g/animal/dia considerada a mais eficiente.
/ICAPITULO IlI: O segundo ensaio experimental comparou o nivel de acidos de lipulo
determinado no ensaio anterior, com outros aditivos comerciais. Os tratamentos
foram 1) CON (grupo controle, dieta basal sem aditivos); 2) MON (inclusao de 24
mg/kg MS de monensina sodica); 3) TAN (2,5 g/ kg MS de tanino de Acacia mearnsii);
4) HOPS (10 g/animal/dia de &cidos de lupulo). A modelagem experimental foi a
mesma do primeiro experimento. Nao houve efeito dos aditivos sobre o consumo e
digestibilidade da MS e dos nutrientes, producdo e composicao do leite. O perfil
lipidico do leite apresentou menores valores de C4:0 com MON e HOPS. Os teores
de C18:0 foram maiores com os HOPS. Os maiores efeitos dos aditivos foram
observados na fermentag&o ruminal onde houve a modulacdo na producéo de acido
acético e propiénico quando os animais receberam MON e HOPS, diminuicdo na
relagéo acetato/propionato e na estimativa de metano. O tanino diminuiu a produgéo
do metano em relacéo ao controle. Concluiu-se que os acidos de lapulo tém potencial
para uso na nutricdo de vacas leiteiras, com vistas a alcancar a modulagéo
fermentativa, se classificando como substituto potencial para monensina sodica,
enquanto o tanino apresentou efeitos discretos ou ausentes.

Palavras-chave: compostos bioativos, fito-ionoforos, metanogénese, modulacéo
ruminal, perfil de acidos graxos do leite



USE OF HOP ACIDS AS A RUMEN MODULATOR IN DAIRY COW DIETS

ABSTRACT - Given the global demands for reducing greenhouse gas emissions and
the restriction on the use of antibiotics in animal feed, the search for alternative and
sustainable additives for ruminant nutrition has intensified. In this context, hop acids,
bioactive compounds derived from plant extracts, show potential for modulating
ruminal fermentation. The objective was to evaluate the effects of hop acids as an
alternative zootechnical additive to sodium monensin in dairy cow diets. CHAPTER
II: In the first experimental trial, the effect of different levels of hop acids, with
tetrahydro-iso-alpha acid being the most prevalent, on the productive performance
and ruminal metabolism of dairy cows was evaluated. The experiment was conducted
on a farm located in the municipality of Douradina, Mato Grosso do Sul, using eight
cows, four of which were rumen-cannulated and non-lactating, and four lactating
cows that were not cannulated. The animals were distributed in two 4 x 4 Latin
squares. The treatments consisted of the inclusion of 0, 5, 10, and 15 g/animal/day
of hop acids. The experimental period was 20 days, with 14 days of adaptation and
6 days of data collection. No effects on dry matter and nutrient intake were observed.
There was an increase in the digestibility of organic matter and total carbohydrates
up to an estimated level of 8.6 g/day. The ruminal concentration of N-NH; was
reduced, with an estimated minimum point at 8.22 g/day. Hop acids altered the
concentrations of acetic and propionic acid, as well as their ratio, in addition to
reducing the estimated concentration of methane, with a minimum point close to 10
g/day. A linear increase in nitrogen retention was also observed. The results indicated
the favoring of more energy-efficient fermentative pathways, with the inclusion of 10
g/animal/day considered the most efficient. CHAPTER IlI: The second experimental
trial compared the level of hop acids determined in the previous trial with other
commercial additives. The treatments were: 1) CON (control group, basal diet without
additives); 2) MON (inclusion of 24 mg/kg DM of sodium monensin); 3) TAN (2.5 g/kg
DM of Acacia mearnsii tannin); 4) HOPS (10 g/animal/day of hop acids). The
experimental design was the same as in the first experiment. There was no effect of
the additives on DM and nutrient intake and digestibility, milk production, and milk
composition. The milk lipid profile showed lower C4:0 values with MON and HOPS.
C18:0 levels were higher with HOPS. The greatest effects of the additives were
observed in ruminal fermentation, where there was modulation in the production of
acetic and propionic acid when the animals received MON and HOPS, a decrease in
the acetate/propionate ratio, and in the methane estimate. Tannin decreased
methane production compared to the control. It was concluded that hop acids have
potential for use in dairy cow nutrition, aiming to achieve fermentative modulation,
classifying as a potential substitute for sodium monensin, while tannin showed
discreet or absent effects.

Keywords: bioactive compounds, phytoionophores, methanogenesis, ruminal
modulation, milk fatty acid profile
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INTRODUCAO

O Painel Inter-governamental sobre Mudancas Climaticas, conhecido pelo
acrénimo IPCC trouxe no ano de 2023, mais uma vez, em seus relatorios, dados
criticos sobre as mudancas climaticas provindos do aquecimento global assinalando
as altas emissdes de gases do efeito estufa (GEE) como sendo o cerne do problema,
provindos do uso insustentavel de energia, uso da terra e mudancas no uso da terra,
estilo de vida, padrdes de consumo e producéo em todo mundo com desigualdades
percentuais de emissdes entre os paises. O painel reportou ainda que nos ultimos
anos as emissdes de CO2, metano e 6xido nitroso, principais GEE, foram as maiores
da historia (IPCC, 2023).

Dentro desse cenario, 0s principais setores contribuintes para as altas
emissfes dos GEE foram expostos, sendo que a agropecuaria e as demais formas
de uso da terra corresponderam a, aproximadamente, 22% do total, tendo ainda,
uma projecao de crescimento visando o aumento da populacdo mundial e 0 aumento
na demanda por alimentos.

No Brasil, a contribuicdo entre os setores para as emissdes dos GEE, séo
semelhantes ao cenario mundial, tendo o setor agropecuario correspondido a 28,5%
do total das emissdes brasileiras, sendo que deste, o subsetor “fermentagao
entérica” representou 57%, o que, na estimativa total representa cerca de 16,2%
(BRASIL, 2022). Importante ressaltar que a metodologia do IPCC (2006) separa o
setor agropecuario em subsetores, sendo eles fermentacdo entérica, manejo de
dejetos, cultivo de arroz, solos manejados, queima de residuos agricolas, calagem e
aplicacao de ureia.

A fermentacé&o entérica € um processo digestivo natural que ocorre em animais
ruminantes, que permite transformar alimentos grosseiros, ricos em celulose, que
nao sao aproveitados pelo homem, em alimento de alto valor nutritivo, como carne e
leite, e tem como um de seus varios produtos de fermentacdo, o metano (CHas). O
nivel de emissao desse gas é dependente da espécie animal, quantidade e qualidade
do alimento ofertado na dieta, sua digestibilidade, sistema de criacao e produtividade
do animal. Os bovinos de corte sdo os que mais emitem CHa4 (88,4%) e os bovinos

leiteiros representam 8,4% das emissfes (BRASIL, 2022).



20

O gas metano tem alto potencial de poluicdo e, por isso, 0 setor pecuario
enfrenta muitas criticas em torno da sua “pegada ambiental’, de maneira até
injustificada, visto a importancia do setor na manutencdo da sociedade, como a
mesma se construiu ao longo dos séculos, para a seguranca alimentar, gerando
renda e emprego.

As criticas ao setor sdo fundamentadas, principalmente, nos baixos indices
zootécnicos em sistemas baseados em pastagens degradadas ou naqueles em que
0s animais estdo aquém do seu potencial produtivo, de forma que sdo geradas
maiores quantidades de GEE por quilo de carne ou leite produzido (Machado et al.,
2011). A exemplo disto, 0 mesmo relatorio do IPCC (2023) apontou que 0 manejo
gue visa diminuir o uso da terra, combinado com aumento da produtividade acarreta
melhor resultado sob o ponto de vista, tanto da seguranca alimentar, quanto das
emissoes de GEE (IPCC, 2023).

Nesta Gtica, precisa estar no centro das discussfes sobre o tema, o estilo de
vida da sociedade atual, onde as grandes populacdes concentram-se nas cidades e
dependem da producédo de alimentos que vém do campo. Dessa forma, a reducao
das emissbes do setor ndo vem da diminuicdo da produgédo de alimentos pela
pecuaria, mas sim da producdo voltada as préaticas sustentaveis e regenerativas,
buscando sempre um modelo de producédo que se adapte ao cenario atual, com olhar
atento ao futuro.

As questbes de ordem ambiental sdo amplas, e um olhar holistico se faz
necessario, observando a dindmica produtiva e o balanco de carbono em todo
sistema de producdo. Contextualizando todos esses temas, meio ambiente,
producdo animal e satde humana, o termo One Health, do portugués, Satde Unica,
conceitua uma perspectiva nova sobre varias esferas da saude global, podendo ser
simplificadas entre a unido indissociavel da saude humana, animal e ambiental.

Dentro do contexto das questdes de urgéncia ambiental, também ja € palco de
discussoes e iniciativas, ha alguns anos, a questao de salde humana e o aumento
de bactérias multirresistentes, que traz a necessidade de reducdo do uso de
antibidticos na producdo animal, com vistas a reduzir os riscos de resisténcia

cruzada.
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O uso de antibioticos na producéo de ruminantes, tem como foco o aumento da
produtividade, permitindo também, e ndo por acaso, a reducdo das emissdes de CHa,
ja que ao modular a fermentacao ruminal, possibilita diminuir a perda de energia por
essa via de fermentacédo. Por isso, desde 2006, a Unido Europeia proibiu o uso de
antibidticos na producédo animal. Ao mesmo tempo, a Organiza¢cdo Mundial da Saude
(OMS) faz um apelo categorico aos produtores e a industria alimentar pela mesma
causa, e assim, muitos esforcos tém sido empregados a fim de encontrar novos
aditivos nutricionais que possibilitem o aumento da produtividade e a eficiéncia
alimentar, sem possiveis risco a saude publica.

A proibicdo ao uso de antibiéticos na producdo animal também é um tema
polémico, que gera ainda muitas divergéncias entre profissionais, uma vez que o0 uso
indiscriminado de antibiéticos na medicina humana ainda ocorre em muitos paises.
De qualquer maneira, 0 espaco para discussbes é garantido, e a busca pelo
desenvolvimento no setor pecuario visando aumento da produtividade com
alternativas que possam ser mais seguras do ponto de vista de saude Unica, tem
ganhado espaco e devem ser incentivadas.

Diante do exposto, com objetivo de cumprir com as demandas internacionais
urgentes de reducédo das emissdes dos GEE e do uso de antibiéticos na alimentagéo
animal, novas estratégias sustentaveis sdo alvo de pesquisas ja ha alguns anos, e
dentro deste contexto, 0 uso de 0leos essenciais e extratos herbaceos na dieta de
vacas leiteiras, para modulacdo da fermentacédo ruminal, tém tido destaque e terédo

enfoque neste trabalho.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama da bovinocultura leiteira no Brasil: perspectivas e desafios

A pecuaria leiteira tem grande potencial para alcancar os varios Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) definidas pela Organizacdo das Nagfes Unidas
(ONU) na Agenda 2030 e equilibrar as dimensdes social, econdbmica e ambiental do
desenvolvimento. Dessa forma, a atividade leiteira pode contribuir para a seguranga

alimentar, a reducao de desigualdades e contribuir diretamente para a preservacao
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do meio ambiente. Todavia, o desenvolvimento sustentavel do setor € dependente
da adocdo de praticas sustentaveis na producdo, além do investimento em
tecnologia e conhecimento para a capacitacdo dos produtores rurais e trabalhadores
rurais.

Na conjuntura social, a pecuaria leiteira € fundamental no ponto de vista da
seguranca alimentar, sendo um setor crucial para as questbes referentes a
manutencdo da sociedade atual, pois permite contribuir diretamente para as
guestdes da demanda por nutrientes essenciais como fonte de nutricdo e saude
humana. A Food and Agriculture Organization (Organizacéo das Nac¢oes Unidas para
a Alimentagéo e a Agricultura) - FAO (2023a) reformulou esse tema em um estudo
sobre a contribuicdo dos alimentos de origem animal terrestre para uma dieta e
nutricdo saudavel, apontando que a carne, 0s ovos e 0 leite sdo especialmente
importantes, pois, fornecem macronutrientes importantes como proteinas, gorduras
e carboidratos, além de micronutrientes como o ferro e a vitamina A.

Nesse contexto, tem se notado uma tendéncia a reducdo no consumo de leite
na populacao brasileira, associado as duvidas sobre os beneficios deste alimento. A
Associacdo Brasileira de Nutrologia e a Sociedade Brasileira de Alimentagcédo e
Nutricdo explanaram sobre o consumo de leite de vaca pelo ser humano, reiterando
gue o leite ndo € apenas proprio para 0 consumo humano, como também se
configura como fonte relevante de nutrientes, principalmente célcio e proteina
(NOGUEIRA-DE-ALMEIDA et al., 2024). A FAO aponta que a proteina do leite
apresenta perfil de aminoacidos essenciais que lhe favorecem alta digestibilidade e
biodisponibilidade, sendo classificadas como de alto valor biolégico (FAO, 2013).

Ainda no contexto nutritivo, nos ultimos anos, grande atencdo tem se voltado
ao perfil de acidos graxos do leite, com atencdo especial aos acidos linoleicos
conjugados (CLA), por seus beneficios a saude humana, principalmente devido suas
propriedades anticarcinogénicas, reducao na deposi¢cao de gordura corporal, efeitos
antidiabetogénicos, prevencao da aterosclerose, modulagéo do sistema imune, entre
outros (MCGUIRE & MCGUIRE, 2000). Todavia, seus beneficios ainda sdo poucos
conhecidos pelos consumidores e pouco explorados pela industria leiteira no Brasil.

Além disso, a atividade da bovinocultura leiteira gera renda, emprego e esta

presente em 98% dos municipios brasileiros, com grande representatividade de
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pequenos produtores na qual o leite tem papel fundamental na subsisténcia das
familias (IBGE, 2023; EMBRAPA, 2024; FALCON, et al., 2022; VAN DIJK et al.,
2021).

No Brasil, mais da metade do leite produzido € oriundo de apenas 7,4% dos
produtores, que tem producdo maior que 200 litros/dia, os restantes, 92,6%, que
correspondem a mais de 1 milh&o de produtores, tem producao inferior a 200 litros
por dia. Apesar disto, 0 setor teve avancos expressivos nos ultimos 20 anos,
reportando aumento em 91% na producéo, gracas a maior produtividade do rebanho
nacional, no qual o produtor tem investido em tecnologias e manejo alimentar cada
vez mais eficientes (RENTERO, 2023).

O IBGE (2024) reportou recorde na producao de leite, que atingiu 35,4 bilhées
de litros em 2023, enquanto que o nimero de vacas ordenhadas (15,6 milhdes)
diminuiu em relagdo aos anos anteriores, sendo 0 menor nimero registrado desde
1979. Esses dados refletem todo o resultado que a tecnificagdo que o setor leiteiro
brasileiro vem empregado ha anos e que o colocou em sexto lugar entre os maiores
produtores de leite do mundo, atras da india que lidera o ranking, Unido Europeia,
EUA, Paquiistdo e China (FAO, 2023b).

Ainda assim, o setor leiteiro apresenta desafios, dentre eles a necessidade de
implementagdo de manejos produtivos cada vez mais eficientes e ambientalmente
sustentaveis, buscando reduzir drasticamente o impacto ambiental, em vista a
atender as exigéncias legais tracadas nos acordos internacionais entre os paises
como a diminuicdo da “pegada de carbono”, as expectativas da sociedade e
alcancar, enfim, a sustentabilidade produtiva.

A producgéo de ruminantes como um todo, considerando bovinos leiteiros e de
corte, € uma atividade reconhecida por seu impacto ambiental, principalmente pela
emissao de gases do efeito estufa (GEE), especialmente o metano (CH4) que sem
duvida, se tornou um dos principais problemas a serem resolvidos pelo setor (FAO,
2023b). Ainda no aspecto ambiental, outros problemas que o setor enfrenta, que
diminuem a sustentabilidade do sistema produtivo, € a perda ou excre¢do de
nutrientes com alto potencial de modificacdo do ambiente, principalmente de
nitrogénio (N) e fésforo (P), que sédo eliminados via fezes e urina em dietas

desbalanceadas ou com baixa digestibilidade.
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Nesse contexto, tecnologias e diferentes formas de manejo vem sendo alvo de
pesquisas, com finalidade de aumentar a sustentabilidade do sistema produtivo de
bovinos, pois, tanto se tratando das altas emissdes de metano, quanto do mal
aproveitamento total dos nutrientes da dieta, ambos representam ineficiéncia do
sistema e reducédo da produtividade animal, ja que representam perda energética e
proteica, respectivamente.

Muitas pesquisas tém trazido estratégias para aumentar a eficiéncia
fermentativa nos ruminantes, com atencdo maxima nas a¢fes de mitigacdo do
metano entérico e no melhor aproveitamento dos nutrientes da dieta. As a¢cdes mais
comuns envolvem a manipulagdo da microbiota ruminal e da fermentagéo,
abordagens nutricionais diversas e o uso de aditivos alimentares. A aplicacdo dessas
acOes relaciona-se ao aumento da produtividade animal, além de se enquadrar no
cumprimento dos dezessete Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel da ONU, os
guais apontam para a necessidade urgente de reducdo nas emissées dos GEE até
2030 (CONGIO et al., 2021).

Rentero (2023) reportou que a busca pela bioeficiéncia na producéo leiteira
deve ser o foco atual, representada pela necessidade de aliar eficiéncia produtiva e
econOmica com sustentabilidade ambiental, diminuindo as emissdes de GEE e
investindo no processo de descarbonizacdo em todos os elos da cadeia produtiva,
buscando consumo hidrico eficiente e consciente, bem como adotando praticas
regenerativas em areas degradadas (CAMPBELL et al., 2018).

Neste sentido, o Brasil destaca-se no desenvolvimento de tecnologias que
mitigam os impactos ambientais. Dentro desta conjuntura, o Governo Federal
brasileiro assumiu voluntariamente, na Conferéncia da ONU sobre Mudancas
Climéticas, realizada em 2009 (COP15), o compromisso de reduzir de 36 a 38,9%
das emissfes de GEE até o ano de 2020. A partir desta politica, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) vem buscando desenvolver Planos
Setoriais de Mitigacdo e de Adaptacdo as Mudancgas Climaticas, no intuito de
estabelecer uma economia de baixo carbono nos diversos setores produtivos
brasileiros (PAIXAO e BACHA, 2015).

Uma das ac0es foi a criacdo do Plano ABC (Agricultura de Baixo Carbono),

implementado de 2010 a 2020 em cumprimento ao Decreto n° 7.390/2010 que
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regulamenta a Politica Nacional sobre Mudancgas do Clima (PNMC). O PNMC é uma
politica publica que busca desenvolver e aplicar tecnologias produtivas mais limpas
nos mais diversos setores da agropecuaria brasileira, para adaptacdo a mudanca
climatica e baixa emissao de carbono. O Plano ABC, atualmente sucedido pelo Plano
ABC+, correspondendo ao periodo de 2020 a 2030, fomenta praticas e tecnologias
com efetiva capacidade de reducgéo das emissbes de GEE, e que contribuam para o
aumento da produtividade na agropecuaria (BRASIL, 2021).

Um exemplo das varias acdes que vém sendo desenvolvidas é a Integracao
Lavoura, Pecuaria e Floresta (ILPF), que apresenta a capacidade de neutralizacao
climética, sequestrando eficientemente mais carbono do ar (SILVA et al., 2020). Além
desse sistema produtivo, outras tecnologias estdo sendo cada vez mais pesquisadas
e testadas com o mesmo intuito. Com estas pesquisas cientificas e suas aplicacées
no campo, o Brasil se consolida como um pais que ndo precisa escolher entre
producdo e conservacdo ambiental, tornando-se a maior poténcia agroambiental
mundial (ALBUQUERQUE, 2020).

Melhorar as condi¢c@es nutricionais dos animais, além da genética e manejo de
pastagens, vém como uma estratégia de mitigacdo dos impactos ambientais
(CODOGNOTO et al., 2014), além de reduzir custos e aumentar a produgéo. Dentro
desta conjuntura, expressa-se a necessidade de compreender a fisiologia digestiva
dos animais ruminantes. Por serem animais que demandam de alimentos com dieta
preferencialmente volumosa, a qualidade deste alimento os faz produzir mais ou

menos energia, resultando em mais ou menos emissdes (MATRICARDI et al., 2021).

2.2 Processos fermentativos no rimen e as emissoes de CH4

A producgédo de bovinos, tanto leiteira quanto de corte, é fundamentada em um
sistema de simbiose complexo entre os microrganismos do rimen e o animal
ruminante. Nesse sistema existem abundantes elementos envolvidos, que interagem
entre si e com o meio (rumen), fornecendo produtos com alto nivel de
interdependéncia associada especialmente as condicbes do ambiente ruminal e
alimentacéo do animal (RUSSEL, 2002).
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O processo digestivo da espécie bovina envolve o mutualismo com o0s
microrganismos ruminais, em que o animal hospedeiro prové um ambiente 6timo, com
pH entre 5,5 e 7,2, umidade de 85 a 90%, temperatura de 38 a 41°C, osmolaridade
de 260 a 340 mOsm, além dos substratos apropriados ao desenvolvimento destes,
em ambiente anaerdbico, provenientes dos alimentos e da &agua ingeridos
(BERCHIELLI et al., 2006).

Os microrganismos ruminais em compensacdo, produzem acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) e proteina microbiana, que serdo convertidos, respectivamente,
em energia e proteina para o animal (RUSSEL, 2002). Essa relacdo benéfica permite
converter alimentos de baixa qualidade para os humanos, em proteina de alto valor
nutricional.

Todavia, apesar da eficiente dinamica que ocorre no rimen, ha a producao de
subprodutos que representam perdas energéticas, como 0 metano, o qual representa
importante fator de impacto ambiental, conforme j& abordado em tGpicos anteriores.
Para entender o processo fermentativo até chegar a producdo dos produtos e
subprodutos de fermentacédo, é necessario que se discorra objetivamente sobre os
microrganismos que compdem o ramen.

Os microrganismos ruminais podem ser agrupados em funcdo da sua
estratégia nutricional ou caracteristica, como sendo bactérias fermentadoras de
carboidratos fibrosos, que dependem de amoénia e acidos graxos de cadeia ramificada
para sintese proteica; fermentadoras de carboidratos nao-fibrosos, esse grupo
também pode utilizar a ambnia para sintese de proteina microbiana, mas também se
utiliza de aminoacidos ou peptideos; proteoliticas ou aminoliticas, que sdo bactérias
que utilizam especialmente aminoacidos como substrato energético, tendo como
principal atividade a protedlise; as bactérias que utilizam o acido lactico como
substrato energético sdo chamadas de lacticas; pectinoliticas, grupo que usa a pectina
especialmente; lipoliticas, responsaveis pela hidrolise de triglicerideos em glicerol e
acidos graxos; as ureoliticas que liberam a aménia no ambiente ruminal a partir da
hidrolise da ureia e por fim as metanogénicas, um grupo distinto de microrganismos
gue se classificam como arquebactérias e que utilizam os produtos da fermentacao
de outras bactérias como dioxido de carbono (CO2) e gas hidrogénio (Hz) para produzir
metano (CH4) (BERCHIELLI et al., 2006; KOZLOSKI, 2009).
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Entdo, as bactérias ao fermentarem as diferentes por¢cdes dos alimentos para
obterem energia, geram os acidos graxos volateis (AGV's) e quantidades
significativas de dinucleotideo flavina adenina reduzido (FADH2) e dinucleotideo
nicotinamida adenina reduzido (NADH), CO2, Hz como produtos finais. As
arqueobactérias (metanogénicas), entram nesse processo com papel importantissimo
para a manutencao da fermentacao ruminal, pois possibilitam, a partir da producao de
metano, diminuir as concentragbes de H2 no rimen e, dessa forma, possibilitar a
regeneracao de co-fatores como NAD+ e dinucleotideo nicotinamida adenina fosfato
(NADP+). A reducgéo das coenzimas NADH e FADH:2 possibilitam que o sistema de
transporte de ions e elétrons na membrana celular microbianas do substrato para o
interior de sua célula seja adequado, para assim, dar seguimento aos processos de
degradacéao dos alimentos (BERCHIELLI et al., 2006).

Segundo Kozloski (2009), a proporcao em que sdo produzidos os AGV's e o
lactato, depende da espécie bacteriana e sua especificidade, mas depende,
principalmente, da concentracdo de NADH e H:z na célula. O sistema de
interdependéncia, bem como a predominancia de algumas espécies de
microrganismos, depende da dieta ingerida pelo animal.

As inlUmeras relacdes que existem no meio ruminal, possibilitam que o produto
da degradacédo do alimento de algumas espécies, seja 0 substrato energético para
outras. Esse é o caso do metano, onde as arqueobacterias metanogénicas utilizam o
H2, para reduzir o CO2 a CHa. Assim, qualquer alteracdo na dieta que reduza a
atividade das bactérias metanogénicas, modula o processo fermentativo, pois
favorece o acumulo de NADH nas bactérias, forcando-as a produzir maiores
guantidades de propionato. Todavia, apesar da possibilidade dessas modulac¢des na
dindmica ruminal e da fermentagdo, o acido graxo mais frequente sempre sera o
acetato, sendo a producéo de metano relacionada diretamente a ele, pois no processo
de producéo do acetato maiores quantidades de H2 sdo geradas (HOOK et al, 2010).

No rimen, como em todo 0s ecossistemas, 0s principios operantes tém por
base os fundamentos da termodindmica em que a energia € considerada constante,
porém, ela pode tomar diferentes formas como térmica, quimica, elétrica, cinética,
gravitacional, entre outras. Os conceitos da termodinamica, imperam sobre o

ambiente ruminal a constatacdo de que a quantidade de energia fornecida via
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alimentacdo para o animal, se transforma em diferentes produtos, e sob a dtica da
producdo de proteina animal seja leite e/ou carne, toda energia fornecida que néo
acarreta aumento na produtividade, representa perda energética, e um exemplo claro
disto € a perda de energia na forma de gas metano e a perda de proteina como amoénia
e/ou nitrogénio.

Dessa forma, pode-se inserir na revisdo o conceito de eficiéncia energética em
gue se sao analisadas as rotas de fermentacéo, a partir de seus produtos e, ao final
do ciclo, avalia-se a eficiéncia produtiva do animal frente as estratégias utilizadas no
processo produtivo, especialmente na nutricdo. Dentro deste contexto, muitos
pesquisadores tém buscado formas de modular a fermentacdo ruminal com a
finalidade de aumentar a eficiéncia produtiva calcada na 6tica ambiental de mitigacéo

da emisséo de metano e do desperdicio de nutrientes.

2.3 Aditivos dietéticos e nutricionais e suas acdes mitigatorias sobre o

metano

Muitos paises produtores e consumidores de carne e leite tém buscado meios
de reduzir as emissdes em prol de retardar os efeitos do aquecimento global
(ALMEIDA et al., 2021). As manobras mais conhecidas sdo as que se aplicam as
dietas dos animais, nas quais 0s pesquisadores procuram identificar, quantificar e
validar aditivos nutricionais que reduzem as emissfes entéricas de CHa.

Black et al. (2021) expuseram que estratégias de mitigacdo dos impactos
causados pelos GEE emitidos pela producdo de ruminantes abrangem desde a
nutricdo até o manejo simples dos animais. Alguns autores como Carega et al. (2017),
Neto & Orlandini (2020) relataram a possibilidade de diminuir a producao dos gases
do processo de fermentacdo ruminal, com a melhora da qualidade dos carboidratos
ingeridos e a utilizagéo da suplementacgédo das dietas com aditivos alimentares.

Nesse aspecto os ionéforos sdo aditivos bastante utilizados no intuito de
melhorar a eficiéncia alimentar dos ruminantes. Segundo Tedeschi et al. 2003, com o
uso de ionoforos € possivel mitigar até 25% das emissdes de CHas, além de reduzir

cerca de 4% da ingestao dos alimentos sem prejudicar a produtividade.
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Todavia, diante do contexto atual, a busca por novos aditivos capazes de
modular a fermentacdo ruminal, levaram ao aumento substancial nas pesquisas
envolvendo compostos secundarios de plantas. Esses compostos tém diversas
funcdes para as plantas, como protecdo contra fungos, bactérias, insetos e/ou
herbivoros. Os taninos, as saponinas e 0s 0leos essenciais sdo 0s mais estudados
(BERCHIELLI et al., 2006).

Tais compostos séo utilizados como aditivos nas dietas para ruminantes, sendo
adicionados em baixos niveis de incluséo, com a finalidade de modular a fermentacéao
ruminal. Os compostos séo ofertados aos animais no alimento que os contenham ou
pela adicdo dos extratos produzidos industrialmente.

Esses alimentos ou extratos podem diminuir a perda de compostos
nitrogenados e a emissdo de metano e serem uma alternativa interessante aos
antibiéticos ionéforos. Todavia, se faz necessario mais estudos para o
estabelecimento de niveis adequados de suplementacdo, suas interagces com a
microbiota ruminal e os componentes da dieta, bem como o tipo de dieta, espécie e

nivel produtivo do animal mantendo o atendimento das exigéncias dos animais.

2.3.1 Monensina sédica

A monensina sédica € um antibiotico ion6foro produzida a partir da bactéria
Streptomyces cinnamonensis (HANEY & HOEHN, 1967) e utilizada amplamente
como aditivo zootécnico na alimentacéo de ruminantes, com o objetivo de promover
a eficiéncia alimentar por meio da modulacédo da fermentacéo ruminal. A acao dos
ionoforos na fermentacdo ruminal ocorre por consequéncia selecdo das bactérias
gram-negativas, produtoras de acido succinio ou que fermentam acido lactico e
inibicdo das gram-positivas, que produzem acido acetico, lactico e H2 (HAQUE,
2018).

O mecanismo de acdo da monensina sobre as bactérias € denominado bomba
ibnica, responsavel por regular o balangco quimico entre o meio interno e externo da
célula bacteriana. De maneira resumida, a monensina liga-se a membrana das
bactérias gram-positivas, por afinidade, e ao ligar-se estabelecem desequilibrio de

cétions e prétons dentro da célula, de forma que o pH interno se desestabiliza, ocorre
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maior concentracdo de Na* e influxo de 4gua para dentro da célula bacteriana,
aumentando a pressdo osmotica, culminando com o rompimento da célula
bacteriana e sua morte (RUSSEL & STROBEL, 1989).

No que diz respeito aos produtos da fermentacéo, as bactérias que produzem
acido latico, acético, butirico, férmico e hidrogénio, sdo suscetiveis a acdo dos
ionoforos, ja as bactérias que produzem &cido succinico e propibnico, e as que utilizam
o lactato, estdo entre as resistentes. Dessa forma, de maneira geral, o que se espera
ao adicionar a monensina na dieta de ruminantes € que haja aumento da eficiéncia no
metabolismo energético das bactérias ruminais, pela selecdo de microrganismos com
rotas metabdlicas mais eficientes, onde haja menor perda de energia, evidenciado
pelo aumento de concentracdo de propionato ruminal (MOURA et al., 2021) e
diminuicao na proporcédo de acetato (AHVANOOEI et al., 2024);

Sobre a producdo de metano, os resultados divergem conforme variaveis de
tempo de suplementacdo, dose e tipo de dieta (AHVANOOEI et al.,, 2023).
Frequentemente, pesquisadores relatam que a monensina reduz as emissfées de
metano a curto prazo (entre 2 a 4 semanas), mas 0 mesmo nao acontece a longo
prazo (mais de 6 semanas), demonstrando que o resultado é dependente da inibicdo
que ocorre na populacdo de protozoarios ciliados, que se adapta ao meio e se
restauradas a partir da 42 semana de suplementacdo (GUAN et al., 2006). Isso ocorre
pois as bactérias metanogénicas tém relacdo simbidtica com os protozoarios(HOOK
et al., 2010). A monensina ndo inibe as bactérias metanogénicas, mas altera a
populacdo bacteriana de gram + para gram -, alterando a fermentagcdo ruminal,
diminuindo a proporcdo de acetato:propionato e consequentemente, a producao de
CHa4 (SHAREN et al., 2017; HAQUE, 2018).

No metabolismo proteico, espera-se que a monensina também gere aumento
na eficiéncia, pela diminuigcdo na absor¢cdo da amoénia e aumento no aporte de proteina
alimentar que chega no intestino delgado (DUFFIELD et al., 2008; HORST et al.,
2024). Todavia, em metandlise realizada por Ahvanooei et al. (2024) os autores
constataram que a monensina nao influencia na retencdo de nitrogénio em vacas
leiteiras, mas foi observada correlacéo negativa entre a suplementacédo de monensina
e a excrecao fecal de nitrogénio (MARTINEAU et al., 2007).
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Os efeitos da monensina sao dependentes do tipo de dieta, nivel (AHVANOOEI
et al., 2023) e tempo de suplementacao, bem como do estado fisiol6gico dos animais
(DUFFIELD et al., 2008). Um compilado de estudos reunidos em uma meta-analise,
apontou para o fato de que a ingestao de matéria seca diminuiu com o aumento da
dose da monensina de 22 para 96 ppm, a producgé&o de leite por outro lado aumentou
linearmente com a suplementacéo de até 23 ppm, se manteve estavel entre 24 e 38
ppm e, acima de 38 ppm, a producéo de leite diminuiu, a composicao do leite também
variou conforme a dose de monensina administrada (REZAEI AHVANOOEI et al.,
2023; AHVANOOEI et al., 2024).

2.3.2 Taninos condensados

Os taninos sdo compostos secundarios das plantas, presentes em forragens,
arvores, arbustos e leguminosas nutricionalmente importantes para os ruminantes.
Haslam (1966) descreveu quimicamente tais compostos como polifendis ou como
moléculas de alto peso molecular, capazes de se ligar as proteinas, aminoacidos ou
polissacarideos.

A capacidade de formar ligacdes com outras moléculas depende, no entanto,
do tamanho da molécula de tanino, suas caracteristicas de solubilidade, bem como,
das caracteristicas das moléculas precipitadas, como ponto isoelétrico e quantidade
de aminoacidos especificos. Os taninos sao divididos em trés grupos: hidrolisaveis,
condensados e florotaninos, sendo que os dois primeiros estdo presentes em varias
plantas terrestres e o ultimo esta presente em algas marinhas (HASLAM, 1989).

Os taninos condensados (TC) ou proantocianidinas, sao flavondides,
responsaveis pela defesa da planta frente & patdgenos e insetos. Na nutricdo de
ruminantes o0s taninos sado estudados principalmente pela capacidade de
precipitacdo de proteinas e atividade antimicrobiana (SCALBERT, 1991),
antiparasitaria (ATHANASIADOU et al., 2000) e antioxidante, porém, também s&o
descritas atividade anti-inflamatdria e antiviral (Huang et al., 2018).

Estudos demonstram que o uso de TC em baixas concentracbes na dieta,
reduzem a degradacédo de proteinas no rimen, aumentando o aporte de proteinas
no intestino delgado para absorcdo (WANG et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2023).
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Também foram relatados aumento de perda de proteina nas fezes, em situacdes em
gue esses complexos ndo se desfazem (McNEILL et al., 1998). Contudo, as
estruturas dos TC afetam sua capacidade de ligacdo e seu impacto na digestéo.
Waghorn (2008) relata que a concentracdo de proteina bruta e fibra na dieta, séo
diretamente determinantes sobre o potencial dos mesmos compostos serem

prejudiciais ou benéficos.

No que diz respeito a atividade antimicrobiana, Scalbert (1991), descreveu que
0S mecanismos envolvidos séo a inibicdo de enzimas microbianas extracelulares,
privacdo de substratos necesséarios ao crescimento microbiano ou acéo direta no
metabolismo microbiano através da inibicdo da fosforilacdo oxidativa. Estudos tém
demonstrado que esses compostos tém acado inibitéria sobre protozodrios e
arquebactérias metanogénicas, ocasionando reducdo na producdo de nitrogénio
amoniacal (N-NHs, CH4 e na proporcéo de acetato e propionato (CIESLAK et al.,
2012). Ha ainda relatos de que ndo houve diminui¢do na digestibilidade da matéria
seca ou na producéao de leite (MHLONGO et al., 2023).

No entanto, existem muitas controvérsias sobre os efeitos dos taninos na dieta
de vacas leiteiras. Lazzari et al. (2023) ndo observaram efeitos mitigatérios sobre as
emissdes de CHs4 em relagdo com consumo de matéria seca (CMS), porém, houve
diminuicao na digestibilidade da MO e na producéo de leite. Oliveira et al. (2023) por
outro lado, observaram que nao houve diminui¢cdo na producao de leite e nédo efeito

sobre o CMS, mas existiu tendéncia de aumento na proporcéo acetato:propionato.

A diminuic&o do nitrogénio urinario parece ser o resultado mais frequentemente
observado entre os autores. No entanto, estudos adicionais devem ser realizados, a
fim de analisar os efeitos dos taninos e suas interacbes com a dieta, principalmente
guanto as caracteristicas da forragem presente na dieta, principalmente aquelas
determinadas pela fibra e a concentracdo de proteina bruta (PB; LAZZARI et al.,
2023).

2.3.3 Acidos de lupulo
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O ldpulo (Humulus lupulus Linnaeus) € uma planta trepadeira perene,
caracterizada pela producéao de frutos e flores ricos em polifendis e 6leos essenciais.
Conhecido pelo seu papel na industria cervejeira, o lUpulo e seus extratos vém sendo
alvo de pesquisas, com a finalidade de usufruir das propriedades fitoquimicas além
das utilizadas na cerveja (RETTBERG et al., 2018; DURELLO et al., 2019; SALANTA
et al., 2023).

Como ingrediente da cerveja, o lupulo confere aroma, amargor, estabilidade
coloidal a espuma, tem papel antioxidante e antimicrobiano na conservacdo da
bebida (WANNENMACHER et al., 2018). Os cones de lapulo constituidos pela
inflorescéncia feminina da planta e outras partes da planta, séo ricos em diferentes
moléculas biologicamente ativas, como resinas, 6leo e polifendis que apresentam
potencial para serem utilizados na inddstria alimenticia, de salude e na alimentacéo
animal. Dessa forma, as pesquisas tém concentrado suas atenc¢des nos acidos de
lGpulo, 6leos essenciais e flavonéides (DESVIADO et al., 2020).

As resinas sdo metabdlitos secundarios, podem ser divididas em resinas moles
e duras, caracterizadas de acordo com sua solubilidade em hexano. As resinas
macias estéo presentes em maiores quantidades (10-25%) do que as duras (3 a 5%),
as primeiras sdo formadas pelos a-acidos e as segundas pelos 3-acidos. Os a-acidos
sdo compostos por humolone, cohumulone, adhumulone, prehumulone e
posthumulone, enquanto os 3-acidos sédo formados por lupulonas. O processo de
fabricacdo da cerveja, que consiste em adicionar o lupulo ao mosto em ebulicéo, faz
com que os a-acidos sejam isomerizados em iso- a-acidos, dando o caracteristico
sabor amargo a bebida (HRNCIC et al., 2019).

A forma de extracdo dos compostos interfere diretamente no rendimento dos
mesmos (HRNCIC et al., 2019). Na extracao por diéxido de carbono (CO2) ha maior
rendimento de a-acidos e B-acidos. Outras formas de extragéo utilizadas séo solido-
liquido com solventes de diferentes polaridades e extracdo profunda com solventes
eutéticos (SILVA et al., 2023).

Dentre os varios compostos extraidos do ldpulo e suas propriedades, a
atividade antimicrobiana € sem duvida, uma das propriedades fitoquimicas de
interesse na producdo de ruminantes, com a finalidade de utilizagdo como aditivo

alimentar para a manipulagdo ruminal. Os a-acidos (humulonas), B-acidos



34

(lupulonas) e seus produtos de oxidagcdo, como o tetrahidro-iso-alfa, sdo as
substancias responsaveis por essa atividade. Na cerveja, a inibicdo do crescimento
de bactérias gram-positivas é reportado mesmo em concentragcdes muito baixas
(BOGDANOVA et al., 2018). Os acidos a e B, humulonas e lupulonas, e as formas
isomerizadas de humulonas também podem ser considerados agentes
antimicrobianos em extrato de lipulo (BOGDANOVA et al., 2018).

Os mecanismos envolvidos na atividade antimicrobiana dos compostos do
lipulo estéo ligados a perda da integridade da parede celular do microrganismo ao
qgual os compostos bioativos se aderem e devido ao seu carater hidrofébico alteram
o fluxo de agua da célula, reduzem o pH intracelular e a atividade redox conduzindo
a danos oxidativos e morte celular (BEHR & VOGEL, 2010). A acdo antibacteriana
dos iso-a- acidos de lupulo como ionéforos que transportam H* para as células
bacterianas e dissipam ions através da membrana citoplasmatica, no entanto, é
alterada pelos indices de pH e concentracao de manganés (BEHR & VOGEL, 2009).

Os extratos de lupulo, residuo da industria cervejeira, podem ser utilizados
como fonte de compostos naturais na alimentacéao de ruminantes, com foco especial
nos possiveis efeitos sobre o rimen.

NARVAEZ et al. (2011) avaliaram os efeitos do lGpulo na fermentac&o ruminal
in vitro em dietas com diferentes teores de forragem (dieta concentrada, dieta
somente com forrageiras e uma terceira dieta mista), o suplemento de IGpulo (799
de R-acidos e 11g de a-acidos e 44g de taninos condensados por kg de MS) foi
incluido nas concentragdes de 50, 100, 200 e 400 pg/mL (equivalente a 0,5-16 g/kg
MS). Os autores notaram a reducao na producao de metano em todos os substratos
alimentares estudados, concomitante a redu¢gdo na propor¢ao acetato:propionato,
inferindo que ao incluir o ltpulo, houve maior producéo de acido propidnico do que
acético, gerando menor disponibilidade de substrato para as bactérias
metanogénicas. A diminui¢cdo na proporcéo acetato:propionato também foi reportado
por LAVRENIC et al. (2015) em ensaio in vitro.

Resultados diferentes foram reportados por Blanco et al. (2018), que
encontraram aumento na proporgao de acetato:propionato quando incluido o lapulo
na dieta de cordeiros de engorda. A dieta e sua propor¢cdo concentrado:volumoso

parece estar diretamente ligada aos seus efeitos, mas ainda é faltam mais estudos
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in vivo e a caracterizacdo completa do tipo de extrato utilizado, bem como a
concentragdo dos 4cidos presentes e demais compostos do lUpulo e suas interacdes
com o tipo de dieta ofertada.

Usando doses crescentes de [B-acidos ou iso-a-acidos de lapulo foram
avaliadas in vitro em fluidos ruminais de vacas leiteiras em lactacdo observou-se
aumento do pH, todavia, n&do foi observado efeito sobre a digestdo de nutrientes,
perfil de AGV ou no metabolismo de nitrogénio (SALFER et al., 2020).

Os efeitos da inclusdo de niveis crescentes de lupulo peletizado (84 g de B-
acidos e 7 g de a-acidos por kg de MS) foram avaliados na dieta de novilhos em
confinamento sendo observado melhor ganho médio diario (GMD) no maior nivel de
inclusdo do lupulo tanto na fase de crescimento quanto de terminacao (476 mg/kg
de MS e 952 mg/kg de MS, respectivamente). Todavia, o CMS, crescimento e
eficiéncia ndo foram afetados. Os autores avaliaram ainda os efeitos do IUpulo na
fermentacdo ruminal num ensaio in vitro com fluido ruminal de vacas leiteiras e, neste
observaram que ocorreu aumento linear na concentracdo de AGV, com elevadas
proporcdes de propionato, reduzindo assim a relacdo acetato:propionato, quando
comparado ao tratamento controle, permitindo destacar o efeito dependente da dose
de inclusdo do suplemento, e o fato de que parece haver uma resposta mais
pronunciada quando sao utilizadas dietas forrageiras em relagdo as dietas
concentradas (WANG et al., 2010).

Os efeitos da adicdo do extrato de lapulo (30,7% de lupulona) sobre as
bactérias ruminais produtoras de amonia foram avaliados por FLYTHE (2009) que
observou que a producédo de amonia foi inibida pelo efeito antimicrobiano do IGpulo
frente as bactérias.

Estudos que avaliem os efeitos dos acidos de lapulo na dieta de ruminantes,

com atencao aos indices zootécnicos em relagcéo a outros aditivos, S4o necessarios.

3 OBJETIVOS

Objetivou-se avaliar o efeito da adicdo dos acidos de lapulo, extraido do lapulo
e do tanino de Acéacia, sobre o metabolismo e a producao de leite em vacas leiteiras

buscando identificar qual a dose adequada para o seu uso na alimentagcao de vacas
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leiteiras, com a finalidade de propor um aditivo de origem natural alternativo a
monensina.
Assim, buscou-se caracterizar, comparar e analisar os efeitos dos acidos de

[Gpulo, do tanino e da monensina sobre:
e Consumo e digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes;
e Producédo e composicao do leite;

e Perfil lipidico do leite;
Fermentacao ruminal quanto ao pH; N-NHs; e AGV'’s;

e Estimativa da producédo de metano;
e Balanco de nitrogénio;

e Sintese de proteina microbiana.
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CAPITULO Il

EFEITO DA INCLUSAO DOS ACIDOS DE LUPULO NA DIETA DE VACAS

LEITEIRAS: metabolismo ruminal e producéo leiteira

Resumo

Conduziu-se este estudo com objetivo de avaliar diferentes niveis de inclusdo de um
extrato de ldpulo em dietas de vacas leiteiras, sobre o metabolismo ruminal e a
producao leiteira. O experimento foi conduzido na propriedade “Nossa Senhora
D’Abadia”, Municipio de Douradina, Mato Grosso do Sul, Brasil. Foram utilizadas 8
vacas, sendo quatro da raca Holandés (lactantes) e quatro Jersey (ndo lactantes,
canuladas no rumen). Os animais foram distribuidos em quadrado latino 4 x 4 (4
tratamentos e 4 periodos), duplo e simultédneo, organizado de acordo com animais
fistulados ou ndo. O periodo experimental foi de 20 dias, sendo 14 dias para a
adaptacao e 6 dias para a coleta de dados. As dietas foram constituidas por 70% de
silagem de milho e 30% de concentrado, com base na MS. Os tratamentos consistiram
nos seguintes niveis de inclusédo 0, 5, 10 e 15 g/dia/animal de acidos de lapulo, ricos
em tetrahidro-iso-alfa acido oriundo do extrato de lupulo. As dietas foram fracionadas
em dois tratos diarios com sobras de 10% para garantir consumo ad libidum. Foram
analisados o consumo e a digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes, produ¢ao
e composicdo do leite, fermentacdo ruminal, balanco de nitrogénio e sintese de
proteina microbiana. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
adotando-se nivel de significancia de 5%. Os efeitos do tratamento foram
decompostos pelo método de regressdo polinomial avaliando os efeitos linear e
quadratico dos tratamentos sob a resposta variavel. Ndo houve efeito dos niveis de
acidos de lupulo sobre o consumo da matéria seca e dos nutrientes e do pH ruminal.
Houve aumento da digestibilidade da matéria organica e dos carboidratos totais até o
nivel de 8,6 g/dia do acido de lupulo. Os parametros de producéo, densidade, gordura,
proteina do leite e perfil lipidico ndo foram influenciados pelas dietas experimentais. A
producdo meédia de leite foi de 25,4-27,10 kg/dia. A concentracdo de nitrogénio

amoniacal (N-NH5) foi reduzida pela inclusé&o dos acidos de Iupulo, com ponto minimo
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na inclusdo de 8,2g/dia. Os acidos de ldpulo influenciaram a concentracdo de acido
acético e propiénico, bem como sua relacdo. A concentracdo de metano foi
influenciada pelos acidos de Iupulo com ponto minimo em 10 g/dia. A cada 1g de do
aditivo adicionado, diminui-se 1,4 g de nitrogénio nas fezes. Houve aumento linear no
N retido com a incluséo do aditivo, no entanto, a sintese microbiana nao foi impactada.
Houve modulag&o nas rotas fermentativas, de modo que o uso dos &cidos de lupulo
favoreceu rotas mais eficientes energeticamente, com diminuicdo na proporcéo
acetato: propionato e, consequentemente, na estimativa de producdo de metano por
kg MS ingerida e leite produzido. O nivel que se obteve os melhores resultados foi de
10 g/dia de lupulo, sendo dessa forma, recomendado na inclusédo em dietas de vacas

leiteiras.

Palavras-chave: fitobiéticos, Humulus lupulus, acidos amargos do Iupulo, metano,

consumo

1. INTRODUCAO

No rimen, como em todo ecossistema, 0s principios operantes tém por base
os fundamentos da termodindmica nos quais a energia € considerada constante,
porém, como energia térmica, quimica, elétrica, cinética, gravitacional, entre outras
formas.

Os conceitos da termodinamica, imperam sobre 0 ambiente ruminal e permitem
a constatacdo de que a quantidade de energia fornecida pela alimentacdo para o
animal, se transforma em diferentes produtos e, sob a Gtica da producéo de proteina
animal seja leite e/ou carne, toda energia fornecida que ndo acarreta aumento na
produtividade, representa perda energética e, um exemplo claro disso é a perda de
energia na forma de gas metano e a perda de proteina como aménia e/ou nitrogénio.

Dessa forma, pode-se inserir na contextualizagdo o conceito de eficiéncia
energeética em que séo analisadas as rotas de fermentacéo, a partir dos seus produtos
para, ao final do ciclo observar a eficiéncia produtiva do animal frente as estratégias

utilizadas no processo produtivo, especialmente na nutricao.
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Dentro deste contexto, muitos pesquisadores tém buscado formas de modular
a fermentacédo ruminal com a finalidade de aumentar a eficiéncia produtiva calcada na
Otica ambiental de mitigacdo da emissédo de metano e do melhor aproveitamento dos
nutrientes da dieta.

Neste sentido, as a¢cdes mais comuns envolvem a manipulag&o da microbiota
ruminal e da fermentag&o, abordagens nutricionais diversas e o uso de aditivos
alimentares. A aplicacdo destas acdes relaciona-se ao aumento da produtividade
animal, além de se enquadrar no cumprimento dos dezessete Objetivos do
Desenvolvimento Sustentavel da ONU, os quais apontam para a necessidade
urgente da reducao nas emissdes dos GEE até 2030 (CONGIO et al., 2021).

Dentre os compostos que recebem atencdo como possiveis aditivos
alternativos sao os extratos de lupulo (Humulus lupulus L.) ricos em (-acidos e iso-a-
acidos que tém diversas propriedades fitoquimicas e importante papel antioxidante e
antimicrobiano j4 intensamente utilizados na conservacdo das cervejas
(WANNENMACHER et al., 2018). A atividade antimicrobiana destes compostos
desperta maior atencéo ja que pode ser utilizado na alimentacdo de ruminantes, em
funcao dos seus efeitos sobre os processos fermentativos do rimen (NARVAEZ et al.,
2011), e que podem consolidar seu uso como alternativa aos antibiéticos, como a
monensina, por exemplo.

Os acidos presentes no lapulo, sdo compostos que éem acdo semelhante aos
ionéforos, ja que também tem atividade inibitoria sobre as bactérias gram-positivas
(FLYTE et al.,, 2017), todavia, mais pesquisas in vivo podem permitir a melhor
compreensao dos efeitos dos extratos de IUpulo na fermentagdo ruminal, inserindo
modelos alternativos, com fontes alimentares distintas em condigbes produtivas
diversas.

Assim, objetivou-se avaliar os acidos de lupulo como potencial moduladores da
fermentacdo ruminal, reduzindo a producdo de N-amoniacal, diminuindo a relacéo
acetato: propionato, a producao de metano (CHa4) entre outros efeitos no metabolismo
animal e na producdo leiteira, incluindo diferentes niveis de um extrato de IUpulo

extraido comercialmente, em dietas de vacas leiteiras.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade
Federal da Grande Dourados sob numero 23016/2023 e foi realizado na fazenda de
criacdo de bovinos leiteiros “Nossa Senhora D°Abadia”, localizada no Municipio de
Douradina, no Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, coordenadas latitude
22°04°26.9”S e longitude 54°40°'52.5"W.

2.1 Animais e delineamento experimental

Foram utilizadas 8 vacas, sendo quatro da raca Holandés com 100 dias em
lactacdo, producdo média de 20 kg leite/dia e peso corporal médio de 593,5 + 43 kg e
quatro vacas Jersey com peso corporal médio de 432,9 + 50 kg, ndo lactantes,
canuladas no rumen.

Os animais foram distribuidos em quadrado latino 4 x 4 (4 tratamentos e 4
periodos), duplo e simultaneo, organizados de acordo com o fator animais fistulados
ou ndo, alojados em baias individuais com aproximadamente 8 m2, com metade da
area de piso cimentado com cocho e bebedouro e outra metade com a cama composta
de casca de arroz.

O periodo experimental foi de 20 dias, sendo 14 dias para a adaptacdo das

dietas experimentais e 6 dias para a coleta de dados, totalizando 80 dias.

2.2 Alimentos, alimentacao e tratamentos

As dietas foram formuladas com base no NRC (2001), calculadas para atender
as exigéncias nutricionais de uma vaca de 550 kg de peso corporal, com produgéo
média de 20 kg de leite/dia. As dietas foram constituidas por 70% de silagem de milho

e 30% de concentrado (Tabela 1), com base na MS.
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Foram adicionados os niveis 0, 5, 10 e 15 g/ dia /animal de um 6leo rico em
acidos de lapulo, com maior concentracdo de tetrahidro-iso-alfa (TIAA), obtido
mediante a extracdo do lupulo com dioxido de carbono (BetaTec Hop Products®,
Washington DC, USA). O 6leo foi incluido na dieta total e homogeneizado
manualmente. Os animais foram alimentados com a dieta total duas vezes ao dia, as
07h00 e as 13h00. As sobras foram coletadas diariamente para ajuste do consumo
mediante a pesagem. Nos dias de amostragem as sobras foram integralmente

coletadas para analises quimicas posteriores.

Tabela 1. Composi¢cdo centesimal e nutricional das dietas experimentais com

diferentes niveis de acidos de lupulo

Item Niveis de acidos de lapulo? (g/d)
Ingredientes (g/kg MS) 0 5 10 15
Silagem de milho 700 700 700 700
Milho moido 162 162 162 162
Soja em grao 108 108 108 108
Mineral* 24 24 24 24
Ureia 54 54 54 54
Composicéao nutricional (g/kg MS)

Matéria seca 447,17 447,17 447,17 447,17
Matéria organica 926,50 926,50 926,50 926,50
Matéria mineral 73,49 73,49 73,49 73,49
Proteina bruta 147,75 147,75 147,75 147,75
Extrato etéreo 15,58 15,58 15,58 15,58
Fibra em detergente neutro 488,02 488,02 488,02 488,02
Fibra em detergente acido 253,43 253,43 253,43 253,43
Lignina 37,51 37,51 37,51 37,51

INiveis de garantia (kg/produto): Calcio 190 g/kg, Fésforo 60 g/kg, Enxofre 20 g/kg, Magnésio 20 g/kg,
Potassio 35 g/kg, Sodio 70 g/kg, Cobalto 15 mg/kg, Cobre 700 mg/kg, Cromo 10 mg/kg, Ferro 700
mg/kg, lodo 40 mg/kg, Manganés 1600 mg/kg, Selénio 19 mg/kg, Zinco 2.500 mg/kg, Vitamina A
400.000 Ul/kg, Vitamina D3 100.000 Ul/kg, Vitamina E 2.400 Ul/kg, FlGor 600 mg/kg. 2Acidos de lapulo,
com maior concentracéo de acido tetrahidro-iso-alfa (BetaTec Hop Products®, Washington DC, USA).
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2.3 Analises quimicas

As amostras da silagem de milho, dos ingredientes do concentrado, sobras e
fezes, foram coletadas e levadas para a pré-secagem em estufa de ventilacéo forcada
a 55 °C por 72h e apds este periodo foram moidas em moinho do tipo Willey a 1 mm.

Foram utilizadas as metodologias da AOAC (2000) para a determinacéao da
matéria seca (MS, método 950,15), cinzas (MM, método 942,05), matéria organica
(MO, 1000-cinzas), proteina bruta (PB, N x 6,25, método Kjeldahl 984.13) e extrato
etéreo (EE, método 920,39).

Os percentuais de fibra em detergente acido (FDA) e fibra em detergente neutro
(FDN) foram obtidos seguindo os métodos da AOAC (1995; método 973,18) e Van
Soestetal., (1991), respectivamente. A analise de FDN incluiu a-amilase termoestavel
(MERTENS, 2002). Para a andlise de lignina em detergente &cido, os sacos contendo
FDA residual foram tratados com acido sulfdrico (H2SO412 mol/L) por 3 h
(AOAC, 1997). Todas as analises quimicas foram calculadas com base na matéria
seca (MS). O teor de nutrientes digestiveis totais (NDT) foi calculado segundo o NRC
(2001).

2.4 Consumo e digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes

Para a avaliacdo do consumo de MS, PB e FDN as sobras foram pesadas
diariamente para o ajuste do fornecimento garantindo consumo ad libitum, calculando
sobras de 10%.

Para a avaliacdo da digestibilidade foi realizada a coleta total de fezes nos dias
16, 17 e 18 de cada periodo experimental e, posteriormente, calculado o coeficiente
de digestibilidade aparente total da MS, PB, EE, FDN e do amido.
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2.5Producao e composicéo do leite

As vacas foram ordenhadas mecanicamente duas vezes ao dia, as 6h00 e as
16h00 sendo a producéo de leite (PL) registrada diariamente durante todo o periodo
experimental para o célculo da producdo média. A producdo de leite foi corrigida
(PLCG 3,5%) para 3,5% de gordura, segundo formula de Sklan et al., (1992):

PLCG 3,5% = (0,432 + 0,163 *G%) * PL.
Onde:
PLCG 3,5% = producéo de leite corrigida para 3,5% de gordura;
G% = teor de gordura do leite;
PL = producéao de leite.

As amostras utilizadas para a analise da composicao do leite foram obtidas no
15°, 16° e 17° dias de cada periodo experimental, provenientes de subamostras das
duas ordenhas diarias, proporcionalmente. Foram determinados os teores de gordura,
proteina e densidade através de espectrometria de infravermelho pelo equipamento
LACTOSCAN®.

Para a determinacdo da composicdo dos acidos graxos do leite, foram
coletadas amostras em cada periodo experimental, sendo uma aliquota na ordenha
matutina (60%) e outra na ordenha vespertina (40%) (200 mL total por animal).

O método utilizado foi o de separacao lipidica por centrifugacdo descrito por
Feng et al. (2004), seguido pela separacao da camada lipidica (FOLCH et al., 1957) e
metilacdo conforme Kramer et al. (1996), e posterior analise por cromatografia gasosa,
utilizando cromatégrafo a gas GC-2010 (Shimadzu, Kyoto, Japao).

O processo de separacdo da fragdo lipidica foi realizado por centrifugagéo
inicial do leite fresco a 12.000 rpm (a ~17 800 x g) por 30 min a 4°C, para separar a
camada superior de gordura (FENG et al. (2004). A camada de gordura foi coletada,
seguida de centrifugacdo a 13.000 rpm (~19.300 x g) por 20 min a 4°C, onde separou-
se completamente as trés fases, lipidios totais (camada superior), proteina e solidos
(intermédio) e fase aquosa (camada inferior). A camada da fracdo lipidica foi isolada

(FOLCH et al., 1957), com solucao de cloroférmio e metanol (2:1 v/v) e adicdo de
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solugdo de NaCl a 1,5%, para separagédo das fases, sendo que a fase inferior ou
cloroférmica, contém os lipidios totais coletada para metilagéao.

A gordura isolada (~300-400mg) foi metilada para formacédo dos ésteres de
acidos graxos, utilizando dois padrdes internos (C18:0 e C19:0) para corrigir eventuais
perdas durante o processo (KRAMER et al., 1997).

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram quantificados em cromatografo a
gas (GC Shimadzu 2010), com coluna SP-2560 (100 m x 0,25 mm x 0,20 uym) e
hidrogénio como gas de arraste. O programa de temperatura variou de 70 a 215 °C,
conforme Kramer et al. (1997). A identificacdo dos picos cromatogréaficos foi feita por
comparacao com padrbes de ésteres metilicos de acidos graxos (Supelco 37 FAME
Mix, Sigma-Aldrich) e padrdes especificos de C18:1 t11 e CLA (cis-9, trans-11; trans-
10, cis-12).

2.6 Fermentacgdo ruminal

As amostras do liquido ruminal foram coletadas no 19° dia de cada periodo,
com amostragens as 0, 2, 4, 6 e 8 h apds a alimentagéo. Imediatamente a cada coleta,
foram mensurados os valores de pH ruminal utilizando potenciémetro digital (MB-10,
Marte, Santa Rita do Sapucai, Brasil). As amostras foram armazenadas em
recipientes plasticos a -5 °C.

Foram realizadas as andlises de &cidos graxos de cadeia curta e da
concentracéo de nitrogénio amoniacal.

Para a mensuracdo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no liquido
ruminal, as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 2.000 x g por 15
minutos, foi acrescido 1 mL do sobrenadante em tubo de ensaio e adicionado 0,2 mL
de acido formico PA. ApOs esse processo, as mesmas foram vedadas, identificadas e
armazenadas novamente a -20°C. A analise dos AGCC foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Erwin et al. (1961), com uso da cromatografia gasosa.

Para a mensuragdo da concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NHs), foram
pipetados da amostra de liquido ruminal ja centrifugadas a 2.000 x g por 15 minutos,
2 mL do sobrenadante, em tubos de ensaio contendo 1 mL de &cido sulfurico a 1 N.
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As amostras foram analisadas pelo método colorimétrico de fenol-hipoclorito descrito
por Broderick & Kang (1980).

A partir da determinacao da concentracdo dos acidos graxos de cadeia curta,
acido aceético (C2), propidnico (C3) e butirico (C4), foi estimada a producdo de metano

entérico (CHa4), de acordo com a metodologia de Moss et al. (2000).

CH4= 0,45 (C2) - 0,275 (C3) + 0,4 (C4)

2.7Parametros sanguineos

As coletas de sangue foram realizadas no 18° dia de cada periodo experimental
por puncao da veia coccigea, anteriormente ao fornecimento das dietas no periodo da
manha. Imediatamente apds coleta, as amostras foram refrigeradas e centrifugadas a
2000 rpm 44 durante 15 minutos, para a separacéo do plasma. O centrifugado obtido
foi transferido para tubetes plasticos, identificados e armazenados a -20°C. As
analises das concentracdes dos parametros sanguineos foram realizadas no por meio
de kits comerciais (Bioclin®) que utilizam meétodo enzimético colorimétrico, sendo a
leitura realizada em analisador automéatico de bioquimica sanguinea (Sistema de
Bioquimica Automatico SBA-200 CELM) sendo determinados os teores de glicose e

creatinina plasmatica.

2.8Balanco de nitrogénio e sintese de proteina microbiana

A coleta de urina foi realizada no 19° dia de cada periodo experimental, 4 horas
apos a alimentacdo. As andlises de alantoina, creatinina e &cido urico foram
realizadas pelo método colorimétrico, conforme técnica de Fujihara et al. (1987),
descrita por Chen & Gomes (1992). A excrecao total de derivados de purina (DP) foi
calculada pela soma das quantidades de alantoina e acido Urico excretado e
expressos em mmol/dia.

As purinas microbianas absorvidas (Pabs, mmol/dia) foram calculadas a partir

da excrecéo de derivados de purinas na urina (DP, mmol/dia), por meio da equacgéo:
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DP = 0,85*Pabs + 0,385 x PV975,

Em que 0,85 é a recuperacao de purinas absorvidas como derivados urinarios
de purinas e 0,385 x PV%7®, a contribuicdo endégena para a excrecdo de purinas
(VERBIC et al. 1990).

Para o célculo do balanco de nitrogénio foi analisado o contetdo de nitrogénio
da urina, fezes e alimentos através do método de Kjedhal de acordo com AOAC 2000).

O calculo foi realizado de acordo com a seguintes formulas:
Nretido = Nconsumido = (Nfezes+Nurina)
O volume urinario foi calculado da seguinte maneira:
VU (L/dia) = (27,36 x PV) / creatinina
Onde:
PV = peso vivo (em kg);
VU = volume urinario (em L);

27,36 representa o valor da excrecdo diaria média de creatinina, em ppm
PV, obtido por Renné et al. (2000).

2.9 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do software R (R Core Team,
2023) verificando a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade das variancias pelo teste de Levenne. O conjunto de dados foi

analisado de acordo com a seguinte modelo:

Yijk= p + Ai + Pj + Qk +SI + SI(Em) + eijkim

Onde:

Yijyk = variavel dependente;
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M = média geral;

Ai = efeito do animal (j =1 a 8);

Pj = efeito do periodo (y = 1 a 4);

Qk = efeito do quadrado (k =1 to 2);
Sl= efeito do tratamento (I= 1 a 4), €;

eijkim = erro.

O efeito aleatorio do modelo (random) foi caracterizado por: Ai e Pj. Os graus
de liberdade foram corrigidos por DDFM= kr.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia adotando-se o nivel
de significancia de 5%. Os efeitos do tratamento foram decompostos pelo método de
regressao polinomial sendo avaliados o efeito linear e quadratico dos tratamentos sob

a resposta da variavel.

3 RESULTADOS

3.1 Matéria seca e digestibilidade aparente total

N&o houve efeito dos tratamentos sobre o consumo da matéria seca, matéria
organica, proteina bruta, fibra em detergente neutro, carboidratos totais e carboidratos
néao fibrosos (p > 0,05). Da mesma maneira, a densidade energética da dieta expressa
como energia digestivel (ED), energia metabolizavel (EM) e energia metabolizavel de
lactacdo (EM lac) n&o apresentaram variagao significativa (p> 0,05; Tabela 2),
indicando que o consumo e a concentracdo energética ndo foram alterados pela

incluséo dos acidos de Iapulo na dieta.



55

Tabela 2. Ingestdo de matéria seca e nutrientes em vacas leiteiras alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de acidos de

lGpulo

ltem Niveis de acidos de lupulo (g/d)?2 EPML p-valor

Ingestéo (kg/d) 0 5 10 15 Trat Linear Quad
Matéria Seca 15,05 14,80 15,21 14,66 0,81 0,96 0,83 0,86
Matéria Seca (% PV) 3,15 3,12 3,25 3,08 0,15 0,87 0,90 0,64
Matéria Seca 0,01 0,89

(PVOT5) 0,14 0,15 0,15 0,15 0,59 0,67
Matéria organica 13,95 13,71 14,09 13,58 0,75 0,96 0,83 0,85
Proteina bruta 2,22 2,18 2,25 2,17 0,12 0,96 0,84 0,86
Fibra em detergente 7,34 7,22 7,42 7,15 0,39 0,96 0,83 0,85
neutro

Carboidratos totais 10,15 10,17 10,34 9,53 0,58 0,77 0,62 0,48
Carboidratos ndo 3,50 3,56 3,50 3,16 0,21 0,51 0,56 0,34
fibrosos

Nutrientes 9,04 9,58 9,67 8,76 0,67 0,74 0,35 0,29

digestiveis totais

IEPM: erro padrdo da média. 2Niveis de inclusdo dos &cidos de ldpulo, com maior concentracdo do tetrahidro-iso-alfa, (BetaTec Hop Products®,
Washington/DC/USA). Trat: efeito do tratamento. Quad: efeito quadratico. MS %PV: consumo de matéria seca em porcentagem do peso vivo; MS/PV0.75:

consumo de matéria seca expresso em fungdo do peso metabdlico (peso vivo elevado a 0,75).
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No que diz respeito a digestibilidade, houve efeito dos tratamentos sobre
a digestibilidade da matéria orgéanica (p<0,05), com ajuste dos dados ao modelo
quadratico, indicando que houve aumento da digestibilidade até o nivel de 8,6
g/dia da inclusédo do acido de lupulo (ponto maximo), com digestibilidade neste
ponto em 76,82%. A digestibilidade dos carboidratos totais (CT) também foi
alterada pela inclusdo dos acidos de lupulo (p = 0,04), sendo que os dados se
ajustaram melhor ao modelo quadratico, com ponto de maxima resposta obtido
no nivel de 8,67 g/dia, com 77,51% de digestibilidade (Tabela 3).

Observou-se tendéncia de aumento na digestibilidade da matéria seca (p
= 0,09), com ajuste quadratico, bem como na digestibilidade da fibra em
detergente neutro (p = 0,08), também com ajuste quadratico.

Tabela 3. Digestibilidade aparente da matéria seca e dos nutrientes em vacas

leiteiras alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de acidos

de lupulo

Item Niveis de acidos de lupulo (g/d)? EPM P-Valor
Digestibilida 0 5 10 15 ., Trat Linea Qua
de r d
'\S"e""ézr'a 6660 7258 7239 7014 175 009 001 003
MO 6995 7675 7555 7350 167 004 001 002
';:atg'”a 6625 71,74 7024 6841 184 021 005 006
EDN 7041 7756 7618 7373 195 008 002 002
CT 7023 7738 7617 7407 173 004 001 001
CNF 6975 7695 7595 7441 292 034 010 0,15
ED

Mcalkg) 48 449 456 420 025 077 061 047
EM 407 408 415 380 026 077 062 048
(MCaI/kg) ] 1 1 1 b 1 b H
EM 210 223 226 203 017 074 035 029
lac(Mcal/kg) ™’ ' ' ' ’ ' ’ '

1EPM: erro padréo da média. 2 Niveis de inclusdo dos acidos de Itpulo, com maior concentragédo
do tetrahidro-iso-alfa, (BetaTec Hop Products®, Washington/DC/USA). MS: matéria seca; MO:
matéria organica; FDN: fibra em detergente neutro; CT: carboidratos totais; CNF: carboidratos
nao fibrosos; ED: energia digestivel; EM: energia metabolizavel; EM lac: energia metabolizavel
lactagdo. DIG MO Y= 70,304 + 1,516X — 0,088X2 (R2 = 0, 90). DIG CT Y= 70,60 + 1,595X —
0,092X2 (R2=0,90).
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3.2 Rendimento e composicédo do leite

Os parametros de producéo, densidade, gordura e proteina do leite ndo
foram influenciados pelas dietas experimentais (p>0,05). A producdo média de
leite observada neste experimento foi de 26,11 kg/dia e 24,89 kg/dia quando

corrigida para 3% de gordura (Tabela 4).

Tabela 4. Producéo e composi¢éo do leite de vacas alimentadas com dietas

contendo niveis de &cidos de lupulo

Item Niveis de acidos de lupulo P-Valor’

(9/d)? EPM?

kg/d 0 5 10 15 Trat Linear Quad

Producao de 26,07 25,40 27,10 25,88 0,87 0,60 0,78 0,76
leite

PLCG 3,5% 2485 24,18 25,80 24,71 086 0,63 0,76 0,81
Dens. do leite 34,15 34,08 33,87 34,30 0,38 0,87 057 0,53
Gordura 390 387 39 387 018 0,98 099 0,88

Proteina 321 320 320 321 0,23 0,94 059 0,58

LEPM: erro padrdo da média. 2Niveis de inclusdo dos &cidos de lipulo, com maior concentragdo
do tetrahidro-iso-alfa, (BetaTec Hop Products®, Washington/DC/USA). 3Efeito linear ou
quadratico. PLCG 3,5%: Producgédo de leite corrigida 3,5% de gordura. Dens. do leite: densidade
do leite

Quanto ao perfil lipidico do leite, os tratamentos ndo geraram efeito sobre
os teores de acidos graxos avaliados no leite (p > 0,05) (Tabela 5). Observando

tendéncia de resposta no C14:0 (p= 0,07) e ajuste linear.
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Tabela 5. Perfil de acidos graxos do leite de vacas alimentadas com dieta

contendo diferentes niveis de acidos de lupulo

ltem

Acidos Graxos
C4:.0
C6:0
C8:0
C10:0
C12:.0
C14.0
C15:0
C16:0
C17:0
C18:0
C18:1t11
C18:1c9
C18:2 n6
C18:3cis
9,11trans
C18:3n3
C20:0
C22:0
C24.0

Niveis de acidos de lupulo

(g/dy?

0 5 10 15
160 158 159 1,59
162 163 1,64 1,65
291 2,89 292 294
6,69 696 686 6,70
4,21 4,18 4,22 4,21
11,25 11,21 11,03 11,12
150 147 146 1,45
27,27 27,09 27,67 27,70
019 0,19 0,17 0,18
14,24 14,22 13,99 14,29
723 7,21 720 7,21
13,71 13,73 13,54 13,42
155 154 158 1,56
086 085 087 0,86
155 161 162 1,57
090 088 09 0,87
086 085 085 0,85
157 142 125 1,73

EPM?

0,02
0,03
0,05
0,12
0,02
0,05
0,03
0,36
0,01
0,08
0,07
0,22
0,03
0,01

0,02
0,02
0,01
0,21

P- valor®
Trat Linear Quad
0,87 0,52 0,58
0,96 0,81 0,91
0,91 0,81 0,69
0,41 0,15 0,13
0,61 0,67 0,57
0,07 0,04 0,24
0,54 0,53 0,82
0,59 0,95 0,79
0,27 0,46 0,79
0,14 0,84 0,09
0,99 0,83 0,84
0,73 0,33 0,76
0,88 0,71 0,80
0,63 0,92 0,53
0,25 0,61 0,07
0,68 0,57 0,78
0,89 0,97 0,50
0,33 0,75 0,18

1EPM: erro padrédo da média. 2Niveis de inclusao dos acidos de lupulo, com maior concentragao
do tetrahidro-iso-alfa, (BetaTec Hop Products®, Washington/DC/USA). 3Trat: efeito do
tratamento. Quad.: efeito quadrético.

3.3 Fermentacgédo ruminal

A suplementacéo com diferentes niveis de acidos de lupulo ndo alterou o

pH ruminal (p > 0,05), mantendo valores médios entre 6,44 e 6,48, dentro da
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faixa considerada adequada para a fermentacdo normal da fibra (Tabela 6).
Houve, contudo, efeito significativo do tempo de coleta (p < 0,001), indicando
flutuacdes diurnas tipicas associadas ao consumo e digestdo do alimento, sem
interacdo dieta x tempo (p > 0,05).
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Tabela 6. Parametros de fermentacdo ruminal e producdo de metano em vacas alimentadas com dietas contendo niveis de acidos

de lapulo
Item Niveis de acidos de lupulo (g/d)? . P-Valor?

0 5 10 15 EPM Trat Tempo  Trat*T Linear®  Quad
mmol/L
Acético 61.29 6100 51,87 60,41 1,13 <01 0,09 0,88 0,08 0,03
Propionico 20,33 20,37 23,50 19,86 0,46 0,01 0,24 0,46 0,63 0,02
Isobutirato 1,025 0,944 1177 1,050 0,06 0,45 0,35 0,77 0,50 0,82
Valerato 0661 0550 0549 0,559 0,16 0,23 0,59 0,41 0,13 0,18
Isovalerato 230 231 2 35 224 0,02 0,97 0,22 0,65 0,85 0,73
AGCR 3.98 381 407 385 0,19 0,83 0,23 0,48 0,88 0,91
Total 93.68 9327 84,25 91,56 1,37 0,22 0,03 0,66 0,14 0,10
Acético/propibnico 312 3.05 211 316 0,09 <01 0,58 0,42 0,24 0,06
Metano* (mmol/100mmol 055 <01 0,15 0,78 0,05 0,01
AGV) 25,21 25,08 20,00 24,69

1EPM: erro padrdao da média.?2 Niveis de inclusdo dos acidos de lupulo, com maior concentracdo do tetrahidro-iso-alfa, (BetaTec Hop Products®,
Washington/DC/USA). 3Efeito linear ou quadrético; Trat: efeito de tratamento. TratxT: interacdo entre tratamento e tempo de coleta (0, 2, 4, 6 e 8 horas apds a
alimentacg&o). 4Calculado de acordo com Moss et al. (2000) pela formula: CH4= 0,45 x acetato — 0,275 x propionato + 0,4 x butirato. AGCR: Acidos graxos de
cadeia ramificada. Modelos ajustados com base na significancia dos fatores (p<0.05), conforme ANOVA. N-NH3=Y=0,0734x2 - 1,2066x + 19,067 (R?=0,994);
Acido acético = Y = 0,088x2 - 1,5599x + 62,616 (R2=0,429); Acido propidnico = Y = -0,0368x2 + 0,5864 +19,837 (R2= 0,4209); Acidos graxos totais = Y =
0,0772x2 - 1,4656x + 94,927 (R2=0,462). Metano = Y = 0,0482x? - 0,8558x + 25,946 (R2=0,425)
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A concentracédo de nitrogénio amoniacal (N—NH5) foi afetada pela inclusao dos
acidos de lupulo (p = 0,017), com ajuste em modelo quadratico (p < 0,05), onde
observou-se reducdo dos teores com ponto minimo de 8,22g/dia de acidos de
lGpulo (14,10mg/dL), e posteriormente um aumento no nivel de 10g/dia (14,14
mg/dL), indicando o intervalo que se observa a curva dos dados e o ajuste
quadratico. Os niveis de N-NH3, também se alteraram conforme o tempo de coleta
(p <0,001).

Quanto aos acidos graxos volateis, observou-se que os acidos de lupulo
influenciaram a concentracdo de acido acético (p<0,001), de forma que o modelo
quadratico se ajustou de forma moderada aos dados, apresentando um ponto de
minima em 8,86g/dia, porém com resultado estimado em 55,70 mmol/L, todavia,
devemos observar nesse caso 0 R2 é baixo e que o valor observado em 10g/dia de

51,87 mmol/L é inferior ao ponto de minima estimado na equacao.

Os niveis dos acidos de lupulo também alteraram as quantidades de acido
propidnico (P<0,05), de forma que o ponto de maxima ocorreu em 7,97g/dia com
22,17 mmol/L deste AGV, todavia, assim como no caso do ac. Acético, a equacao
quadratica teve ajuste moderado (R?= 0,462) e seus valores estimados nao
justificam da melhor forma os valores observados, jA& que o nivel de 10g/dia

apresentou valor 23,50 mmol/L.

Os demais AGV néao foram influenciados pelos niveis de inclusdo dos acidos
de lupulo. Todavia, as diferencas observadas em acetato e propidnico levaram a
um efeito sobre a relacédo acetato/propionato, com o nivel de 10g/dia apresentando

a menor relacéo observada.

A estimativa da concentracdo de metano foi influenciada pelas dietas
experimentais (p<0,001), com ajuste ao modelo quadratico (p=0,001). O ponto
minimo estimado pela equacao de regressao foi em 8,88g/dia de acidos de Ilupulo
com 22,15 mmol/100 mmol de AGV, diferente do ponto minimo observado nos
dados que foi de 20 mmol/100 mmol de AGV com nivel de 10g/dia do aditivo
testado, diferenca ocasionada pelo ndo ajuste perfeito dos dados a equacéo
(R?=0,43).
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3.4 Compostos nitrogenados

Os niveis de inclusdo dos &cidos de Iupulo ndo influenciaram a ingestédo de
nitrogénio e a quantidade de nitrogénio excretado via urina (p>0,05). Todavia, a
guantidade de N nas fezes foi influenciada pelos tratamentos (Tabela 7), com
ajuste ao modelo linear dos dados, de forma que a cada 1g de acido adicionado,
diminuiu-se 1,414 g de nitrogénio nas fezes. Dessa forma, o nitrogénio retido
também sofreu impacto pela incluséo dos acidos de lupulo, de forma que os dados
se ajustaram ao modelo linear, a medida que se aumentou em 1g de inclusdo dos
acidos de lapulo, aumentou-se em 1,418 g a retencdo de nitrogénio. A sintese
microbiana néo foi impactada pelas dietas experimentais (p>0,05).

Tabela 7- Balanco de nitrogénio e sintese proteica microbiana em vacas
alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de acidos de IUpulo

Item Niveis de acido de lapulo (g/d)2 EPML P-Valor
g/dia 0 5 10 15 Trat Linear Quad

N-ingerido 325,22 322,91 327,57 336,0 21,95 0,98 092 0,85

N-fezes 51,67 47,26 37,65 31,31 291 <0,01 <0,01 0,74
N-urina 8,41 8,66 7,67 868 088 083 09 0,67
N-retido 39,91 44,07 54,67 6001 320 0,01 <0,01 0,08

Sintese microbiana g/dia

N-

_ _ 117,26 122,16 116,06 106,39 10,60 0,23 - -
microbiano

Proteina

_ _ 732,86 763,49 725,37 664,94 66,80 0,23 - -
microbiana

1EPM: erro padrdo da média. 2 Niveis de inclusdo dos acidos de lGpulo, com maior concentracao
do tetrahidro-iso-alfa, (BetaTec Hop Products®, Washington/DC/USA). Trat: efeito do tratamento.
Quad: quadratico. N-fezes = Y = 52,580 — 1,414X (R2 = 0,98). N-retido = Y = 39,032 + 1,418X (R?
=0,97).
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4 DISCUSSAO

Os acidos de lapulo ndo influenciaram o consumo de matéria seca e dos
demais nutrientes, todavia, a digestibilidade da matéria organica e dos carboidratos
totais foi impactada, onde o nivel de 8,6 g- 9/dia de inclusdo dos acidos de lupulo
apresentaram ponto de maior digestibilidade. Esse resultado sugere que a
suplementacdo moderada favoreceu a digestdo das fragcdes organicas e
energéticas da dieta. A tendéncia observada para melhoria da digestibilidade da
matéria seca (p=0,09) e da fibra em detergente neutro (p=0,08), sugere que houve
uma melhoria na atividade microbiana ruminal com a inclusao dos acidos de lupulo.

Os acidos de lupulo ndo influenciaram a qualidade fisico-quimica do leite
(NRC, 2001, Walstra et al., 2005; IN n°® 76/2018 — MAPA Brasil), mantendo os
valores de producdo dentro dos valores esperados para vacas de média a alta
producéo, recebendo racao totalmente misturada. O perfil energético e proteico da
dieta foi adequado a sintese de sélidos do leite, sem efeitos significativos dos acidos
de lapulo suficientes para afetar a sintese de gordura ou proteina lactea.

A sintese de proteina no leite depende da disponibilidade de energia e
aminoacidos absorviveis, a caseina corresponde a aproximadamente 80% da
proteina do leite, sendo sua sintese na glandula mamaéria influenciada pela
absorcdo de aminoacidos no duodeno, que vem substancialmente da producao de
proteina microbiana, proteina ndo degradavel no rimen e proteina endégena (Clark
et al., 1992; NRC, 2001; Walstra et al. 2005).

Dessa forma, a estabilidade na composicdo do leite, tanto de gordura,
proteina e dos &cidos graxos, mostra que os acidos de ldpulo ndo provocaram
distarbios ruminais que alterassem substancialmente as vias de fermentacéo
ruminal que modulam a sintese de lipideos e proteinas na glandula mamaria.

A adicéo de 10g/d dos acidos de lupulo alterou o perfil fermentativo de 4cidos
graxos volateis do rimen. Alterac&o no perfil de AGV foi reportado LAVRENCIC et
al. (2015) num ensaio in vitro, onde houve diminui¢cdo na producéo de acido acético,
mas néo alterou a de acido propidnico, resultando na diminuigdo da proporc¢éo entre
0 acido acético e o acido propibnico. Resultado condizente em parte com o
verificado nesse ensaio, a excec¢ao do acido propibnico, qual foi observado

aumento.
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A maior producdo de propionato quando as vacas foram alimentadas com
10 g/dia de acidos de lupulo, reflete a eficiéncia dos acidos do lupulo em modificar
o ambiente ruminal, deixando o ambiente propicio a proliferacdo de bactérias
produtoras de propionato sem aumento da producéo de lactato, dado que o pH
ruminal ndo apresentou variacao significativa entre os tratamentos, mantendo-se
em faixa adequada para garantir boa relacdo de microrganismos que digerem a
porcao fibrosa da dieta (VAN SOEST, 1994).

Os efeitos dos acidos de lupulo sobre as proporcées de acetato e propionato
observadas neste estudo condizem com os efeitos do aditivo sobre as bactérias
gram-positivas, na qual estudos sobre os seus compostos bioativos, como os a-
acidos (humulonas), p-acidos (lupulonas) e seus produtos de oxidagédo, como o
tetrahidro-isso-alfa, sdo considerados agentes antimicrobianos, e a inibicdo sobre
as bactérias gera menor formacédo de acetato e butirato (BOGDANOVA et al.,
2018). Dessa forma, uma fermentacdo mais propibnica € favorecida pelo estimulo
as bactérias gram-negativas, uma rota mais eficiente energeticamente para o
metabolismo ruminal.

A reducédo de metano apresentada no tratamento com 10g/dia de acidos de
lGpulo, reforca a eficiéncia do processo de fermentacdo ruminal apresentado por
esta dosagem, esse achado foi concomitante ao de redugdo na proporgcao de
acetato:propionato, inferindo que ao suplementar com o lapulo, houve fermentacao
mais propidnica que acética, tendo como consequéncia menor disponibilidade de
substrato para as bactérias metanogénicas, uma vez que as rotas metabdlicas de
producdo do acetato geram maiores quantidades de hidrogénio (H2) enquanto a
rota do propionato atua como um sumidouro de H2 (NARVAEZ et al., 2011;
LAVRENCIC et al., 2015).

Analisando as estimativas das concentracdes de metano em relacdo ao
consumo de matéria seca e a producao de leite assumindo o valor de producao
de 120 mol acidos graxos volateis/dia, faixa observada por Dieho et al. (2016) em
vacas holandesas em lactagéo, para converter os resultados estequiométricos de
CHa4 (mmol de CH4/100 mmol de AGV), calculados segundo Moss et al. (2000), para
g CHa/dia. Os calculos também necessitaram da conversdo de massa ou peso
molecular utilizando o peso molar do CH4 que é 16,04 g/mol.

Com base nessas estimativas e conversdes foram obtidos os resultados, em
g/dia, no tratamento controle (0) 485 g/dia de metano, (5) 482,8 g/dia de CHa4, (10)
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384,9 g/dia e no tratamento com 15 g/dia dos acidos de lapulo o valor de 475,5
g/dia de CH4. Dessa forma, pode-se estimar a producéo de CH4 (g/kg MS) em 32,25
(Og/dia de 6leo), 32,62 (5g/dia de 6leo), 25,31 (10g/dia de 6leo) e 32,44 (15g/dia de
0leo).

Segundo os valores observados em estudos com vacas leiteiras, emissées
abaixo de 25g/kg MS de CH4 sao consideradas baixas e representam dietas mais
eficientes, de 25 a 30 g/kg MS sdo moderadas e maiores do que 30 g/kg MS séo
consideradas altas e comuns em dietas fibrosas e ineficientes (IPCC, 2019; KNAPP
et al., 2014). Nesse contexto, a inclusdo de 10 g/dia de &cido foi a que se mostrou
melhor em termos de eficiéncia fermentativa da dieta, com menor perda de energia
pela via metanogénica, reduzindo a emissao de metano em 20,7% em relagdo ao
grupo controle.

A estimativa da producdo de metano em g/dia, também permite a relacdo
mais facil com a producéo de leite, sendo possivel calcular a mesma dividindo a
producdo de CHa4 g/dia pela producéao de leite (kg/dia). Assim, o tratamento controle
gerou 18,61 g de CHa/kg leite, o tratamento com 5 g de 4cidos gerou 19,01 g CHa/kg
leite, a inclusédo de 10g gerou o menor valor de 14,20 g de CHa/kg leite e a inclusao
de 15 g/dia 18,37 g CHa/kg de leite. Dessa forma, pode-se observar que o
tratamento com 10 g e acidos de lupulo/dia apresentou a menor emissao de metano
por kg de leite, gerando melhor eficiéncia produtiva e ambiental, com apenas 14,87
g de CHa4 por kg de leite produzido, sendo considerada baixa emissdo, por estar
abaixo da média global (IPCC, 2019; Knapp et al. 2014).

Em relacdo a emissdo de metano, o nivel de 10 g ocasionou diminui¢cao de
20% em relacdo ao grupo controle. O uso de aditivos com esse potencial, ainda
precisa ser mais pesquisado, porém, as combina¢cdes com varias outras préaticas
podem gerar ainda melhores resultados. Praticas que visam o aumento na
produtividade, melhoram as questbes de estresse térmico as quais Sdo muito
relevantes no Brasil, e a sele¢cdo de animais e permitem reduzir porcentagens
significativas de g de CHa/kg de leite produzido.

Knnap et al. (2014) estimam que de 15 a 30% de CH4 pode ser mitigado
combinando vérias praticas de manejo e selecdo genética, atentando-se que em
sistemas intensivos, onde os animais ja atingiram altos indices de produtividade,
esses valores sdo menores, visto que as estratégias listadas, ja estdo em vigor e

nao seriam adicionadas.
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Seguindo aos efeitos ocasionados com os acidos de lUpulo, observou-se
reducdo do nitrogénio amoniacal (N-NH3) ruminal em vacas suplementadas com
10 g/dia, que pode estar relacionada a reducéo na desaminacao ruminal (FLYTHE,
2017), o que leva ao aumento da quantidade de aminoacidos dietéticos absorvidos
no intestino delgado, fato que se justifica pelo aumento linear na retencédo de
nitrogénio observada em animais suplementados com os &cidos de lapulo, bem
como da diminuicdo da perda de N pela via fecal, denotando melhor eficiéncia
global de utilizac&o do nitrogénio (NRC, 2001).

Flythe (2009) e Flythe (2017) avaliaram os efeitos antimicrobianos do ltpulo
sobre trés espécies de bactérias produtoras de hiperaménia ruminal e observaram
gque as mesmas tiveram seu crescimento inibido, assim, a catabolizacdo de
aminoécidos e peptideos no rumen foi diminuida, auxiliando assim, a diminuicéo de
desperdicio de nutrientes, isto ocorre porque a maioria das bactérias produtoras de
hiperaménia (HAB) s&o gram-positivas. LAVRENCIC et al. (2013) observaram
aumento da proteina “by-pass”, ou seja, diminui¢do da protedlise ruminal, ao utilizar
o ltpulo em ensaio in vitro.

A concentracdo de amonia no ramen é funcao tanto da taxa de degradacéo
de nitrogénio no rimen quanto da concentracdo de proteinas degradavel no rimen
acima das quantidades microbianas e da quantidade de energia dietética disponivel
para 0os microrganismos ruminais (NRC, 2001). Dessa forma, a acdo dos acidos de
lpulo na fermentacdo ruminal ocorre por consequéncia das mudancas que o
aditivo ocasiona na flora ruminal, se comportando como um fito-ionéforo ou
fitoquimico com mecanismo semelhante aos antibiéticos iondéforos, inibindo as
bactérias gram-positivas, que levam a menor protedlise ruminal e,
consequentemente, menor producdo de aménia (FLYTE et al., 2017).

A néo diferenca observada no N urinario, apesar dos niveis diferentes de N-
NHs, indica que, o N amoniacal foi utilizado eficientemente para sintese de proteina
microbiana (Hristov et al., 2004). Apesar da possivel diminuicdo da protedlise
ruminal provocada pelos acidos de Iupulo, a proteina que escapou da fermentacao
ruminal, ndo foi eficientemente convertida em proteina do leite, visto que nao foi
observada diferenca entre os tratamentos.

Os acidos de lupulo também provocaram alteragéo no perfil fermentativo no
que se refere a relacdo acetato: propionato devido a inibicdo das principais
bactérias que fermentam acido acético, lactico e Hz, assim a produgéo de metano
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também tende a decair ja que ha menor aporte de substrato fermentativo para as
bactérias metanogénicas (FLYTE et al., 2017).

A producdo de proteina microbiana é funcdo da quantidade de matéria
organica digerida no raimen e do ATP produzido, assim como da eficiéncia com a
qual os microrganismos ruminais utilizam a energia disponivel para seu
crescimento (OWENS e GOETSCH, 1993). Neste experimento, os &cidos de lupulo
nao influenciaram a sintese microbiana em g/dia, como resultado da falta de
diferenca na digestibilidade da matéria seca entre os tratamentos. Dessa forma,
pode-se dizer que os acidos de lupulo, nas condicbes testadas, tiveram efeitos
especificos no processo de fermentacdo ruminal, sem interferir na sintese

microbiana.

5 CONCLUSAO

Os &cidos de lupulo influenciaram positivamente a digestibilidade da matéria
organica e dos carboidratos totais, assim como aumentaram a retencdo de
nitrogénio. Houve modulacdo nas rotas fermentativas, de modo que o uso dos
acidos de lapulo favorece rotas mais eficientes energeticamente, com diminuicéo
na proporcao acetato: propionato e, consequentemente, na estimativa de producao
de metano por kg MS ingerida e leite produzido. O nivel em que se obteve 0s
melhores resultados foi de 10 g/dia de lapulo, baseando na resposta principal que
foi reducao da producéo de metano, sendo dessa forma, recomendado na incluséo

em dietas de vacas leiteiras.
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CAPITULO Il

EFEITO DOS ACIDOS DE LUPULO E DE ADITIVOS COMERCIAIS NO
METABOLISMO E NO DESEMPENHO DE VACAS LEITEIRAS

Resumo

Objetivou-se por meio deste trabalho avaliar a utilizagdo dos &cidos de Iupulo e
taninos condensados de Acacia mearnsii como aditivos alternativos & monensina
sddica em dietas para vacas leiteiras avaliando seus efeitos sobre o metabolismo
ruminal e a producao leiteira. O experimento foi conduzido na propriedade “Nossa
Senhora Abadia”, Municipio de Douradina, Mato Grosso do Sul. Foram utilizadas
quatro vacas Jerseys, canuladas no rimen e quatro vacas Holandesas, no terco
médio da lactacdo, néo fistuladas. Os tratamentos foram 1) CON (grupo controle,
dieta basal sem aditivos); 2) MON (inclusdo de 24 mg / kg MS de monensina
sédica); 3) TAN (inclusdo de 2,5 g/kg de tanino de Acacia mearnsii SETA S.A. ®,
Estancia Velha/RS/Brasil); 4) HOPS (inclusdo de 10 g/d de acidos de lupulo, ricos
em tetrahidro-iso-alfa oriundo do extrato de lUpulo, BetaTec Hop Products®,
Washington DC, USA). Os animais foram distribuidos num delineamento em dois
quadrados latino, com quatro tratamentos e quatro periodos de coleta de dados. O
periodo experimental se consistiu em 20 dias, sendo 14 dias de adaptacéao e 6 dias
de coleta de dados. As dietas foram balanceadas conforme NRC 2001. O volumoso
utilizado foi a silagem de milho e as dietas foram fracionadas em dois tratos diarios,
com sobras de 10% garantindo consumo ad libidum. Os aditivos ndo ocasionaram
efeitos sobre o consumo e a digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes. A
producdo de leite, densidade, gordura (%) e proteina (%) ndo apresentaram
diferenca entre os tratamentos. Ja o perfil lipidico do leite variou, apresentando
menores valores de C4:0 quando as vacas receberam monensina e acidos de
lGpulo na dieta, enquanto o tanino foi igual ao controle. Os teores de C18:0 foram
maiores no leite de vacas alimentadas com os &cidos de lUpulo, enquanto os
demais aditivos foram iguais a dieta controle. Os aditivos causaram efeito
significativo no pH ruminal, onde a monensina apresentou menor média observada,
porém dentro da faixa adequada para a digestibilidade da fibra. O nitrogénio
amoniacal ndo sofreu alteracdo. Os maiores efeitos dos aditivos foram observados
na fermentacéo ruminal, com modulag&o na producao de &cido acético e propidnico
guando os animais receberam monensina e acidos de lupulo, ambos apresentando
fermentacdo mais propibnica, o que levou a diminuicdo da relagéo
acetato/propionato e a estimativa da producdo de metano. O tanino provocou
mitigacdo do metano em relacdo a dieta controle. Os acidos graxos de cadeia
ramificada indicaram que os &cidos de lupulo tém potencial de reducdo da
protedlise ruminal, mas, mais estudos a cerca desses efeitos sdo necessarios, visto
a ndo observancia na diminui¢do do nitrogénio amoniacal ou modulagdo no balango
de nitrogénio. Dessa forma, pode-se concluir que os acidos de Iupulo tém potencial
para uso na nutricdo de vacas leiteiras, com vistas a modulacdo fermentativa em
vacas leiteiras, sem alteracdo sobre a producao de leite, se classificando neste
experimento, como substituto potencial para monensina sédica em dietas para
vacas leiteiras, enquanto o tanino apresentou efeitos discretos ou ausentes.

Palavras-chave: fito-ionéforos, taninos condensados, metanogénese, ruminantes
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1. INTRODUCAO

7

A manipulagdo da fermentagdo ruminal é explorada na produgdo de
ruminantes ha décadas. O uso de aditivos com esse potencial é baseado na sua
capacidade de otimizar os processos fermentativos, para que sejam inibidos os que
geram maiores quantidades de residuos e beneficiados os que geram maior
disponibilidade de nutrientes para o animal (RUSSELL & RYCHLIK, 2001). Nesse
contexto, os antibidticos promotores de crescimento foram ferramentas que
representaram aumento na eficiéncia econdémica e biolégica na pecuaria por muitos
anos (CALLAWAY, 2003).

Os principais residuos que se deseja diminuir sdo o0s nitrogenados,
representados pela amonia, e os gases CO2 e CH4. Os produtos finais que sao
desejaveis sdo os que podem ser utilizados como fonte de energia pelo animal,
sendo os AGV e os aminoacidos as principais fontes. O uso de antibioticos
promotores de crescimento entra nesses processos modulando-os de forma a
tornar a fermentacao ruminal mais eficiente (RUSSELL & RYCHLIK, 2001).

No entanto, € palco de discussfes e iniciativas, ha alguns anos, a questao
de saude humana e o aumento de bactérias multirresistentes, trazendo a
necessidade de reducdo do uso de antibiéticos promotores de crescimento na
producdo animal. No campo ambiental a urgéncia por diminuir as emissdes de
metano (CH4) no setor € incontestavel (IPCC, 2023), com menor foco, mas ndo
menos importancia, a pecuaria bovina como todo, também precisa lidar com os
demais fatores que diminuem a sustentabilidade do sistema produtivo, como o
desperdicio de nutrientes com alto potencial de modificagdo do ambiente,
principalmente de nitrogénio (N) e fosforo (P; TAMMINGA, 1992).

Dessa forma, com o objetivo de cumprir com as demandas de saude
ambiental, humana e animal, novas alternativas para modulacéo da fermentacéo
ruminal tém sido foco de pesquisas e, nesse contexto 0s compostos secundarios
de plantas e extratos herbaceos, tém tido destaque, entre eles, os taninos e 0s
acidos de lupulo.

Os taninos sdo compostos secundarios das plantas, presentes em
forragens, arvores, arbustos e leguminosas ndo forrageiras. Haslam (1966)

descreveu guimicamente tais compostos como polifendis ou como moléculas de
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alto peso molecular, capazes de se ligar as proteinas, aminoacidos ou
polissacarideos (SCALBERT, 1991). Inclusfes de 2 a 4% na dieta de ruminantes,
podem aumentam o fluxo de nitrogénio pos-ruminal, por sua habilidade de formar
complexos reversiveis com as proteinas dos alimentos, podendo aumentar a
disponibilidade de aminoacidos no intestino delgado (RENNO et al., 2025).

Baixas concentracfes de tanino de Acacia mearnsii (0,14, 0,29 ou 0,43%
na MS) ndo apresentaram efeitos sobre o consumo de MS nem desempenho da
lactacdo em vacas leiteiras, apresentando tendéncia de reducdo na excrecao de
N na urina, segundo Oliveira et al. (2023). Em estudo com baixa concentracéo
(111g/dia), média (222 g/dia) e alta concentracédo 444g/dia), Griffiths et al. (2013)
observou que baixas concentracdes foram efetivas para diminuicdo de de N na
urina, enquanto altas concentracdes (1,4 a 2,9% na MS) ocasionou diminuicao na
producdo de leite. Os autores observaram ainda que a suplementacdo com
taninos ocasionou um aumento de nitrogénio nas fezes, sugerindo particao do N
para longe da urina.

Os resultados do uso de taninos condensados na alimentacdo de vacas
leiteiras em menores doses podem minimizar os efeitos negativos dos taninos e
melhorar o metabolismo de nitrogénio em vacas leiteiras (RENNO et al., 2025).
Dessa forma, ainda se carece de estudos, a fim de elucidar os efeitos e interacdes
com a dieta, principalmente quanto as caracteristicas da fibra e concentracéo de
PB da dieta (LAZZARI et al., 2023).

Outra planta quais seus compostos séo alvo de estudos em potencial para
modulador de fermentacdo ruminal, é o lapulo. O ldpulo (Humulus lupulus
Linnaeus) é uma planta caracterizada pela producao de frutos e flores ricos em
polifendis e dleos essenciais. Os extratos de lUpulo sdo ricos em a-acidos
(humulonas), B-acidos (lupulonas) e seus produtos de oxidacdo, como o
tetrahidro-iso-alfa, que s&o substancias antimicrobianas (BOGDANOVA et al.,
2018). Estudos indicam que os acidos de Iupulo funcionam como um fito-ionéforo,
com acdes muito semelhantes aos antibioticos ionéforos como a monensina e
alasalocida (FLYTHE et al., 2017).

Assim, a hipotese da pesquisa é que os extratos de plantas podem modificar
a fermentacao ruminal, reduzindo a producéo de N-amoniacal, diminuindo a relacéo
acetato:propionato e a producédo de metano (CHa) no caso dos &cidos extraidos do

lGpulo e diminuindo a perda de nitrogénio no caso dos taninos, constituindo-se,
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ambos, como aditivos alternativos em potencial a monensina sodica, aditivo
ionoforo amplamente utilizado para melhorar a eficiéncia fermentativa ruminal.
Dessa forma, objetivou-se comparar diferentes aditivos alternativos na dieta de

vacas leiteiras, sobre o metabolismo ruminal e a producao leiteira.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
Universidade Federal da Grande Dourados sob niamero 23016. O experimento foi
realizado em uma fazenda de criacdo de bovinos leiteiros “Nossa Senhora Abadia”,
localizada no Municipio de Douradina, no Estado de Mato Grosso do Sul, de agosto
a outubro de 2021.

2.1 Animais e delineamento experimental

Foram utilizadas oito vacas, sendo quatro da raca Holandés com 100 dias
em lactacéo, producdo média de 20 kg leite dia (593.5kg *+ 43.5 kg) e quatro Jersey
nao lactantes, ndo gestantes e canuladas no rimen (432.91 kg + 50 kg). Os animais
foram distribuidos em um duplo quadrado latino (DQL) 4 x 4 (4 tratamentos e 4
periodos), organizados considerando animais fistulados ou ndo. Os animais foram
alojados em baias individuais com aproximadamente 8 m2, com metade da area de
piso cimentado com cocho e bebedouro e outra metade com a cama, composta de
casca de arroz. O periodo experimental foi de 20 dias, sendo 14 dias para a
adaptacdo dos animais as dietas experimentais e 6 dias para a coleta de dados,
totalizando 80 dias.

2.2 Alimentos, alimentagéao e tratamentos

As dietas foram formuladas com base no NRC (2001), calculadas para

atender as exigéncias nutricionais de uma vaca de 550 kg de peso corporal, com
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producdo média de 20 kg de leite/dia. As dietas foram constituidas por 70% de

silagem de milho e 30% de concentrado, com base na MS (Tabela 1).

As dietas isonitrogenadas com 18% PB, compuseram os tratamentos que
foram: 1) CON (grupo controle, dieta basal sem aditivos); 2) MON (incluséo de 24
mg/ kg de MS de monensina sodica); 3) TAN (inclusédo de 2,5 g/ kg de MS de tanino
de Acacia mearnsii SETA S.A. ®, Estancia Velha/RS/Brasil); 4) HOPS (10
g/animal/dia; equivalente a inclusao de 660 mg/ kg de MS de acidos de Iupulo, com
maior concentracdo de tetrahidro-iso-alfa). O acido foi incluido na dieta total e
homogeneizado manualmente, enquanto a monensina e o0 tanino foram

incorporados no momento de mistura do concentrado.

Os animais foram alimentados com dieta total duas vezes ao dia, as 07h00
e as 13h00. As sobras foram coletadas diariamente para o ajuste do consumo
mediante a pesagem. Nos dias de amostragem foram coletadas para as analises

qguimicas posteriores.
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Tabela 1. Composicao centesimal e nutricional das dietas controle e com incluséo

de monensina, acidos de IUpulo e tanino

Ingredientes (% na MS)

Dietas experimentais?

CON MON HOPS TAN
Silagem de milho 700 700 700 700
Milho moido 162 162 162 162
Soja gréo 108 108 108 108
Mineral* 24 24 24 24
Ureia 54 54 54 54

Composicéao nutricional (g/kg MS)

Matéria seca 481,69 481,69 481,69 481,69
Matéria organica 919,30 919,30 919,30 919,30
Matéria mineral 80,69 80,69 80,69 80,69
Proteina bruta 160,00 160,00 160,00 160,00
Extrato etéreo 20,70 20,70 20,70 20,70
Fibra em detergente neutro 405,48 405,48 405,48 405,48
Fibra em detergente acido 222,93 222,93 222,93 222,93
Lignina 30,99 30,99 30,99 30,99

INiveis de garantia (kg/produto): Calcio 190 g/kg, Fésforo 60 g/kg, Enxofre 20 g/kg, Magnésio 20
g/kg, Potassio 35 g/kg, Sédio 70 g/kg, Cobalto 15 mg/kg, Cobre 700 mg/kg, Cromo 10 mg/kg, Ferro
700 mg/kg, iodo 40 mg/kg, Manganés 1600 mg/kg, Selénio 19 mg/kg, Zinco 2.500 mg/kg, Vitamina
A 400.000 Ul/kg, Vitamina D3 100.000 Ul/kg, Vitamina E 2.400 Ul/kg, Fltor 600 mg/kg.22CON (dieta
basal sem aditivos); MON (inclusdo de 24 mg/kg MS de monensina sédica); HOPS (inclusdo de 10
g/animal/dia, equivalente a 660 mg/kg MS de &acidos de lapulo, com maior concentracdo de
tetrahidro-iso-alfa, BetaTec Hop Products®, Washington/DC/USA); TAN (2,58g/kg de MS de tanino
de Acacia mearnsii SETA S.A. ®, Estancia Velha/RS/Brasil).
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2.3 Andlises bromatologicas

Amostras de silagem de milho, ingredientes do concentrado, sobras e fezes,
foram coletadas e levadas para pré-secagem em estufa de ventilagédo forcada a 55
°C por 72h e apos este periodo foram moidas em moinho do tipo Willey a 1 mm, e
secas por 16h em estufa a 105 °C para determinar a matéria seca (MS, método
950,15), cinza (método 942,05), matéria organica (MO, 1000-cinzas), proteina bruta
(PB, N x 6,25, método Kjeldahl 984.13) extrato etéreo (EE, método 920,39), fibra
em detergente acido (FDA) e lignina (método 973,18;A0AC, 2000; VAN SOEST et
al, 1991). Os teores de fibra em detergente neutro (FDN) foram obtidos conforme
método descrito por Van Soest et al. (1991). O teor de nutrientes digestiveis totais
(NDT) foi calculado segundo o NRC (2001).

2.4 Consumo e digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes

Para a avaliacdo do consumo, sobras, silagem e concentrado foram pesados
diariamente para o ajuste do fornecimento para o consumo ad libitum, calculando-

se sobras em 10%, e mensurado o consumo de MS, PB e FDN.

Para a avaliacdo da digestibilidade, foi realizada a coleta total de fezes nos
dias 16, 17 e 18 de cada periodo experimental e, posteriormente, calculado o

coeficiente de digestibilidade aparente total da MS, PB, EE, FDN e amido.

O teor total de carboidratos (TC) foi calculado de acordo com Sniffen et al.
(1992): CT =100 - (%PB + %EE + %Cinzas); carboidratos nao fibrosos (CNF), de
acordo com Hall (2000): CNF =100 - [(%PB - %PB ureia + %ureia) + %EE + %MM
+ %FDN]; nutrientes digestiveis totais (NDT), de acordo com Weiss (1999): NDT
(%) = PB digestivel + FDN + FDN + (EE x 2,25), em que: PB digestivel = proteina
bruta digestivel; FDN = fracGes digestiveis de FDN; FDN = carboidratos néo
fibrosos digestiveis; EE = extrato etéreo digestivel; e energia liquida da lactacéo
(NE L ), de acordo com o NRC (2001), onde NE L (Mcal/kg) = [0,703 x Energia
metabolizavel (Mcal/kg)] - 0,19.
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2.5 Producéo e composicao do leite

As vacas foram ordenhadas mecanicamente duas vezes ao dia, as 6h00 e
as 16h00 sendo a producéo de leite (PL) registrada diariamente durante todo o
periodo experimental e producdo média considerada todos os dias do periodo
experimental. A producdo de leite foi corrigida para 3,5% de gordura, segundo
férmula de Sklan et al, (1992), onde PLC = (0,432 + 0,163 *G%) * PL.

As amostras utilizadas para a analise da composicao do leite foram obtidas
nos 15, 16 e 17° dias de cada periodo experimental, na qual cada amostra foi
proveniente das duas ordenhas diarias, com amostragens proporcionais. No leite
foram determinados os teores de gordura, proteina e densidade, através de

espectrometria de infravermelho pelo equipamento LACTOSCAN®.

Para a identificacdo da composicdo de &cidos graxos do leite, foram
coletadas amostras em cada periodo experimental, sendo uma aliquota na ordenha

matutina e outra na ordenha vespertina (200 mL total por animal).

O método utilizado foi o de separacdo lipidica por processos de
centrifugacéo descritos por Feng et al. (2004), seguido pela separacdo da camada
lipidica (FOLCH et al., 1957) e metilacdo conforme Kramer et al. (1996), para

posterior analise por cromatografia gasosa (Equipamento GC, da Shimadzu 2010).

O processo de separacédo da fracdo lipidica, foi realizada por centrifugacéo
(FENG et al., 2004), com centrifugacao inicial do leite fresco a 12.000 rpm (a ~17
800 x g) por 30 min a 4°C, para separar a camada superior de gordura. A camada
de gordura foi coletada, e centrifugada a 13.000 rpm (~19.300 x g) por 20 min a
4°C, onde separou-se completamente as trés fases: lipidios totais (camada
superior), proteina e sélidos (camada intermediaria) e fase aquosa (camada
inferior). A camada da fracgéo lipidica foi isolada (FOLCH et al., 1957), onde utilizou-
se uma solucéo de cloroformio e metanol (2:1 v/v). Os lipidios foram obtidos com
misturas de solventes e adicao de solucdo de NaCl a 1,5%, para separacéo de
fases, sendo a fase inferior (cloroférmica), contendo os lipidios totais, qual foi

coletada para metilagao.
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A etapa de metilacdo dos lipidios foi realizada conforme Kramer et al. (1997),
onde a gordura isolada (~300-400 mg) foi metilada para a formacdo dos ésteres
metilicos de &cidos graxos, utilizando dois padrées internos (C18:0 e C19:0) para

corrigir eventuais perdas durante o processo de metilacéo.

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram quantificados em analises
realizadas em cromatografo a gas (Equipamento GC da Shimadzu 2010), com
coluna SP-2560 (100 m x 0,25 mm x 0,20 uym) e hidrogénio como gas de arraste.
O programa de temperatura variou de 70 a 215 °C, conforme Kramer et al. (1997).
A identificacao dos picos cromatogréficos foi feita por comparag¢éo com padrdes de
ésteres metilicos de acidos graxos (Supelco 37 FAME Mix, Sigma-Aldrich) e
padrdes especificos de C18:1 t11 e CLA (cis-9, trans-11; trans-10, cis-12).

2.6 Fermentacdo ruminal

As amostras do liquido ruminal foram coletadas no 19° dia de cada periodo,
com amostragens as 0 h, 2 h, 4 h, 6 h e 8 h apés a alimentacdo. Imediatamente a
cada coleta, foram determinados os valores de pH ruminal utilizando potenciémetro
digital (MB-10, Marte, Santa Rita do Sapucai, Brasil). As amostras foram
armazenadas em recipientes plasticos a -5 °C. No laboratério as amostras foram
centrifugadas a 2.000 x g por 15 minutos, foi acrescido 1 mL do sobrenadante em
tubo de ensaio e adicionado 0,2 mL de &cido férmico PA.

As amostras foram vedadas, identificadas e armazenadas em congelador a
-20°C para determinacéao de acidos graxos de cadeia curta, seguindo a metodologia
descrita por Erwin et al. (1961). Posteriormente, foram pipetados da amostra 2 mL
do sobrenadante, realizado o armazenamento em tubos de ensaio contendo 1 mL
de acido sulfurico a 1 N, para posterior determinagéo da concentracdo de nitrogénio
amoniacal (N-NHzs) pelo método colorimétrico de fenol-hipoclorito (BRODERICK &
KANG, 1980).
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2.7 Balanco de nitrogénio e sintese de proteina microbiana

A coleta de urina foi realizada no 19° dia de cada periodo experimental, 4
horas apds a alimentagdo. As analises de alantoina, creatinina e &cido Urico foram
realizadas pelo método colorimétrico, conforme técnica de Fujihara et al. (1987),
descrita por Chen & Gomes (1992). A excrecao total de derivados de purina (DP)
foi calculada pela soma das quantidades de alantoina e acido Urico excretado na

urina, expressos em mmol/dia.

As purinas microbianas absorvidas (Pabs, mmol/dia) foram calculadas a
partir da excre¢cédo de derivados de purinas na urina (DP, mmol/dia), por meio da
equacao: DP = 0,85*Pabs + 0,385xPV0,75, em que 0,85 é a recuperacao de
purinas absorvidas como derivados urinarios de purinas e 0,385 x PV%7™, a
contribuicdo enddgena para a excrecao de purinas (VERBIC et al., 1990). Para o
calculo do balanco de nitrogénio foi analisado o conteudo de nitrogénio da urina,
fezes e alimentos através do método de Kjedhal de acordo com AOAC (2000).

O volume urinario foi calculado da seguinte maneira: VU (L/dia) = (27,36 X
PV) /creatinina; PV= peso vivo; VU = volume urinario, Onde 27,36 representa o
valor da excrecao diaria média de creatinina, em ppm PV, obtido por Renné et al.
(2014).

2.8 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do software R (R Core
Team, 2023) verificando a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk e
a homogeneidade das variancias pelo teste de Levenne. O conjunto de dados foi
analisados, de acordo com a seguinte modelo:

Yijk=p + Ai + Pj + Qk +SI + SI(Em) + eijkim

Onde:

Yijyk = variavel dependente;

M = média geral;

Ai = efeito do animal (j = 1 a 8);Pj = efeito do periodo (y =1 a 4);
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Qk = efeito do quadrado (k =1 to 2);
Sl= efeito do tratamento (I=1 a 4) €;
eijkim = erro.
O efeito aleatorio do modelo (random) foi caracterizado por: Ai e Pj. Os graus
de liberdade foram corrigidos por DDFM= kr.
Os dados obtidos foram submetidos & anélise de variancia adotando-se nivel

de significancia de 5%.

3. RESULTADOS

3.1 Matéria seca e digestibilidade aparente total

Nao houve efeito dos tratamentos sobre o consumo da matéria seca,
matéria organica, proteina bruta, fibra em detergente neutro, carboidratos totais e
carboidratos nao fibrosos e nutrientes digestiveis totais (NDT) pelos aditivos

experimentais (p > 0,05).

A digestibilidade da matéria seca, apesar de apresentar valores médios
distintos entres os tratamentos, estatisticamente néo foi observada diferenca entre
os aditivos (p>0,05), o mesmo padrao foi constatado na digestibilidade da matéria
organica, proteina bruta, fibra em detergente neutro, carboidratos néo fibrosos e
carboidratos totais ndo foram alterados pela inclusdo dos acidos de lapulo (p >
0,05).

As meédias indicaram digestibilidade da matéria seca de 61,43 g/kg no
tratamento controle, 57,24 g/kg no tratamento com monensina, 61,49 g/kg no

tratamento com tanino e 70,02 g/kg no tratamento com acidos de lUpulo.

Da mesma maneira, a densidade energética da dieta expressa como energia
digestivel (ED), energia metabolizavel (EM) e energia metabolizavel lactacdo (EM
lac), ndo apresentaram variagao significativa (p > 0,05; Tabela 2), indicando que o
consumo e a concentracdo energética da dieta ndo foram alterados pela inclusdo

dos aditivos na dieta.
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Tabela 2 - Consumo de matéria seca e digestibilidade aparente total de vacas
leiteiras recebendo dietas contendo acidos de ldpulo, monensina e tanino

Item Dietas experimentais?
EPM P-Valor

Ingestédo (kg/d) CON MON TAN HOPS

Materia seca 14,72 1361 1437 1520 081 057
CMS (% PV) 287 268 283 303 016 047
MO 1353 12,50 1321 1397 075 0,58
Proteina bruta 241 223 235 249 013 057
FDN 5.97 552 583 616 033 0,59
EE 0,30 028 030 031 0017 0.66
CNF 4,85 449 474 501 027 0,57
CT 9.26 799 943 971 057 0,19
NDT 8.87 788 853 1020 0,98 0,42

Digestibilidade (g/kg)
Matéria seca

6143 5724 6149 7002 538 0,42
MO 650,1  614,7 650,8 740,1 5,11 0,38
Proteina bruta 549,2 501,0 5335 6526 6,19 0,37
FDN 6885 6305 6391 7045 4,68 0,62
CNF 6241 6190 6887 800,66 6,37 0,19
CT 6589 6253 6628 7489 507 0,38
ED (Mcal/kg MS) 4,08 352 416 428 025 0,19
EM (Mcal/kg MS) 3,67 311 375 388 026 0,19
I\EA'—S")J Lac(Mcallkg 2,06 1,82 1,98 239 0724 0,41
(Gn'qigfdsf) plasma 50,47 56,06 49,47 61,06 3,11 0,06

ICON (dieta basal sem aditivos); MON (inclusdo de 24 mg/kg MS de monensina sédica); HOPS
(inclusdo de 10 g/animal/dia, equivalente a 660 mg/ kg de MS de acidos de ldpulo, com maior
concentracao de tetrahidro-isso-alfa, BetaTec Hop Products®, Washington/DC/USA); TAN (incluséo
de 2,5 g/ kg de tanino de Acacia mearnsii SETA S.A. ®, Estancia Velha/RS/Brasil). EPM: erro padréo
da média; MO: matéria organica; FDN: fibra em detergente neutro; CNF: carboidratos nao fibrosos;
CT: carboidratos totais. ED: energia digestivel; EM: energia metabolizavel; ELiq Lac: energia liquida
de lactacéao.
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3.2Producao e composicéao do leite

A producéao de leite, producéo de leite corrigida a 3,5% de gordura (PLCG
3,5%), densidade, porcentagem de gordura e de proteina, ndo variaram com a
adicao dos diferentes aditivos (p > 0,05). A relacdo entre a producgéo de leite e o

consumo de matéria seca ndo foi afetada pelas dietas experimentais (Tabela 3).

Tabela 3- Producéo e composicao do leite e eficiéncia alimentar de vacas leiteiras

alimentadas com dietas contendo &cidos de lupulo, monensina e tanino

Item Dietas experimentais?!

EPM P-Valor
kg/d CON MON TAN HOPS
Producéo de leite 2452 23,98 23,36 22,57 0,97 0,77
PLCG 3,5% 2275 21,94 2213 2062 085 0,66
Dens. do leite 31,76 30,78 33,74 31,32 0,49 0,13
%
Gordura 4.88 4.65 3,94 4.84 0,21 0,56
Proteina 307 2,98 3,19 3,00 0,04 0,08
Eficiéncia alimentar
PL/CMS3 1,76 2,04 1,59 1,68 0,08 0,38

1CON (dieta basal sem aditivos); MON (inclusdo de 24 mg/kg MS de monensina sodica); HOPS
(inclusdo de 660 mg/kg MS de &cidos de lGpulo, com maior concentracdo de tetrahidro-iso-alfa,
BetaTec Hop Products®, Washington/DC/USA); TAN (inclusdo de 2,58 g/kg MS de tanino de Acacia
mearnsii SETA S.A. ®, Estancia Velha/RS/Brasil). PLCG 3,5%: Producéo de leite corrigida 3,5% de
gordura.

O perfil lipidico do leite foi analisado (Tabela 4) permitindo observar que 0s
aditivos ocasionaram alteracdo nas quantidades de C4:0, sendo as meédias
menores e iguais entre a monensina e os acidos de lupulo, e maiores e iguais para
dieta controle e com tanino. Para o acido graxo C6:0 observou-se que o tanino
gerou a menor média e os demais aditivos foram estatisticamente iguais.
Enquanto que as quantidades de C18:0 foram maiores quando os animais foram
alimentados com os acidos de Iupulo, e os demais aditivos foram iguais a dieta

controle (p < 0,05).
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Tabela 4 — Perfil de acidos graxos do leite de vacas alimentadas com dietas

contendo acidos de Iupulo, monensina e tanino

Item Dietas experimentais?

. EPM P- valor
Acidos CON MON TAN HOPS

Graxos

C4:.0 1,46a 1,43b 1,46a 1,42b 0,01 0,03
C6:0 1,65a 1,67a 1,62b 1,66a 0,01 0,03
C8:0 2,89 2,93 2,88 2,79 0,03 0,33
C10:0 6,76 6,71 6,74 6,75 0,02 0,89
C12:0 4,23 4,26 4,25 4,26 0,01 0,36
C18:0 14,39b 14,30b 14,36b 14,51a 0,02 0,02
Cil8:1t11 4,26 7,25 7,25 7,23 0,04 0,60
C18:2 n6 1,61 1,56 1,53 1,56 0,01 0,36
C18:3n3 1,57 1,63 1,57 1,64 0,02 0,19
C20:0 0,90 0,94 0,91 0,91 0,01 0,80
C22:0 0,84 0,84 0,84 0,87 0,01 0,27
C24:0 0,23 0,21 0,22 0,19 0,01 0,45

ICON (dieta basal sem aditivos); MON (inclusdo de 24 mg/kg MS de monensina sédica); HOPS
(incluséo de 10 g/animal/dia, equivalente a 660 mg/kg MS de acidos de ldpulo, com maior
concentracdo de tetrahidro-iso-alfa, BetaTec Hop Products®, Washington/DC/USA); TAN (inclusédo
de 2,58 g/kg MS de tanino de Acacia mearnsii SETA S.A. ®, Estancia Velha/RS/Brasil).

3.3 Fermentagéo ruminal

Os aditivos alteraram o pH ruminal (p < 0,0001). A monensina foi o aditivo
que apresentou menor média observada entre os demais (6,30), que foram
semelhantes entre si (Tabela 5). Nao foi observada diferenca significativa (P > 0,05)

entre os tratamentos para a variavel NH3.

Houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos para 0s acidos
graxos volateis, sendo observadas menores quantidades de &cido acético quando
0s animais receberam monensina e o acido de lipulo na dieta, com o grupo controle

e o tanino apresentando médias maiores e iguais (Tabela 5). Os teores de acido
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propidnico foram afetados pelos aditivos, apresentando maior média na dieta com
monensina e acidos de lupulo (p < 0,05), o tempo de coleta e a interacdo entre dieta
e tempo ndo impactaram as médias. As alteragBes provocadas nestes AGVs
afetaram a relacdo acetato/propionato, apresentando o mesmo padrdo, onde a

menor relacédo observada foi nos tratamentos com monensina e acidos de lupulo.

As quantidades de valerato e isovalerato, variaram conforme os diferentes
aditivos (p < 0,05). As vacas alimentadas com monensina e a dieta controle
apresentaram maiores valores de valerato (Tabela 5). As quantidades de
isovalerato foram maiores quando os animais receberam monensina e tanino, a
dieta com acidos de lapulo teve média equivalente ao grupo controle, conforme o

teste de médias.

Os acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR) apresentaram variacao entre
os tratamentos, de forma que, as vacas alimentadas com monensina e tanino
apresentaram as maiores médias observadas, enquanto, o grupo controle e os
acidos de lupulo foram semelhantes entre si. A estimativa da quantidade de metano
produzida também variou (p < 0,01), de forma que as menores quantidades foram
obtidas quando os animais receberam monensina e os acidos de lapulo, seguidos

do tratamento com tanino e a maior quantidade no grupo controle (Tabela 5)
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Tabela 5- Parametros de fermentacdo ruminal e producdo de metano em vacas leiteiras alimentadas com dietas contendo &cidos de

[Gpulo, tanino e monensina

Experimental diets?

Item CON MON HOPS TAN
pH 6,74b 6,30c 6,68ab 6,49ab
N-NHs (mg/dL) 15,16 16,47 19,09 18,21
mmol/L

Acético 51,41a 40,02b 35,63b 45,05a
Propidnico 19,51b 21,41a 25,80a 18,75b
Butirato 8,99 9,77 8,70 9,08
Isobutirato 0,22 0,50 0,35 0,28
Valerato 0,33a 0,38a 0,24b 0,29b
Isovalerato 1,47b 2,26a 1,35b 1,94a
AGCR 2,02b 3,143a 1,95b 2,52a
Total 81,95 74,35 72,09 99,02
Acético/propidnico 2,72b 1,91b 1,43b 3,72a
Metano (g/d)?2 21,37a 16,03c 15,02c 18,75b

EPM

0,04
0,72

1,24
0,54
0,17
0,04
0,09
0,02
6,13
0,11
0,29
0,62

P- valor
Dieta Tempo D*T
<0,0001 0,001 0,84
0,08 0,05 0,17
<0,0001 0,84 0,12
0,008 0,88 0,32
0,06 0,99 0,99
0,13 0,05 0,76
0,002 0,86 0,27
0,001 0,59 0,99
0,001 0,09 0,74
0,36 0,47 0,33
0,02 0,48 0,39
0,001 0,81 0,09

1CON (dieta basal sem aditivos); MON (inclusédo de 24 mg/kg MS de monensina sddica); HOPS (inclusdo de 10 g/animal/dia, equivalente a 660 mg/kg MS de
acidos de lupulo, com maior concentracdo do tetrahidro-iso-alfa, BetaTec Hop Products®, Washington/DC/USA); TAN (inclusédo de 2,58 g/kg MS de tanino de
Acacia mearnsii SETA S.A. ®, Estancia Velha/RS/Brasil). 2EPM (erro padréo da média). 2Calculado de acordo com Moss et al. (2000) pela formula: CH4 = 0,45

X acetato — 0,275 x propionato + 0,4 x butirato. AGCR: acidos graxos de cadeira ramificada.
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Independentemente do tempo de amostragem, as vacas alimentadas com
monensina apresentaram menor faixa de pH observada (Figura 1), com menor
observacdo em 8 horas apo6s a alimentacdo, com pH de 6,21. O grupo controle
apresentou os valores mais elevados em todos tempos de amostragens, exceto as
0 horas (antes da alimentac&o), qual o grupo que recebeu os acidos de lipulo na
dieta, apresentaram maior valor observado (pH 6,96). Todos os tratamentos
mantiveram o pH dentro da faixa ideal para fermentac&o ruminal, entre 6,2 a 7,0.

——CON —0—MON @ HOPS --0- TAN 'I?iigeppzjgggi
Diet*Time P =
12 r 0.834
SEM =0.041
7 L
6,8
T 66 |
64 |
6,2 r
6

0 2 4 6 8
Time relation to feed (Hours)

Figura 1- Valores de pH ruminal de vacas leiteiras recebendo dietas com
acidos de lupulo, monensina e tanino, em funcdo do tempo de fornecimento da

alimentacao

Vacas suplementadas com dietas contendo MON ou HOPS apresentaram
menores concentracfes de acetato (Figura 2) em relacdo as demais dietas
avaliadas. A dieta controle apresentou a maxima concentracao de acetato as 8 h
apos a alimentacéo (57,54 mmol/L) e ponto minimo as 4 h (44,18 mmol/L). A dieta
com tanino apresentou valores semelhantes a dieta controle, com ponto maximo as
4 h (46,58 mmol/L) e minimo a 8 h (40,13 mmol/L). A dieta contendo acidos de

lGpulo (HOPS) apresentou os menores valores as 4, 6 e 8 h apos alimentacao
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(Figura 2), enquanto a monensina apresentou menores valores as 0 e 2 h, tendo as

duas dietas, média igual perante o teste de médias (Tabela 4).

—e—CON —0—MON @ HOPS -0 TAN ?iir?epng'g%gg
Diet*Time P =
65 - 0.117
60 L SEM =1.237
355 t
ESO -
E s |
g40 t
835 |
30 +
25

0 2 4 6 8
Time relation to feed (Hours)

Figura 2- Concentracdo ruminal de acetato (mmol/L) de vacas leiteiras
recebendo dietas com acidos de lupulo, monensina e tanino, em funcao do tempo

de fornecimento do alimento

A concentracao de propionato das dietas contento MON e HOPS foi maior
gue os demais tratamentos, em todos os tempos de avalia¢do (Figura 3). A menor
concentracdo de propionato foi observada na dieta com tanino as 4 h apos
fornecimento da racdo, tendo o tempo de avaliacdo, também ocasionado

interferéncia sobre as concentracoes desse AGV.
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Figura 3- Concentracdo ruminal de propionato (mmol/L) de vacas leiteiras
recebendo dietas com &cidos de lupulo, monensina e tanino em funcédo do tempo

de fornecimento do alimento

As concentracdes de metano (g/dia) variaram conforme a dieta experimental
(P = 0,001) e conforme a interacao entre a dieta e o horario de coleta (P = 0,098).
Os pontos maximos foram observados na dieta controle as 0 h (23,53 g/dia) e as 8
h (24,17g/dia), e o ponto minimo ocorreu as 4 h (18 g/dia; Figura 4), concomitante

ao ponto minimo de producédo de acetato nesse grupo ao mesmo tempo (Figura 2).
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Figura 4- Emissdo ruminal de metano (g/dia) de vacas leiteiras recebendo
dietas com acidos de lupulo, monensina e tanino em funcdo do tempo de

fornecimento do alimento

Reducdes nas concentracdes de acetato (mmol/L; Figura 2) e aumentos nas
concentracfes de propionato (Figura 3) e nenhuma alteragdo nas concentracdes
de butirato proporcionaram reducdes nas emissdes diarias de metano (g/dia) pelos
animais suplementados com HOPS e MON em relag&o aos animais suplementados
com as dietas CON e TAN (Figura 4).

3.4 Compostos nitrogenados

Nao foi observado efeito significativo (P > 0,05) da dieta no consumo de
nitrogénio, nitrogénio excretado nas fezes e nitrogénio retido. As dietas
experimentais afetaram as quantidades de nitrogénio na urina (p < 0,05), de forma
gue a menor meédia foi observada quando os animais receberam monensina, e 0s

demais aditivos foram semelhantes a dieta controle.
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A sintese microbiana ruminal ndo foi afetada entre as dietas (Tabela 5), de
forma que o N-microbiano e a proteina microbiana foram semelhantes entre os

tratamentos (p > 0,05).

Tabela 6- Balanco de nitrogénio e sintese proteica microbiana de vacas leiteiras

recebendo dietas com monensina, acidos de lapulo e tanino

Item Dietas Experimentais® - P-
g/dia CON MON HOPS TAN Valor?
N-ingerido 385,28 356,19 376,11 397,86 21,24 0,57
N-fezes 130,99 121,11 127,88 135,27 7,22 0,57
N-urina 26,44 24,68 26,49 27,62 0,53 0,01
N-retido 227,85 210,40 221,74 234,96 14,07 0,66
Creatinina

0,84 0,69 1,07 0,88 0,09

plasma (mg/dL)
Sintese microbiana ruminal g/dia

N- microbiano 1412,42 1220,83 636,25 1517,31 148,76 0,06

Proteina

3871,16 3605,47 3437,69 2077,09 397,13 0,33

microbiana

1CON (dieta basal sem aditivos); MON (inclusdo de 24 mg/kg MS de monensina sédica); HOPS
(inclusédo de 10 g/animal/dia de acidos de ltpulo, equivalente a 660 mg/kg MS de acidos de lUpulo,
com maior concentragdo do tetrahidro-iso-alfa, BetaTec Hop Products®, Washington/DC/USA); TAN
(inclusao de 2,58 g/ kg MS tanino de Acacia mearnsii SETA S.A. ®, Estancia Velha/RS/Brasil). 2EPM
(erro padrdo da média).

4. DISCUSSAO

Os aditivos experimentais ndo provocaram alteracdo significativa sobre o
consumo e a digestibilidade dos nutrientes. A n&o diferenca, indica que nenhum
dos aditivos, nas doses testadas, afetaram o comportamento ingestivo ou 0s

mecanismos fisioldgicos que regulam o CMS, como enchimento ruminal, taxa de
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passagem, FDN efetivo, densidade energética (NDT sem diferenca) e/ou
metabolismo hepatico (maior producao de propionato).

No caso da monensina e dos acidos de lupulo, o modo de acado vinculado
que poderia levar a reducao do consumo de matéria seca € relacionado ao aumento
da concentracdo de propionato, que € convertido em glicose pelo figado e ligado
diretamente a sinais de saciedade, que reduziriam o consumo (OBA & ALLEN,
2003). Todavia, apesar desses dois aditivos terem apresentado aumento na
concentracdo de propionato (mmol/L) em relacdo as demais dietas experimentais,
essa concentracdo nao significa maior fluxo, observando também que ndo houve
aumento na producdao total de AGV entre as dietas, nem na concentragéo de glicose
plasmética entre os tratamentos (ALLEN, 2020).

A digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes esta relacionada aos
eventos ruminais, como pH, taxa de passagem e degradabilidade dos alimentos
pelos microrganismos do rdamen. Os aditivos empregados atuariam como
moduladores dessas atividades pela mudanca que podem ocasionar na flora
ruminal (NRC, 2001). Todavia, apesar das diferencas fermentativas que se
observou entre os aditivos, ndo houve impacto sobre a digestibilidade da MS e
nutrientes.

Na literatura, € observada inconsisténcia dos efeitos desses aditivos sobre a
digestibilidade da dieta. McGuffey et al. (2001) na sua revisdo extensa sobre os
efeitos dos ionéforos para gado leiteiro, observa que os mesmos ndo causam efeito
na digestibilidade da fibra, pois a sua acédo sobre os microrganismos fibroliticos
sensiveis pode ser compensado pelo aumento da atividade de outras bactérias
fibroliticas resistentes, e no caso da digestdo ruminal do amido, pode ocorrer
reducdo, mas, hd aumento da digestdo pos-ruminal, a ponto da digestibilidade do
trato digestivo permanecer inalterada.

Isso ocorre, pois, os efeitos dos aditivos tém interacdo direta com os
ingredientes da dieta, como tipo de volumoso utilizado, com o nivel de producéo
dos animais, dose dos aditivos utilizada, periodo de lactacdo e estado geral do
animal, por isso, na literatura se encontra uma variedade de resultados em vacas
leiteiras (NRC, 2001).

A producao de leite também n&o sofreu alteragédo entre as dietas. A maior

producdo de propionato (mmol/L) aferida nas dietas com monensina e acidos de
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lGpulo, ndo foram capazes de aumentar o fluxo de glicogénio hepatico e contribuir
para aumento de producédo (OBA & ALLEN, 2003).

Jé& o perfil lipidico do leite sofreu alteragdes com o uso dos aditivos, podemos
observar que houve a modulacdo sutil sobre a sintese de novo na glandula
mamaria, visto que os acidos graxos de cadeia curta (C4:0 a C12:0), manteram-se
estaveis entre as dietas, a exce¢do do C4:0 e C6:0. As quantidades de &cido
butirico (C4:0), principal &cido graxo de cadeia curta do leite, apresentaram
menores médias quando os animais foram alimentados com monensina e os acidos
de Ildpulo. Isso ocorre, pois, esses acidos graxos sdo predominantemente
sintetizados de novo na glandula mamaria a partir do acetato e do butirato,
resultado completamente condizente com a modulagcédo que houve no rimen, com
diminuicao da producédo de acetato, quando as vacas receberam esses aditivos na
dieta (URRUTIA & HARVATINE, 2017).

Houve uma modulacdo também no &acido caproico (C6:0), onde a menor
média foi observada quando as vacas foram suplementadas com tanino em relacao
aos demais, porém, sem relacdo direta com o comportamento dos acidos graxos
volateis, principalmente acetato e butirato (precursores na sintese de novo) com
esse aditivo (URRUTIA & HARVATINE, 2017), dessa forma, apesar da diferenca
entre os tratamentos, esse resultado tem uma relevancia biolégica limitada e pouco
nos permite inferir algo num sentido légico e confiavel.

Em resumo, a baixa variacdo entre os acidos graxos de sintese de novo
(C4:0-C12:0) apresentaram mudancas discretas que indicam que a lipogénese
mamaria foi pouco afetada pelos aditivos. Acidos graxos intermediarios da
biohidrogenacédo, como C18:1t11, C18:2 n-6 e C18:3 n-3, ndo foram influenciados,

demonstrando estabilidade do processo de bio-hidrogenacao ruminal.

Houve modulacdo no &acido estearico (C18:0) do leite, com maior
concentracdo na dieta com os &acidos de Iupulo. Esse acido indica que houve uma
modulacdo da biohidrogenagé&o pelos acidos de Iupulo, aumentando a taxa de bio-
hidrogenacéo ja que o C18:0 é o produto final desse processo, e levando ao
aumento do fluxo duodenal de C18:0. O aumento do fluxo duodenal de C18:0 tem
relacéo positiva com a concentracado de C18:0 no leite e negativa e linear com a
lipogénese do C4:0 a C16, por mecanismos pouco conhecidos (GLASSER et al.,

2008). Esse resultado € condizente com o observado nesse experimento, onde o
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tratamento com os acidos de lapulo apresentou maior concentracédo de C18:0 no
leite concomitante com uma reducao de C4:0.

Vacas suplementadas com os acidos de IUpulo e a monensina apresentaram
mudanca no perfil fermentativo de acidos graxos volateis, evidenciada por maiores
quantidades de acido propidnico, gerando menor relacédo A:P, em relacdo ao tanino,
e menor producéo de metano em relacdo ao controle e ao tanino. Ipharraguerre &
Clark (2003) relatam que um dos principais beneficios da suplementacdo com
ionoforos para vacas leiteiras em lactacdo é a potencial alteracdo na proporcao
acetato:propionato, com maior producdo de propionato e, consequentemente,
diminuicdo da metanogénese.

Os acidos de ldpulo, aqui caracterizado como um fito-ion6foro, e a
monensina, reduzem a atividade fermentativa das bactérias gram-positivas,
levando a reducéo da producéo de H2 e CO2 e, consequentemente, a reducdo na
producdo de metano, bem como, aumento na producdo de propionato, por
favorecerem o crescimento das bactérias gram-negativas. Os mesmos aditivos sao
listados por reduzirem a oxidacdo de aminoacidos no rumen e reduzirem a
guantidade de aménia (KOZLOSKI, 2009; FLYTHE et al., 2017), todavia, esse
mecanismo nédo foi evidenciado neste experimento, visto a ndo observancia da
reducdo do nitrogénio amoniacal entre as dietas (Tabela 5; P > 0,05).

A adicdo dos &cidos de lupulo e do tanino nas dietas, reduziu (P < 0,05) a
concentracdo de valerato em relacdo a dieta controle e a com monensina. J4 o
isovalerato foi reduzido (P < 0,05) na dieta com &cidos de lupulo em relacdo a
monensina e ao tanino, mas igual a dieta controle. Esses dois acidos graxos e 0s
acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR) séo produzidos, principalmente, por
bactérias com alta atividade desaminativa, a partir da fermentagéo de aminoacidos
(KOZLOSKI, 2009). Dessa forma, a reducdo desses acidos graxos sugere
diminuicdo da atividade proteolitica ruminal, mas no caso dos AGCR, eles também
estdo associados a uma diminuicdo de atividade das bactérias que degradam a
fibra, pois as mesmas, utilizam desses acidos graxos como substrato (ALLISON et
al., 1962; ROMAN-GARCIA et al., 2021; FIRKINS et al., 2024).

A concentracdo de metano em fungcéo do tempo de fornecimento das dietas
experimentais (0, 2, 4, 6, 8h) do grupo que recebeu tanino, se assemelha com o
observado na concentracéo de acetato desse mesmo tratamento, observando que

houve um aumento na produgcéo de metano concomitante a de acetato nas 2, 3 e
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6 horas apds a alimentacao, tendo uma queda na producdo de metano e de acetato
nas 8 horas apds fornecimento da dieta.

O resultado sugere que houve maior fermentacéo acética qual gera maiores
guantidades de substratos para producdo de metano no ambiente ruminal, assim
gue houve menor uso dessa via de fermentacéo as 8h, houve também uma queda
na producédo de metano. Resultado semelhante ocorreu na dieta controle com
queda na producdo de acetato e metano ao mesmo tempo de medi¢cédo (4h apds
fornecimento da racéo), concordando ao que diz Kozloski (2009), que a producéo
de metano é proporcional a producao de acetato.

Observando a dieta controle em seus niveis de concentracdo de acetato em
fungéo do tempo de fornecimento das dietas experimentais, observou-se que houve
menor producdo de acetato até 4 horas e aumento a partir das 6 e 8 horas,
possivelmente resultado da degradacéo mais lenta dos carboidratos estruturais. Ao
mesmo modo houve aumento na producdo de propionato as 2h, sugerindo que
neste tempo houve rapida fermentacéo dos carboidratos néo fibrosos da dieta (VAN
SOEST, 1994).

Adicionalmente ao resultado acima mencionado da relacédo direta entre a
producdo de acetato e metano, observou-se que ndo houve diferenca entre os
tratamentos nas concentracdes de butirato, outro importante acido graxo volatil, que
similarmente ao acetato gera subprodutos de fermentacdo (CO:2 e H2) que séo
metabolizados em CHa pelas bactérias metanogénicas (ELLIS et al., 2008). A
relacdo dos resultados também se deve a metodologia de célculo que permitiu
estimar a concentracédo de metano, na qual Moss et al. (2000) insere que para cada
molécula de acetato produzida, sdo geradas duas moléculas de Hz que ficam
disponiveis para a metanogénese, enquanto o butirato gera uma molécula e o
propionato consome uma molécula.

Houve reducéo na producdo de metano (g/d) quando as vacas receberam
tanino em comparacao a dieta controle, Cieslak et al. (2013) sugerem que o efeito
dos taninos na mitigacdo de metano se da tanto pela reducdo do numero de
protozoarios quanto pelo efeito téxico direto que causa sobre as bactérias
metanogénicas. A reducao na producédo de metano diaria foi observada em outros
estudos utilizando taninos condensados de acacia (FAGUNDES et al., 2020).

N&o houve diferenca entre os aditivos na quantidade de nitrogénio ingerido,
resultado correspondente a dieta isonitrogenada. Também ndo houve diferenca de
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nitrogénio excretado nas fezes, mostrando que os aditivos ndo foram capazes de
diminuir a degradacédo das proteinas no rimen, que permaneceram dentro da
mesma faixa que o observado na dieta controle. Para quantidade de nitrogénio
excretado na urina, pode-se observar que a monensina ocasionou uma mitigacao
na perda desse nutriente, sugerindo diminuicdo da deaminacgao ruminal e melhor
aproveitamento dos compostos nitrogenados quando utilizado esse aditivo. Assim,
observou-se que as concentracdes de N-NHs permaneceram semelhantes entre as
dietas experimentais, o que pode nos indicar que o metabolismo ruminal, quando
recebeu monensina, pode ter se adaptado por meio da reciclagem de ureia,
diminuindo as perdas de N-urina, para conversao novamente em amonia no rimen
e assim a manutencao da fermentacgéo e a estabilidade ruminal (NRC, 2001).
Pode-se observar que os aditivos ndo promoveram grandes modula¢gdes no
balanco de nitrogénio no rimen, de modo que a quantidade de N retido se manteve

igual entre as dietas, assim como a sintese de proteina microbiana.

5. CONCLUSAO

Os efeitos dos aditivos testados concentraram-se, principalmente, na
modulacao da fermentacao ruminal, com efeitos semelhantes entre a monensina e
os acidos de lupulo, que se apresentou como potencial aditivo, agindo como um
fito-ionoforo. Dessa forma, os acidos de IUpulo na dieta de vacas leiteiras geraram
fermentacdo mais propibnica, com menor producdo de metano, assim como a
monensina enquanto a dieta com tanino gerou menor producdo de metano
estimado, em relacdo ao controle. Os acidos graxos de cadeia ramificada indicaram
que os acidos de lupulo tém potencial de reducéo da protedlise ruminal, mas, mais
estudos em relagdo a esses efeitos sdo necesséarios, uma vez que nao houve
reducdo do nitrogénio amoniacal ou modulacdo no balanco de nitrogénio. A
producao de leite ndo foi impactada pelos aditivos testados.

Dessa forma, conclui-se que os acidos de lupulo apresentam potencial para
uso na nutricdo de vacas leiteiras, objetivando a modulacdo fermentativa em
substituicdo a monensina sodica em dietas, visando sobretudo a mitigacdo de

metano, sem afetar a producgéo de leite.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os aditivos nutricionais atuam como moduladores especificos de processos
ruminais e podem ser ferramentas relevantes na estratégia de mitigacdo das
emissbOes de metano, tornando-se aliados importantes na transicdo para sistemas
de producao mais sustentaveis do ponto de vista produtivo e ambiental. No entanto,
seu uso isolado ndo € suficiente para resolver questdo de tdo elevada
complexidade biolégica e ecoldgica. Isso ocorre porque os aditivos sao capazes de
modular, mas ndo de eliminar ou substituir completamente as vias fermentativas
gue levam a formacdo de metano, essenciais para a manutencdo da homeostase
ruminal e para a continuidade da fermentacdo realizada por comunidades
microbianas altamente interdependentes. E justamente essa simbiose que permite
aos ruminantes converter alimentos fibrosos, de baixo valor nutricional para

humanos, em produtos de elevado valor biolégico, como o leite e a carne.

Assim, os aditivos devem ser compreendidos como componentes dentro de
um conjunto mais amplo de praticas, incluindo manejo nutricional e de pastagens,
bem-estar, genética e outras estratégias de mitigacédo, que juntas podem contribuir

para uma pecuaria que nao degrada e sim regenera 0 meio ambiente.

Nesse contexto, os &cidos de ldpulo surgem como um aditivo natural
promissor, com potencial para modular rotas fermentativas especificas sem
comprometer o consumo de matéria seca ou a producdo de leite, conforme
observado nos dois ensaios conduzidos. Entretanto, a consolidacdo do
conhecimento sobre o uso desse aditivo exige estudos adicionais envolvendo
condicdes ambientais distintas, diferentes estagios de lactacdo, variacbes no
manejo alimentar e maior nimero de animais, a fim de elucidar a amplitude, a

consisténcia e os limites da resposta biolégica que pode promover.

Ainda assim, os experimentos realizados permitiram esclarecer efeitos
relevantes de um aditivo ainda pouco usado na pecuaria leiteira, principalmente em
ensaios in vivo, demonstrando seu potencial para integrar dietas de vacas leiteiras
com impacto positivo sobre a fermentacédo ruminal. Ao influenciar rotas metabdlicas
associadas ao aproveitamento dos nutrientes e a eficiéncia fermentativa, os acidos

de lupulo podem contribuir de forma complementar em estratégias de reducéo da
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producdo de metano entérico e, consequentemente, para a melhoria da eficiéncia

ambiental dos sistemas de producéo.



