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RESUMO
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Os aditivos alimentares séo substancias que controlam o metabolismo animal,
aumentando a eficiéncia de utilizacdo de alimentos e proporcionando maior
producdo animal. A monensina sodica é certamente a mais estudada e empregada,
porém nos ultimos anos sua utilizacdo tem sofrido diversas restri¢cdes,
principalmente pela Unido Européia e Estados Unidos, portanto, € fundamental o
estudo de novas alternativas de aditivos que apresentem resultados satisfatérios no
desempenho animal. Assim, foi conduzido um experimento avaliando, pela técnica
de digestibilidade in vitro gas, o uso de produto & base de acidos organicos em
comparacdo a monensina sodica. Foram testados quatro tratamentos: CTL (sem
aditivo), MON (monensina) e CTX 250 e 500 (aditivo organico 250 e 500ppm), com
trés repeticbes em um delineamento inteiramente casualizado com medidas
repetidas no tempo. Foram avaliados os parametros de producédo de géas, producéo
de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), metano (CHy,), nitrogénio amoniacal (N-
NH3) e pH. O tratamento MON aumentou (P<0,05) a producdo de propionato e
diminuiu (P<0,05) a producdo de gas, CH,4, acetato, butirato, valerato, isobutirato,
isovalerato, a relacdo de acetato/propionato e a producéo total AGCC em relagéo ao
CTL, ndo alterando a concentracdo de N-NHjz. Dos tratamentos com acidos
organicos CTX 250 e 500, somente o CTX 500 mostrou diminuicdo nas
concentracbes de N-NHz, o0s demais parametros avaliados ndo mostraram
alteracdes significativas (P>0,05) com adicdo dos &cidos organicos em relacdo ao
CTL. Neste sentido a monensina sodica apresenta caracteristicas de modulacao do

ambiente ruminal.

Palavras-chave: Aditivos alimentares. lonéforos. Técnica de digestibilidade in vitro

gas. Nitrogénio amoniacal. pH.
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Food additives are substances that control animal metabolism, increasing the
efficiency of feed utilization and providing greater animal production. Monensin is
certainly the most studied and used, but in recent years its use has undergone
several constraints, mainly by the European Union and the United States, so it is
crucial to study new alternatives which present satisfactory results additives on
animal performance. Thus, an experiment was conducted evaluating, by the in vitro
gas technique, the use of a product based on organic acids compared to monensin.
Four treatments were used: CTL (no additives), MON (monensin) and CTX 250 and
500 (250 and 500ppm organic additive)with four replications in a completely
randomized design with repeated measures in time. Were evaluated the parameters
of gas production, production of short chain fatty acids (SCFA), methane (CH4),
ammoniacal nitrogen (NH3-N) and pH. MON treatment increased (P <0.05)
propionate production and decreased (P <0.05) gas production, CH4, acetate,
butyrate, valerate, isobutyrate, isovalerate, the ratio of acetate/propionate and SCFA
total production relative to CTL, not changing the NH3-N concentration. Treatments
with organic acids 250 and CTX 500, CTX 500 only showed a decrease in the
concentrations of NH3-N, the other parameters showed no significant changes (P
>0.05) with the addition of organic acids in relation to CTL. In this sense the

monensin presents characteristics of modulation rumen environment.

Keywords: Food additives. lonophores. In vitro gas digestibility technique.

Ammoniacal nitrogen. pH.
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1. INTRODUCAO

O avanco cientifico sobre as exigéncias dos animais e dos valores nutritivos
dos alimentos disponibilizou aos pesquisadores o conhecimento técnico e as
informacdes necessarias para o balanceamento de dietas precisas de acordo com
cada categoria animal e nivel de producéo desejado (BERCHIELLI et al., 2011).
Assim, a descoberta de substancias que controlam o metabolismo animal,
aumentando a eficiéncia de utilizacdo de alimentos e proporcionando maior
producdo animal, deu origem a uma nova classe de substancias denominadas de
aditivos alimentares. Segundo a definicdo de Loyola e Paule (2006), aditivos sao
substancias ou mistura de substancias adicionadas a racdo com a finalidade de
incrementar a producdo animal e também melhorar a qualidade dos produtos de
origem animal. Entre os aditivos utilizados na alimentacdo de ruminantes atualmente
estdo os antibidticos ionoforos e nao-ionéforos, leveduras, probiéticos, prebioticos,
Oleos essenciais, extratos de plantas e acidos organicos.

Os ionoforos foram utilizados inicialmente como coccidiostaticos na avicultura,
passando a ser utilizados também como promotores de crescimento para bovinos
desde 1975. S&o produzidos por varias linhagens de Streptomyces, existindo mais
de 120 diferentes ionoforos descritos, diferindo entre si pela especificidade por
cations. A monensina sodica é certamente a mais estudada e empregada, porém
nos ultimos anos sua utilizacdo tem sofrido diversas restrigcdes, principalmente pela
Unido Europeia, que em 25 de maio de 2002, propds, a partir de janeiro de 2006,
banir de seu mercado qualquer produto animal que tenha sido produzido com uso de
antibioticos promotores de crescimento, incluindo entre eles a monensina sodica
(McCARTNEY, 2002). Essa nova legislagcdo previa também a abolicdo da
importacdo de produtos de origem animal provenientes de paises que utilizam essa
substancia.

Tal medida almeja prevenir os efeitos de uma possivel relagdo entre o
aumento da incidéncia de microorganismos resistentes aos antibiéticos, observada
na medicina humana, e a utilizagdo destas substancias nas racdes animais
(MARINO et al., 2008). A OMS (Organizacdo Mundial da Saude) também considera
0 uso de antibiéticos na producédo animal um risco crescente para a saude humana.

Perante tais restrigdes, tem crescido o interesse pela utilizagdo de outros aditivos,
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surgindo entdo oportunidades para se pesquisar aditivos que oferecam resultados
semelhantes ao dos ionéforos, entretanto sem riscos a saude humana.

Em vista disso, produtos organicos tém sido estudados com o intuito de
manipular a fermentacdo ruminal e aumentar a eficiéncia alimentar dos animais.
Portanto, é fundamental o estudo de novas alternativas de aditivos que apresentem
resultados satisfatorios no desempenho animal como, por exemplo, uma solugéo
organica, resultante da ativagdo do acido ascorbico com &cidos organicos naturais
(citrico e latico) em uma matriz de glicerina. Isso permitiria a substituicdo dos aditivos
sintéticos como a monensina, por exemplo, por aditivos organicos, diminuindo assim,
as limitacbes impostas por alguns mercados consumidores quanto ao consumo de

leite e carne bovina produzida com promotores de crescimento de origem sintética.



2. OBJETIVOS E HIPOTESES

2.1 Objetivo geral

Avaliar “in vitro” o uso de uma solucdo de acidos organicos, resultante da
ativacao do acido ascorbico com acidos organicos naturais (citrico e latico) em uma

matriz de glicerina como alternativa ao iono6foro monensina sédica.

2.2 Objetivos Especificos

Quantificar a producdo de gases “in vitro”, como parametro da atividade
fermentativa de microrganismos ruminais sobre alimentos misturados a um produto a
base de &cidos organicos ou monensina sodica;

Estabelecer a relacdo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) produzidos
“in vitro” como parametro da atividade fermentativa de microrganismos ruminais
sobre alimentos misturados ao aditivo a base de acidos organicos ou ao ionéforo
monensina sodica;

Quantificar a producdo de metano e nitrogénio amoniacal (N-NH3) “in vitro”
como parametro da atividade fermentativa de microrganismos ruminais sobre
alimentos misturados ao aditivo a base de acidos organicos ou ao ionoforo

monensina sodica.

2.3 Hipoteses

A adicdo de um produto a base de acidos organicos altera a atividade
fermentativa dos microrganismos ruminais, alterando assim os produtos da sua
degradacéo (metano, AGCC e nitrogénio amoniacal).

O efeito dos acidos organicos pode ser similar aos da monensina sddica, ou seja,
diminuir a producdo de metano, alterar a propor¢cdo de AGCC e diminuir a relacao
acetato/propionato e também alterar a producédo de nitrogénio amoniacal.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Utilizacao de aditivos alimentares

O avanco cientifico sobre as exigéncias dos animais e dos valores nutritivos
dos alimentos disponibilizou aos pesquisadores o conhecimento técnico e as
informacdes necessarias para o balanceamento de dietas precisas de acordo com
cada categoria e nivel de producédo desejado (BERCHIELLI et al., 2011). Assim, a
manipulagdo da fermentacdo ruminal para melhorar o desempenho produtivo de
bovinos e ruminantes tem sido o objetivo de alguns nutricionistas por décadas
(DILORENZO, 2004). Essa manipulacdo da fermentacdo € um esforco que levou a
extensa pesquisa na area de microbiologia ruminal nas ultimas décadas, com o
objetivo de controlar alguns processos metabdlicos no rimen, atingindo assim uma
utilizagdo mais eficiente dos nutrientes (NAGARAJA, 2003).

A descoberta de substancias que controlam o metabolismo animal,
aumentando a eficiéncia de utilizacdo de alimentos e proporcionando uma maior
producdo animal, deu origem a uma nova classe de substéncias denominadas de
aditivos alimentares. Aditivos sdo ingredientes com ou sem valor nutricional que, ao
serem fornecidos aos animais, irdo promover ganhos metabolicos digestivos,
auxiliando no incremento produtivo. Esses aditivos sdo administrados em pequenas
guantidades na dieta durante longo periodo de tempo. Varias pesquisas evidenciam
que existe uma grande variedade de aditivos com potencial de influenciar alguns
componentes do metabolismo do rimen, como inibidores de metano, de protedlise e
de deaminacdo, antibidticos, agentes defaunantes, enzimas microbianas,
alimentacdo com &cidos graxos e lipidios, agentes tamponantes, producdo de
propionato por ionéforos, probioticos, acidos organicos, aditivos microbianos e
surfactantes n&o-idnicos (BERCHIELLI et al., 2011).

Calsamiglia et al. (2006) consideram algumas rotas como objetivos da
modulacdo da fermentacdo microbiana ruminal de alguns aditivos: 1- Aumentar a
degradacgéo da fibra e do amido; 2- Estimular a produgéo de propionato; 3- Inibir a

producdo de metano; 4- Controlar a concentracao de lactato e o pH ruminal.
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Em 2003, a Unido Europeia criou o EFSA (Autoridade Europeia da Seguranca
do Alimento), érgdo que classificou os aditivos da alimentacdo animal em cinco
categorias novas de acordo com a fungao:

— Aditivos tecnologicos: referem-se a qualquer substancia adicionada ao
produto destinado a alimentag&do animal com fins tecnolégicos.

— Aditivos sensoriais: referem-se a qualquer substancia adicionada ao alimento
para melhorar ou modificar as propriedades organolépticas ou as
caracteristicas visuais.

— Aditivos nutricionais: referem-se a qualquer substancia utilizada para manter
ou melhorar as propriedades nutricionais do produto.

— Aditivos zootécnicos: referem-se a qualquer substancia utilizada na melhoria
do desempenho dos animais.

— Aditivos anticoccidianos: referem-se a substancia medicamentosa utilizada na
prevencéo da coccidiose.

Atualmente, o desafio da exploracdo pecuaria € estabelecer sistema de
producdo de ruminantes de maneira rentavel, que respeite o bem-estar animal e,
cujos produtos e residuos nao representem risco a saude do consumidor ou ao meio
ambiente. Uma estratégia para manter os niveis de producdo sem reduzir 0s
rendimentos é a utilizacdo de aditivos na dieta, com permisséo legal do seu uso, e
cuja eficiéncia seja representativa na resposta animal (CAJA et al., 2003). Como os
ionoforos séo classificados atualmente como antibidticos, sua restricdo ao uso nos

sistemas de producéo de ruminantes € iminente (NEWBOLD, et al. 2001).

3.2 lono6foros

Os iondforos sdo utilizados na alimentacdo de bovinos de corte desde a
década de 70 quando foi langado o primeiro antibiotico ionéforo. Esses aditivos sao
produtos da fermentagcdo de varios actinomicetos, produzidos principalmente por
fungos do género Streptomyces. Possuem efeito coccidiostatico, o qual incide
principalmente sobre a fermentacdo ruminal, causando melhorias na eficiéncia
alimentar dos animais (NRC, 1996).

A acdo desses promotores de crescimento ocorre pela alteragdo no

crescimento e metabolismo dos microorganismos do rumem, beneficiando o
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desenvolvimento de bactérias gram-negativas em detrimento das gram-positivas. Os
ion6foros sdo moléculas altamente lipofilicas, em funcdo disso, acoplam-se a
membrana das bactérias gram-positivas e permitem a passagem de sédio e prétons
para o interior celular, dissipando o gradiente eletroquimico em nivel de membrana.
Isso diminui a entrada de substratos fermentaveis na célula e o metabolismo celular.

A dupla camada de membranas das bactérias gram-negativas as tornam
resistentes aos ionoforos. Devido a reducao da atividade fermentativa das bactérias
gram-positivas, ha menor producao de H; e CO, e menor oxidacdo de aminoacidos
no rimen. Consequentemente diminui a producdo de metano e de amoénia. Os
ion6foros também aumentam a producdo de propionato no ramen, principalmente
por favorecer o crescimento de bactérias gram-negativas produtoras de propionato.
Além disso, em animais alimentados com dietas ricas em graos, os ionéforos inibem
bactérias produtoras de lactato, impedindo a producao de acido lactico e a queda do
pH ruminal (KOZLOSKI, 2009).

Com base nisso, as alteragdes que ocorrem na microflora ruminal provocam
aumento da quantidade de acido propidnico no rimem, seguido por elevagdo dos
niveis de glicose sanguinea (MAAS et al., 2001). Ocorre também diminuicdo dos
acidos acético e butirico (McGUFFEY et al., 2001) e da concentracdo de aménia,
com posterior aumento do aporte de aminoacidos digeridos e absorvidos
diretamente no intestino delgado (RUSSELL & STROBEL, 1989; HEGAZY & ELIAS,
1997). Basicamente o aumento da eficiéncia alimentar em animais que recebem
ionoforo é resultado do aumento de producdo de propionato, da reducdo da energia
perdida como metano, do aumento da passagem de proteina do alimento para os
intestinos sem ser degradada no rumen (KOZLOSKI, 2009) e também reduzem o
consumo devido melhor aproveitamento do alimento (SCHELLING, 1984).

Experimentos “in vitro” e “in vivo” indicam que a monensina diminui a
producdo de metano, podendo diminuir a emissao de metano em 25% (VAN NEVEL
& DEMEYER, 1995). Segundo O 'Kelly & Spiers, 1992, a reducdo de emissao de
metano com o uso de iondéforos € atribuido 55% a reduc¢do no consumo de alimento,
e o restante, 45%, sdo devidos a efeitos especificos na fermentagédo ruminal. Em
experimento “in vitro” de producdo de gases, Morsy et al., (2010), observou que
adicdo de monensina reduziu a producdo de gas e a producdo de metano, sem

apresentar efeitos negativos sobre a digestibilidade “in vitro” da matéria seca e da
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matéria organica. Houve também aumento da producdo de propionato, alterando
assim a relacdo acetato:proprionato.

A monensina sodica, pela ampla utilizacdo comercial e vasta literatura
cientifica, € proposta como o composto padrdo para a comparacao de efeitos entre
substancias com possivel potencial em alterar beneficamente a fermentacéo ruminal.
Seus efeitos considerados positivos em experimentos in vitro sdo: menor producao
de gas e metano por unidade de substrato degradado, menor relacdo CH4:G4as,
maior degradacdo de substrato, maior concentracdo de AGCC totais ou propionato,
menor concentracdo de acetato ou relacdo C2:C3 e menor concentracdo de
isoacidos (CASTILLEJOS et al., 2008; SOLIVA et al., 2008)

Apesar do uso de ionoforos apresentar resultados satisfatérios em sistemas
de producdo intensivos, seu uso vem sofrendo intensa restricdo por parte de
determinados grupos de consumidores, o que induz a busca de alternativas que
venham a substituir e alcancar os mesmos beneficios aos processos de fermentacéo
ruminal (DILORENZO, 2004).

3.3 Acidos organicos

Os acidos organicos sdo considerados seguros para serem usados como
aditivos na alimentacdo animal, sendo uma alternativa aos antibiéticos utilizados
atualmente por criarem um ambiente favoravel ao desenvolvimento de
microrganismos probidticos. Existem alguns acidos organicos que podem ser
considerados como alternativas aos ionéforos e antibidticos promotores de
crescimento utilizados como aditivos na nutricdo de ruminantes. Alguns dos acidos
organicos com potencial para essa utilizacdo sdo o aspartato, citrico, succinico,
piravico, malico e fumarico (MARTIN, 1998).

Silva et al. (2001), a acéo antimicrobiana dos acidos organicos resulta de sua
acao lipofilica, durante a qual os ions de hidrogénio penetram a membrana celular
do microrganismo, acidificando o seu interior e inibindo o transporte de nutrientes. Ja
para Adams (1999) a eficacia dos acidos organicos puros ou combinados é o
resultado da concentracdo, pKa e da capacidade de quelacédo dos acidos. Segundo
0 autor os acidos organicos tem sido considerados como responsaveis pela quebra
no metabolismo de aminoacidos, na sintese do DNA e no metabolismo energético

dos microrganismos.
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Os é&cidos diminuem o pH intracelular e podem causar alteracdo na
permeabilidade da membrana com o bloqueio do substrato do sistema de transporte
de elétrons. Os &cidos lipofilicos fracos como lactico, acético ou propiénico sao
capazes de passar através da membrana celular de microrganismos em seu estado
nao dissociado e dissociam-se no interior da célula, produzem ions H+ que
diminuem o pH da célula. As células reagem eliminando os prétons tentando manter
0 pH constante e esse mecanismo faz com que o0 gasto energético seja maior,
reduzindo o crescimento celular microbiano. Por sua vez os anions do &cido,
impedem a sintese de DNA fazendo com que a proteina ndo se replique (CHOCT,
2004).

O uso dos &cidos organicos como aditivos na nutricdo de ruminantes pode
levar a beneficios semelhantes aos encontrados com a utilizacdo dos iono6foros e
antibioticos promotores de crescimento (CASTILHO et al.,, 2004), por exemplo,
prevenindo a queda acentuada do pH ruminal (MONTANO et al., 1999), e reduzindo
a producdo e emissao de metano (ASANUMA et al.,, 1999). A maior parte dos
estudos realizados com acidos organicos como aditivos nutricionais concentram-se
na utilizacdo do acido malico e/ou o acido fumarico. Os acidos malico e fumarico sédo
dicarboxilicos tetracarbonados, presentes nos tecidos biologicos intermediarios do
ciclo do acido citrico (KHAMPA & WANAPAT, 2007).

O acido malico altera de maneira favoravel a fermentacédo ruminal através do
aumento nas concentracfes de acidos graxos de cadeia curta, ocasionando um
aumento do ganho de peso diario e melhor conversdo alimentar de bezerros em
crescimentos alimentados com racdes concentradas contendo esse acido.
Evidéncias mostram que a adi¢do de acido malico em meio rico em lactato estimula
o desenvolvimento da bactéria Selenomonas ruminantium. Esta bactéria apresenta
vantagens em relacdo aos outros microrganismos, sobrevive no rimen por ser capaz
de fermentar diferentes carboidratos sollveis e de utilizar o lactato, retardando assim
0 aparecimento de problemas metabdlicos no animal (MARTIN, 1998). O acido
fumérico € considerado um dreno ativo de hidrogénio, pois 0s microorganismos
utilizadores de fumarato, competem com as bactérias metanogénicas pelo H2,
diminuindo, portanto a producdo de metano (ASANUMA et al., 1999), juntamente
com a diminuicdo da metanogénese, ocorre um aumento na producao de propionato
e acetato (LOPEZ et al., 1999).
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Callaway & Martin (1996), testaram a utilizacdo conjunta entre monensina
sbdica e acidos organicos (malico e fumarico) em ensaios de digestibilidade in vitro
de milho quebrado, e encontraram resultados melhores no uso conjunto que na
utilizacdo isolada da monensina ou dos &cidos organicos para aumento do
propionato, diminuicdo do lactato e aumento do pH final. Os autores explicaram que
a melhora se deve pela soma dos efeitos, da diminuicdo da producao de lactato pelo
Streptococcus bovis e do aumento da utilizacdo de lactato pelas Selenomonas
ruminantium.

Segundo Adams (1999) as funcdes dos acidos organicos sdo variadas e
amplas, nem todas relacionadas a nutricdo. Produzem acidez, a qual por sua vez
age como flavorizante e também retarda a degradacdo enzimatica. Atuam como
agentes quelantes que se ligam a metais formando os quelatos metélicos, os quais
previnem ou reduzem a oxidacdo oriunda da catdlise dos metais-ions. Agem
diretamente como fortes inibidores do crescimento microbiano podendo ter uso na
preservagcao de gréaos e racoes, sanitizacdo da carne e como aditivo alimentar em
racoes.

O procedimento de adicionar acidos organicos nas dietas de monogastricos
(suinos e aves) tem sido empregado ha mais de uma década, como por exemplo, 0
trabalho de Krause e Easter (1994), que adicionaram os &cidos fumarico, malico,
citrico e uma base inorganica em dietas para leitdes. Mas em ruminantes 0 uso €&
recente, e a necessidades de pesquisas que comprovem efeitos positivos na

manipulacéo da fermentac¢do ruminal.

3.4 Ambiente Ruminal

O rimen apresenta um ecossistema microbiano estavel e ao mesmo tempo
dindmico. O ecossistema é estavel porque o ruminante saudavel ndo sofre a
contaminacgao do ecossistema, apesar de entrada de milhdes de microrganismos no
ramen diariamente por meio dos alimentos, 4gua e ar. E dindmico pelo fato da
populacdo variar consideravelmente por alteragdes na dieta do animal. O rumen é
considerado um ecossistema aberto e continuo, que proporciona um ambiente ideal
para a manutencédo da populacdo microbiana estavel, pela evolu¢do de milhdes de
anos de selecdo (KOZLOSKI, 2009).
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Os ruminantes tém a capacidade de utilizar grande variedade de alimentos
como fonte de nutrientes. O sucesso destes animais se deve a relacao simbiética do
hospedeiro com microrganismos ruminais que possibilitam o uso da parede celular
de vegetais e nitrogénio ndo protéico como fonte de nutrientes, compostos
complexos e nao utilizaveis para a maioria dos outros animais. A relacdo simbiotica
ocorre porgue o animal fornece alimento e um ambiente (rimen) para o crescimento
dos microrganismos que por sua parte, suprem o animal com &cidos resultantes da
fermentacdo e proteina microbiana. O ecossistema do rumen consiste
principalmente de bactérias (10*°-10* células/mL), protozoarios (10%-10%mL), fungos
anaerdbios (10°-10° zoospéro/mL) e bacteriéfagos (10%-10%/mL) (KAMRA, 2005).

O pH ruminal exerce grande influéncia sobre o ambiente ruminal por permitir
ou nao a proliferacdo de determinadas espécies de microrganismos que habitam o
rimen, exercendo assim, grande impacto sobre o perfil de fermentacdo ruminal,
além de outras influéncias, como motilidade e absorcdo ruminal. Quando o pH é
alterado, a concentracdo de ions e a permeabilidade celular desses microrganismos
podem mudar, reduzindo o potencial de geracdo de ATP. Assim, 0 crescimento
microbiano por unidade de energia fermentada € menor quando o pH é baixo,
possivelmente em virtude da redugéo na geracao de ATP. Dessa forma, o perfil de
fermentacdo € alterado pelo menor crescimento microbiano e pela reducdo da
digestao da celulose, afetando a o perfil fermentativo dos microorganismos ruminais
(NAGARAJA & TITGEMEYER, 2007).

No ecossistema anaerébio do rumen, o0s microorganismos fermentam
carboidratos e proteinas para obter nutrientes necessarios para seu crescimento.
Muitos dos produtos finais dessa fermentacdo, como os acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) e a proteina microbiana, sdo as principais fontes de nutrientes
(energia e nitrogénio) para o ruminante. Em contrapartida, outros produtos da
fermentacdo, como calor, metano e amoénia, representam perdas de energia e
proteina do alimento para o ambiente. De 2 a 12% da energia consumida pelos
ruminantes pode ser perdida na forma de metano, um gas produzido no ramen
durante o processo de fermentacdo dos carboidratos. No ramen, o hidrogénio é
produzido durante a fermentac@o anaerdbia das hexoses. Esse hidrogénio pode ser
usado durante a sintese dos AGCC e da matéria organica microbiana. O excesso de

hidrogénio é eliminado, principalmente pela formacédo de metano (BAKER, 1999).



22

Os AGCC sao estruturas hidrossolaveis impares e ramificadas, constituidas
de um a cinco carbonos e se encontram altamente concentradas no ramen
(GONZALEZ, 2003). Sao produtos do metabolismo microbiano, sendo muito
importantes para o hospedeiro, pois, sendo energéticos, suprem de 60% a
80% do requerimento energético dos ruminantes. Assim, € fundamental que o
animal ruminante tenha boa capacidade de absorcédo desses (FURLAN et al., 2006).
De acordo com KOZLOSKI (2009), a estequiometria da conversdo de um mol de
glicose para AGCC e a proporcdao em que cada acido é produzido depende da
espécie bacteriana, que pode ser especializada em produzir um ou outro de acido e
principalmente da concentracdo de nicotinamida adenosina difosfato (NADH) e H2
na célula.

Todos os carboidratos, digeridos no ramen, transformam-se em AGCC sendo
que os principais sdo o acético (C2), o propionico (C3) e o butirico (C4) e suas
concentracdes e porcoes relativas dependem da dieta (LUCCI, 1997). Com dietas a
base de forragem, o pH se mantém bastante estavel devido a lenta digestédo da fibra.
As variacOes destas proporcdes com dietas a base de forragens sao bruscas e néo
podem ser previstas. As mudancas que a taxa de fermentacdo sofre com dietas
ricas em concentrados sdo mais faceis de predizer, pois a microflora é
menos variada que nas dietas a base de forragem (CHURCH, 1993). Quando se
diminui a proporgédo volumoso:concentrado, também diminui a proporgdo de
acetato:propionato (C2:C3) (ANNISON & ARMSTRONG,1970). A proporcao C2:C3 é
utilizada para comparar dietas e predizer um valor nutritivo relativo. Em geral,
quando na dieta se aumenta os niveis de celulose e hemicelulose em relacédo aos
niveis de carboidratos soluveis e amidos, também se aumenta a proporcdo C2:C3
(MURPHY et al., 1982).

Ainda, podemos utilizar substancias (aditivos) que alteram o padrao
fermentativo, reduzindo a relacdo C2:C3, tornando o rimen energicamente mais
eficiente e reduzindo a geracédo de CH4. Ao se produzir propionato ndo ha producao
de H+ como observado para as rotas que levam a producdo de acetato e butirato.
Além disso, as vias metabdlicas de producédo de propionato servem de dreno de H+
(RUSSELL, 2002). A producdo de metano é modulada principalmente pela presenca
de CO, e de H+ no ambiente ruminal, onde, a partir do H+, ocorre a reducédo do
CO, por microrganismos metanogénicos, com consequente formacdo de

metano (LASSEY et al., 1997). Logo, maximizar a producdo de propionato é
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competir com as metanogénicas por substrato, jA que a rota para producdo de
propionato consome H+, que é necessario para a atividade das bactérias
metanogénicas.

A intensidade da emissdo de metano proveniente da fermentacdo ruminal
depende principalmente do tipo de animal, do consumo de alimento e do grau de
digestibilidade da massa ingerida. O metano, além de ser diretamente relacionado
com eficiéncia da fermentacdo ruminal e consequente perda de energia nos
sistemas de producédo, caracteriza-se como um importante gas de efeito estufa,
contribuindo com aproximadamente 15% do aquecimento global (COTTON &
PIELKE, 1995).

Em relacdo aos compostos nitrogenados, pesquisas consideram que em
rebanhos leiteiros, de 20% a 30% do nitrogénio (N) consumido diariamente
encontram-se na proteina do leite e na carne produzida, sendo o restante excretado
pelas fezes e urina (OENEMA et al., 2001). Ruminantes possuem baixa eficiéncia de
utilizacdo de N. Assim, alterar o metabolismo ruminal do N é étima forma de reduzir
0 custo de alimentacdo desses animais, de maneira a melhorar o desempenho
animal e reduzir a poluicdo ambiental causada pela uréia/NH3 (CALSAMIGLIA et al.,
2007). Esse nitrogénio perdido pode ser lixiviado para lengéis freaticos ou emitido
para atmosfera na forma de compostos volateis. Deve-se considerar que
concentragbes superiores a 50mg de nitrato/L nos lengbis freaticos sao
potencialmente nocivas a saude humana (DI & CAMERON, 2002). A emisséao de
amonia para a atmosfera contribui para a fertilizacdo do ecossistema, acidificacéo e
eutrofizacdo do ambiente (NRC, 1996). Da mesma forma, oxido nitroso é um potente
gas de efeito estufa, contribuindo para o aquecimento global. A reducdo na
eliminacdo desses produtos tem concentrado os esforcos dos pesquisadores
mundiais para, além de aumentar a eficiéncia de conversdo dos nutrientes
consumidos em produtos consumiveis (carne e leite), reduzir o impacto dos sistemas
de producéo no ambiente.

Em termos simplificados, os principais objetivos da manipulacdo ruminal séo:
melhorar os processos benéficos, minimizar ou alterar os processos ineficientes,
minimizar ou alterar os processos prejudiciais para o animal hospedeiro. Exemplos
de processos cuja maximizacdo seria valida em todas as circunstancias sao
degradacdo da fibra, fermentacdo do lactato e conversdo de compostos

nitrogenados nao-proteicos em proteina microbiana, enquanto 0s processos que
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deveriam ser minimizados incluem a producédo de metano, degradacéo da proteina e
producdo de aménia (BERCHIELLI et al., 2011).

3.5 Técnica de producao de gases “in vitro”

Técnicas de laboratério para avaliar alimentos certamente desempenham
uma importante fungdo nos futuros sistemas de producdo animal
(KRISHNAMOORTHY et al., 2005). Sistemas de fermentagcdo in vitro sao
amplamente utilizados na identificacdo de substéncias capazes de manipular a
fermentacdo ruminal (CASTILLEJOS et al., 2008; SOLIVA et al., 2008). Varias séo
as técnicas in vitro de producdo de gas (GETACHEW et al., 2004). Dentre as
principais vantagens dos métodos in vitro, encontram-se o baixo custo, a rapidez na
obtencdo de resultados, o elevado controle ambiental e a possibilidade de se
trabalhar com grande numero de tratamentos e baixas quantidades de amostra
(MAKKAR, 2004). Gracas a isto, € a técnica geralmente utilizada nas fases iniciais
de pesquisa com novos aditivos alimentares.

As técnicas de producgao de gases “in vitro” foram desenvolvidas para predizer
a fermentacdo de alimentos para ruminantes. O alimento é incubado com liquido
ruminal, meio e os gases produzidos sdo medidos como indicadores indiretos da
cinética de fermentacdo. Quando o alimento € incubado, este primeiramente é
degradado e a fracdo degradada pode ser fermentada e produzir gases e acidos da
fermentacdo ou incorporar-se a biomassa microbiana (RYMER et al., 2005). O
principal objetivo da técnica de produgéo de gases “in vitro” € prover informagéo que
é relevante na interpretacdo de valores nutricionais de alimentos e/ou respostas
animais e/ou impactos animais no ambiente (KRISHNAMOORTHY et al., 2005).

A técnica de produgcdo de gases “in vitro”, baseada na simulagdo das
fermentac¢des ruminais em frascos de vidro inoculados com microrganismaos ruminais
tem sido utilizada com a finalidade de estudar o efeito de alimentos e aditivos que
possuem fatores bioativos na fermentacdo ruminal e degradabilidade da matéria
organica (BUENO et al., 2008). Segundo Bueno et al. (2005), os sistemas de
produgcdo de gases in vitro proporcionam uma estimativa da digestibilidade da
matéria seca (MS) e/ou da matéria organica (MO), e sdo um indicador direto dos
produtos finais produzidos, como a producdo de gases, e indireta como acidos

graxos de cadeia curta (AGCC). Ainda, em sistemas in vitro capazes de aprisionar o
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gas gerado durante a fermentacao, possibilitam determinar a concentracdo de CH, e
de outros gases (CO,, H,, etc). Por esta razao, técnicas in vitro gas sao sempre
utilizadas em estudos com aditivos antimetanogénicos.

Segundo Getachew et al. (2004), a quantidade de gases produzidos de um
alimento em incubacéao reflete a producédo de AGCC, os quais sdo a principal fonte
de energia dos ruminantes. Os gases surgem diretamente da degradacéao
microbiana dos alimentos, e indiretamente da reacdo do tampdo com os &acidos
gerados como resultado da fermentacao.

Wilkins (1974) descreveu uma aproximacao diferente de medicdo das
cinéticas de fermentacdo in vitro, onde a fermentacdo foi realizada em garrafas
seladas e os gases produzidos foram determinados usando um transdutor ou sensor
de pressao para medir o acimulo de pressdo na parte superior da garrafa, este
principio tem sido amplamente adotado por ser simples e sensitivo. A técnica in vitro
de producao de gas utilizada neste trabalho foi a semiautomatica com transdutor de
pressdo descrita em Theodorou et al. (1994) e Mauricio et al. (1999). Frascos de
vidro sédo preenchidos com liquido ruminal + meio de incubacgéo + substrato, sendo
em seguida selados e incubados em estufa ou banho-maria, permitindo dessa forma
0 acumulo de gas dentro do frasco. A pressao interna do frasco € determinada
periodicamente com o uso de transdutor de pressao. Logo, determina-se o volume
de gas produzido utilizando curva de regressdo “pressdao x volume de gas’
previamente definida para as condi¢des laboratoriais. Conjuntamente com as leituras
de pressao, sdo realizadas amostragens de liquido da fermentacdo e gas, que é
armazenado em tubos a vacuo. Assim, posteriormente determina-se a concentracao
de AGCC no liquido coletado e também CH,4 no gas produzido. Esta € uma técnica

robusta, precisa e que permite a incubacao simultanea de muitas amostras.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local e época

O experimento foi conduzido no Laboratério de Bromatologia e Nutricdo de
Ruminantes (LABRUMEN) do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal
de Santa Maria, no municipio de Santa Maria, RS, situado na regido fisiografica
denominada Depresséao Central, tendo como coordenadas, 29° e 43’ de Latitude Sul
e 53° e 42’ de Longitude Oeste. No periodo de dezembro de 2011 a maio de 2012.

4.2 Tratamentos

Foram testados 2 tipos de aditivos, totalizando 4 tratamentos: CTL (Controle,
auséncia de aditivo), MON (ion6foro monensina sddica), CTX250 (aditivo organico,
250ppm) e CTX500 (aditivo organico, 500ppm). Para o tratamento MON foi utilizado
o produto comercial Rumensin (Elanco®) na dosagem recomendada pelo fabricante,
de 2g/animal/dia de Rumensin®. J& para os tratamentos CTX foi utilizado o produto
comercial a base de acidos orgéanicos, resultante da ativacdo do acido ascorbico com
acidos organicos naturais (citrico e latico) em uma matriz de glicerina, nas
concentracbes de 250 e 500ppm. Sendo que a concentracdo de 250ppm é a
recomendada pelo fabricante.

Foi considerado como base de célculo um bovino com peso vivo médio de
400kg e volume ruminal de 60L (15% do peso vivo), assim, proporcionalmente foram
adicionados 1,67mg de Rumensin® para o tratamento MON, 1,69mg e 3,38mg do
produto organico para os tratamentos CTX 250 e 500, respectivamente em cada

frasco com 50 ml de solucéo de incubacéao.

4.3 Producao “in vitro” de gas como estimativa da digestibilidade

Foi utilizada a técnica in vitro de producédo de gas (THEODOROU et al., 1994)
adaptada ao sistema semiautomatico (MAURICIO et al., 1999) usando transdutor de
pressdo e armazenador de dados (Pressure Press Data 800, LANA, CENA/USP,
Piracicaba-SP), para estimar a digestibilidade, producéo de acidos graxos de cadeia
curta (AGCC), N- amoniacal (N-NH3) e metano (CHy).



27

4.4 Preparo dos alimentos para incubacéo

Como alimentos foram utilizados feno de tifton (volumoso) e milho
(concentrado), sendo eles pré-secos em estufa (55-60°C/72h) sob ar forcado,
moidos em peneira de 1 mm tipo Willey. Esses alimentos foram utilizados como
substrato de fermentacéo, obedecendo a relacdo volumoso:concentrado de 55:45.
Os tratamentos com os aditivos foram adicionados, manualmente a mistura dos
alimentos, conforme concentracdes descritas acima. Amostras do substrato,
pesando 0,5g, foram colocadas dentro de frascos de fermentacdo com capacidade
de 100 mL de volume, onde foram adicionados 40 mL de meio de cultura (tamp&o),
conforme descrito por THEODOROU et al. (1994). Os frascos foram vedados com
rolhas (14 mm) de borracha e selados com anilhas de aluminio. Para evitar que
qualquer tipo de fermentacdo ocorre-se, os frascos ficaram armazenados em

geladeira a 4°C no periodo (8-12h) que antecede a inoculacéao.

4.5 Inoculacédo com liquido ruminal

Os frascos contendo o substrato e meio de cultura foram removidos da
geladeira e colocados em banho-maria a 39°C cinco horas antes da inoculagéo. O
liguido ruminal foi obtido de um bovino fistulado e alimentado com a mesma dieta
experimental a base de volumoso e concentrado; o material foi coletado e
armazenado conforme a técnica descrita por Senger (2005). O liquido ruminal foi
filtrado por duas camadas de gazes de algoddo sob inje¢do continua de CO; e
mantido em banho-maria a 39°C. Volumes de 10 ml do liquido ruminal filtrado foram
injetados nos frascos dos respectivos tratamentos supracitados; Frascos contendo
liquido ruminal e meio de cultura (tampdo) foram usados como brancos, para
descontar a producéo de gas vinda do liquido ruminal. Apés a inoculacéo do liquido
ruminal, os frascos foram vedados e colocados em banho-maria a 39°C com

agitacao constante por 96 horas, em uma sala com temperatura controlada.

4.6 Leituras e interpretacéao

A presséo originada pelos gases, acumulados na parte superior dos frascos,

foi medida por intermédio de um transdutor de pressdo conectado em sua
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extremidade a uma agulha (0,6 mm). As leituras de pressao foram tomadas nos
tempos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 30, 36, 48, 72 e 96h apds incubacado. A partir da
insercdo da agulha na tampa de borracha a pressdo produzida no interior dos
frascos foi lida no leitor digital do transdutor de pressao.

Para interpretacdo das leituras de pressdo (psi= pressdo por polegada
guadrada) foi utilizada a seguinte equacédo V = 4,9515p + 0,656, desenvolvida no
LABRUMEN da UFSM. Onde, V = volume de gas (mL); p = pressao mensurada
(psi), essa equacdo matematica permite a conversdo das medida realizadas em psi
pelo transdutor de pressdo para ml de gas. A producéo total de gas foi considerada

como a soma das producdes parciais de cada leitura.

4.7 Determinacao da proporc¢éao dos AGCC, N-NH3 e pH

Para analise da relacdo de producdo de AGCC, amostras de 1ml do liquido
de fermentacdo dos frascos foram coletadas com seringa de 1ml e agulha nos
tempos de incubagéo 0, 2, 6, 12, 24 e 48 horas, essas amostras foram armazenadas
em tubos eppendorfs, congeladas e enviadas em caixa isotérmica para o Laboratorio
LANA/CENA-USP, Piracicaba/SP, Brasil. No laboratorio para a determinacdo das
concentracbes dos AGCC (incluindo os acidos acético, propibnico, isobutirico,
butirico, isovalérico e valérico), as amostras foram centrifugadas a 30.000 rpm por
30 minutos a 10°C, apds ao sobrenadante de 0,5mL foi adicionado 0,1 mL de acido
férmico, para andlise em Cromatégrafo gasoso (SHIMADZU, modelo GC-2014),
equipado com detector de ionizagdo de chama (DIC), utilizando coluna capilar HP-
INNOwax 19091N-213 (30m, 0.32mm, 0.5um). A temperatura do injetor foi de 200°C
e do detector de 250°C. A injecao foi no modo “split”, com relagao 1:30, utilizando o
nitrogénio como gas de arraste. A curva de calibracéo externa foi feita com padrdes
cromatograficos (Chem Service, West Chester, PA, EUA) de &cido acético (99,5%;
CAS 64-19-97), propidnico (99%; CAS 79-09-4), isobutirico (99%; CAS 79-31-2),
butirico (98,7%; CAS 107-92-6), isovalérico (99%; CAS 503-74-2) e valérico (99%;
CAS 109-52-4).

Para determinacdo do N-NH3, 100 pl de amostra do liquido de fermentacéo foi
coletada, nos mesmos tempos das coletas de AGCC e diluidas e analisadas através
do método fenol-hipoclorito (WEATHERBURN, 1967). Apos as 96 horas de
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incubacéo, os frascos foram abertos e mensurou-se o pH com potencidmetro digital
(Digimed DM21, Séao Paulo-SP).

4.8 Determinacao da producéo de metano

Para determinacdo do metano, um ensaio independente em relacdo ao de
producdo de gas e AGCC foi realizado com intervalos maiores de medicdo de
pressao e coleta de gas, seguindo a mesma metodologia supracitada. Os tempos de
leitura foram de 6, 12, 24, 48 e 96 horas, onde em cada tempo era feita a leitura da
presséo, e com o uso de uma torneira de trés vias acoplada ao sistema coletava-se
uma amostra de 10 mL do gas produzido através de uma seringa que era
armazenado em tubos a vacuo do tipo “extainer’ e enviados ao Laboratério do
Departamento de Solos da UFRGS-RS, onde as analises foram realizadas em
cromatografo gasoso (Shimadzu 2014 Modelo “Greenhouse”) equipado com trés
colunas empacotadas operando a 80°C, utilizando N, como gés de arraste (25 mL
min-1), injetor (250 °C) com amostragem direta de 1 mL, e detector de captura de
elétrons (DCE) com Ni63 a 325°C. No DCE utilizou-se uma mistura de 5%
Argbnio/Metano (P5) como gas “make-up”, para melhorar a detecgéo do N,O."

Para calcular a quantidade de metano produzido em cada intervalo de leitura,
foi utilizada a equagdo matematica PxiV=nRT de fluxo de gases utilizada pelo
mesmo laboratério. Onde P=pressdo do sistema (atmosférica); xi=fracdo molar do
gas; V=volume de gas produzido; n=nimero de mols do gas (metano); R= constante
dos gases ideais; T=temperatura. Os resultados de volume de gas produzido e da
concentracdo de metano por cromatografia foram adicionados a equacédo sendo
assim possivel predizer quanto de metano era produzido em cada intervalo, e com a
soma da producdo de metano de cada intervalo foi possivel determinar a producao

total de metano em 96 horas de incubacéao.
4.9 Delineamento experimental e andlise estatistica
O delineamento experimental para producdo de gases “in vitro” foi o

inteiramente casualizado com 4 tratamentos, 3 repeticdes (frascos) e medidas

repetidas no tempo.
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Para a quantificacdo dos AGCC, N-NHz e metano o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com 3 repeticdes (frascos), em um
esquema fatorial 4 x 5 com os fatores: 4 tratamentos (CTL, MON, CTX250 e CTX
500) e 5 tempos de incubacéo (AGCC e N-NH3= 2, 6, 12, 24 e 48h; Metano= 6, 12,
24, 48, 96h).

Os dados de producado de gas, AGCC, N-NH3z e metano foram submetidos a
andlise de variancia e teste F, pelo procedimento PROC MIXED com base no

seguinte modelo matematico:

Yijk= p + Bi + aj + Re(Bi) + Ba ij + €ijk

Onde:
Yijk = variaveis dependentes;
M = média geral das observagdes;
Bi = efeito do i — ésimo tratamento;
aj = efeito do j — ésima medida de tempo;
R«(Bi) = efeito da repeticao aninhada em tratamento - erro a;
Ba ij = interacao entre tratamento de indice i € medida de tempo de indice j.;

eijk = erro residual — erro b.

Quando o teste F foi significativo a 5%, as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey. Os efeitos de tempo e interacdo tratamento*tempo
foram submetidas a analise de regresséo linear e polinomial (PROC REG), e a
regressao nao linear (PROC NLIN), conforme o modelo de Schnute’s (SIT e
POULIN-COSTELLO, 1994), todas analises através do pacote estatistico SAS
(2004).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados nos ensaios de fermentacdo in vitro gas estdo
expressos na Tabela 1, onde os parametros de producdo de gas, metano e taxa de
degradacéo foram analisados no final de 96 horas de fermentacdo e os dados de
acidos graxos de cadeia curta e nitrogénio amoniacal em 48 horas.

A monensina sodica reduziu (P<0,05) a producdo de gas em relacdo ao
controle, o que nao foi observado para os tratamentos com acidos organicos, CTX
250 e 500. Essa diminuicdo na producdo de gas proporcionado pela monensina
deve-se principalmente pela sua acéo nas bactérias metanogénicas, proporcionando
menor producdo de metano e por consequéncia menor producéo total de gas, como
podemos observar na Tabela 1. Em média, a reducéo da producao de géas foi de
15% em relacdo ao Controle, enquanto a diminuicdo de metano foi mais significativa,
em torno de 60%. Essa reducdo na producdo de gas também foi observada por
Araujo et al., (2010), que ao testar monensina soédica na técnica de sistema in vitro
gas constatou uma diminuicdo meédia de 20%, com variagbes entre 15 e 25%.
Experimentos in vitro indicam que a monensina diminui a producdo de metano,
podendo diminuir a emissdo em 25% (VAN NEVEL & DEMAYER, 1995), podendo
chegar a reducdes na producdo total de CH, de 48, 52 e 58%, como foram
observadas ao usar in vitro 2,5; 5,0 e 12,5 mg/L de monensina, respectivamente
(RUSSEL e STROBEL, 1989).

A maior parte dos estudos realizados com acidos organicos como aditivos
nutricionais concentram-se na utilizacdo do acido malico e/ou o acido fumarico,
intermediarios do ciclo do acido citrico (KHAMPA & WANAPAT, 2007) que quando
utilizados in vitro, observa-se os mesmos efeitos da monensina na diminuicdo da
producédo de gas e metano (MOHAMMED et al, 2004; CARRO & RANILLA, 2003). J&
outros trabalhos (CALLAWAY e MARTIN, 1996; GOMEZ et al., 2005) observaram
resultados semelhantes a esse, onde ndao houve reducdo da producédo de gas e
metano pela utilizacdo dos &cidos organicos in vitro, como podemos observar na
Tabela 1.
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Tabelal Estimativas dos parametros de producdo de gas, taxa de degradacéao,
producdo de metano (CH4), producao de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), Nitrogénio amoniacal e pH observados através da fermentacao
in vitro gas sob efeito da adicdo de Monensina Sodica (Rumensin®) e
Aditivo a base de acidos organicos

ltem? Tratamentos” Significancia ~ CV

CTL  MON CTX250 CTX500 de P (%)

Gas, mL (96h) 81,06 69,23 82,63 80,53°  0,0001 2,19
Tx. Degradagdo, %/t  3,47%°  226° 350  3,52° 0,0001 4,00
CHy, ug (96h) 3607,0° 1402,1° 35952 36215 0,0001 4,62

AGCC, mM(48h)

Total 93,77 81,87° 92,26 93,827 0,0001 1,78

Acetato 60,66 47,93° 59,89° 60,95 0,0001 1,60
(%) (64,69) (58,54) (64,91) (64,96)

Propionato 18,45°  24,04* 18,17°  18,43° 0,0001 2,98
(%) (19,67) (29,36) (19,69) (19,64)

Isobutirato 1,132 0,79° 1,132 1,122 0,0001 4,27
(%) (1,200 (0,9 (1,22) (1,19

Butirato 10,57  6,88°  10,10*  10,36° 0,0001 3,86
(%) (11,27) (8,40)  (10,94) (11,04)

Isovalerato 1,86° 1,33° 1,87° 1,84° 0,0001 4,49
(%) (198 (162) (202)  (1,96)

Valerato 1,08  0,88° 1,08? 1,09° 0,0017 4,66
(%) (1,15 (107  (117)  (1,16)

C2:Cs 3,282 1,99° 3,29% 3,30° 0,0001 2,01

N-NHs,mg/dI(48h) 28,34* 27,79® 26,66  25099° 0,0619 3,52
pH 6,22 6,26 6,20 6,21 0,4494 0,66

1AGCC = acidos graxos de cadeia curta; C2:C3 = relagcdo acetato:propionato.

2CTL = Controle; MON = Monensina a 30ppm; CTX = Aditivo organico a 250 e 500 ppm.

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05), de acordo com o teste
Tukey.

Ha duas hipdteses para o decréscimo nas producbes de gas e CH, causada

pela monensina sédica. Primeiramente, monensina reduz a degradacao in vitro da
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matéria organica, fato sustentado pela menor (P < 0,05) taxa de degradacgéo
observada na Tabela 1, do tratamento monensina em comparac¢ao ao controle. Esta
reducdo na degradacdo da matéria organica é uma tipica limitagcdo de experimentos
in vitro de curta duracdo, pois a monensina inibe bactérias gram-positivas
relacionadas a fermentacdo, o que inclui alguns Ruminococcus sp. celuloliticos
(CHEN; WOLIN, 1979). Sob condicdes in vivo, ndo sdo observados efeitos deletérios
sobre a degradacdo de fibra, ja que nestas condi¢cdes bactérias celuloliticas
tolerantes a monensina sdo capazes de substituir aquelas sensiveis (RUSSELL e
STROBEL, 1989).

A segunda explicacdo para a menor producdo de gas e CH,4 é que monensina
aumenta a producéo de propionato (RUSSEL e STROBEL, 1989). De acordo com a
estequiometria da producdo de gases, a formacdo de propionato esta associada a
decréscimos nas producbes de CO, e CH; (WOLIN, 1960). Por fim, protozoarios
ruminais sao sensiveis a monensina, o que também causa reducdo de CH,4. Ja que
esses sao produtores de H,, que € utilizado pelas bactérias metanogénicas
(RUSSELL e STROBEL, 1989) e vivem associados as Archaea metanogénicas.
Provocando também diminuicdo dessas bactérias e por consequéncia diminuicdo da
producdo de metano (NEWBOLD et al., 1995).

As concentracbes de AGCC totais e de cada AGCC (acetato, propionato,
butirato, valerato, isobutirato e isovalerato) foram semelhantes (P<0,05) entre os
tratamentos com &cidos organicos e o controle em 48 horas de incubacé&o in vitro
gads. CARRO & RANILLA, 2003 observaram aumento da concentragdo total de
AGGC, e também aumento da producdo de propionato e butirato, sem alteracdo na
producdo de acetato, quando adicionado o acido malico no sistema de cultivo in
vitro. Porém Callaway e Martin, (1996), usando diferentes niveis dos acidos
organicos malico e fumérico ndo observaram alteracdes na concentracdo total de
AGGC, resultado semelhante foi observado no tratamento com a mistura dos acidos
organicos nesse trabalho. Ja no tratamento com monensina sodica houve alteracao
na proporcdo molar dos AGCC. Houve decréscimo de cerca de 12% em relacdo ao
controle, na producédo total de AGCC. Resultados diferentes dos observados por
Makkar, (2004) e Castillejos et al., (2008) que observaram a mesma producéo total
de AGCC em relacdo ao controle. A concentracdo de acetato do grupo monensina
sbdica foi menor em torno de 21% em relacdo ao controle. Isso ocorre porque as

bactérias gram-positivas sdo sensiveis a monensina, sendo elas grandes produtoras
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de acetato (RUSSELL, 2002). Em decorréncia da menor producdo de acetato, ha
reducao na producéo de CO; e Hy, fato que parcialmente explica a menor producao
de CH4 devido ao uso de monensina (CALLAWAY et al., 2003).

A concentracdo de propionato aumentou (P<0,05) devido a inclusdo de MON
em cerca de 21% em relacdo ao controle. Sabe-se que o estimulo a producéo de
propionato causa reducao na producdo de CH,. As vias metabdlicas produtoras de
propionato competem com a metanogénese por H, (RUSSELL, 2002). Varios
microrganismos produtores de propionato (Ex: Selenomonas ruminantium e
Megasphaera elsdenii) ndo sdo afetados pelo fornecimento de monensina
(CALLAWAY et al., 2003). A concentracao de butirato e valerato foi menor (P<0,05)
para MON. A producdo de butirato € normalmente reduzida por monensina, pois
ionoforos inibem a bactéria gram-positiva Butyrivibrio fibrisolvens, que € considerada
a maior produtora de butirato (RUSSELL, 2002).

Quanto aos isoacidos, o tratamento com MON reduziu (P<0,05) a
concentracdo de isobutirato e isovalerato em cerca de 30% (Tabela 1). As redugbes
nas concentracdes de isoacidos indicam menor deaminacdo, pois 0S mesmos Sao
originados pelo catabolismo de aminoacidos de cadeia ramificada, como a valina e
leucina. A menor deaminagdo dietética no raimen é compensada pelo seu maior
aproveitamento no intestino delgado (RUSSELL, 2002). Isso leva a uma menor
conversdo de proteinas e aminoacidos a amonia, ocasionando diminuicdo nas
perdas de amonia através de uréia na urina, proporcionando um aproveitamento
maior de N da dieta. Busquet et al. (2006) também observaram menor concentragdo
in vitro de isoacidos com 12,5 mg/L de monensina. A relacdo C2:C3 decresceu pela
adicdo de MON (P<0,05), mas nao foi alterada pelos tratamentos com &cidos
organicos, jA que os valores de producdo de acetato e propionato foram
semelhantes ao controle. Apesar da menor relagcdo C2:C3 proporcionada pela
monensina, temos que salientar que a produgéao total dos AGCC foi reduzida com o
seu uso.

Ao analisarmos a producdo de nitrogénio amoniacal, podemos perceber que
houve diminuicdo significativa (P<0,1) da concentracdo de N-NHz para o tratamento
com &cidos organicos na concentracdo de 500ppm em relacdo ao controle, j4 0s
tratamentos monensina sodica e acidos organicos 250 ppm néo diferiram (P<0,10)
em relacdo ao controle em 48 horas de incubacéo. Isso indica que possivelmente os

acidos organicos do presente trabalho controlem as bactérias proteoliticas e
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deaminadoras, proporcionando uma reducao da producdo de nitrogénio amoniacal.
Em contrapartida ndo foi observada alteracdes na producéo dos isoacidos, que sao
produtos da degradacdo de aminoacidos e proteinas. Por isso devemos tratar com
cautela essa redugcdo de N-NHs;, necessitando de mais trabalhos que comprovem
essa acdo inibidora de protedlise e deaminacdo proporcionada pelos &acidos
organicos.

Em relagdo a monensina, Morsy et al.,, (2010) também n&o observou
diferenca no N-NH3 com a adicdo de monensina em trabalho in vitro comparando o
seu efeito com o extrato de propolis. Ja em trabalhos in vivo Russell et al. (1989) e
Haimoud et al. (1995) constatarem reducdo da producdo de aménia causada pelo
antibiético ion6foro monensina sédica. Essa reducdo € causada pela sua atuacao
sobre as bactérias gram-positivas, uma vez que estas bactérias possuem alta
especificidade para producdo de amoénia, ao contrario das bactérias gram-negativas,
resistentes a monensina (BERGEN & BATES, 1984).

N&o houve diferengas significativas nos valores de pH in vitro entre os
diferentes tratamentos. A monensina sodica in vivo pode causar elevacdo de pH,
principalmente por inibir bactérias produtoras de lactato, ex: Streptococcus bovis.
(RUSSELL e STROBEL, 1989). J4 os &cidos organicos (malato, fumarato e
aspartato) em meio rico em lactato estimula o desenvolvimento da bactéria
Selenomonas ruminantium. Esta bactéria apresenta vantagens em relagcdo aos
outros microrganismos, sobrevive no ramen por ser capaz de fermentar diferentes
carboidratos solluveis e de utilizar o lactato, retardando assim a queda do pH e o
aparecimento de problemas metabdlicos no animal (CALLAWAY E MARTIN, 1996).
Todavia, € comum inexistir efeitos sobre o pH in vitro, ja que este é controlado pelos
agentes tamponantes do meio de cultura da técnica. Se existentes, o efeito esta
comumente relacionado a inibicdo da fermentacdo e menor producdo de AGCC
(BUSQUET et al., 2006).

Na Figura 1 podemos observar diferenca significativa entre os tratamentos no
decorrer do tempo, sendo que a monensina produziu menos gas em relacdo ao
controle e aos tratamentos com &cidos organicos. Pode-se observar que até em
torno das 10 horas a producdo de gas foi semelhante entre os tratamentos, e apos
esse tempo a monensina diminuiu a producdo de gas em relacdo aos demais
tratamentos. Isso pode ser explicado pelo fato de que nessas horas iniciais de

incubacdo as bactérias estdo em fase de aderéncia e coloniza¢do, e a monensina



36

acaba nado afetando a producdo de gas. Ja nas horas posteriores onde ocorre
proliferacdo das bactérias, a monensina acaba agindo e diminuindo assim a

populacdo bacteriana e por consequéncia a producdo de gas.
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Figura 1 — Valores acumulados de producdo de gas (ml) observados para o0s
diferentes tratamentos: controle, sem uso de aditivos (CTL), monensina
sédica (MON) e aditivo orgéanico a 250 e 500 ppm (CTX 250 e CTX500)
respectivamente, em 96 horas de fermentacao in vitro gas. TRAT=efeito
do tratamento; TEMP=efeito do tempo de incubacdo; TRAT*TEMP=
efeito da interagcao entre tratamento e tempo de incubacéao.

Os valores encontrados neste trabalho para producdo de gas foram
semelhantes aos encontrados por Araujo et al., (2010), que ao comparar a
monensina com alguns 0leos essenciais, observou a produgédo de gas em 24horas
de fermentacdo em 54,2 ml para grupo controle e 40,7 ml para grupo monensina,
enquanto os valores obtidos no presente trabalho foram de 59 e 43,93 ml para
controle e monensina, respectivamente.

A menor producéo de gés, observado com a adi¢do da monensina, podem ser
explicados pela sua acdo sobre a metanogénese ruminal. Segundo Nagaraja et al.
(1997), o uso de monensina promove reducdo nos precursores de metano, o que
leva & queda na metanogénese entre 4 e 31%. Situacdo semelhante foi observada
no presente trabalho (Figura 2), onde houve inibicdo da metanogénese com adigcao
do tratamento monensina, sem observar os mesmos efeitos com a adicdo dos

acidos organicos em nenhum intervalo de tempo observado. Nas primeiras 6 horas
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de fermentacdo a monensina reduziu em torno de 40% a producdo de metano,
chegando ao fim de 96 horas de fermentacdo, a uma reducdo de cerca de 60%.
Quanto aos tratamentos com acidos organicos nao foram observados efeitos sobre a
producdo de metano, resultado semelhante encontrado por Callaway e Martin,
(1996), que ao testar a adicdo do acido organico malico em diferentes

concentraces nao observou efeito sobre a metanogénese e producdo de metano.
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Figura 2 — Valores acumulados de produgéo de metano (CH,4) observados para os
diferentes tratamentos: controle, sem uso de aditivos (CTL), monensina
sédica (MON) e aditivo organico a 250 e 500 ppm (CTX 250 e CTX500)
respectivamente, em 96 horas de fermentacao in vitro gas. TRAT=efeito
do tratamento; TEMP=efeito do tempo de incubacdo; TRAT*TEMP=
efeito da interagcdo entre tratamento e tempo de incubacao.

Na figura 3 pode-se observar que houve interagdo entre tratamento e tempo,
o tratamento com monensina sédica apresentou menor producdo de acetato em
relacdo ao controle e acidos organicos no decorrer dos intervalos analisados. A
producado de acetato de 50,45mM nas 24 horas foi similar as encontradas por Araujo
et al., (2009), que ao testar duas fontes de substrato, uma somente volumoso (feno
de tifton) e outra fonte com alto concentrado, observou valores de acetato do grupo
controle de 50,59 e 54,3mM para cada fonte, respectivamente. Esse mesmo autor
observou que houve diminuicdo da producdo de acetato com a adi¢cao de diferentes
concentragdes de monensina somente para 0 ensaio com substrato a base de alto

concentrado. Ja para a producdo de propionato o autor observou que houve um
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aumento nas concentracdes tanto para o substrato a base de feno de tifton quanto o
substrato a base de alto concentrado, notando que esse aumento foi mais

expressivo no substrato a base de alto concentrado.
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Figura 3 — Concentracdo de acetato observada para os diferentes tratamentos:
controle, sem uso de aditivos (CTL), monensina sédica (MON) e aditivo
organico a 250 e 500 ppm (CTX 250 e CTX500) respectivamente, em 48
horas de fermentacdo in vitro gas, dados acumulados ao longo do
tempo. TRAT=efeito do tratamento; TEMP=efeito do tempo de
incubacdo; TRAT*TEMP= efeito da interacdo entre tratamento e tempo
de incubacao

Observa-se que a adicdo de monensina alterou tanto a producdo de acetato
(Figura 3), como também a producao de propionato (Figura 4), havendo interagcao
entre tratamento e tempo. O grupo controle produziu 18,45 mM de propionato em 48
horas de fermentacado, enquanto o grupo monensina produziu 23,61 mM e 0s grupos
com acidos organicos 250 e 500 ppm produziram 18,17 e 18,43 mM,
respectivamente. Assim, constata-se que os efeitos proporcionados pela monensina
na alteracdo da relacdo acetato/propionato ndo foram observados para os
tratamentos com os acidos organicos nas distintas dosagens utilizadas. Também,
pode-se observar claramente na Figura 4, que até as 24 horas os tratamentos se
comportam de uma forma semelhante, com valores crescentes de producdo de

propionato muito proximos, mas a partir das 24 horas 0s grupos controle e os acidos
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organicos sofrem uma queda de producdo mas, a monensina mantém a producao

crescente

até atingir uma producdo em torno de 21% maior que 0s demais

tratamentos nas 48 horas de fermentacao.
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Figura 4 — Concentracdo de propionato observada para os diferentes tratamentos:

controle, sem uso de aditivos (CTL), monensina sédica (MON) e aditivo
organico a 250 e 500 ppm (CTX 250 e CTX500) respectivamente, em 48
horas de fermentacdo in vitro gas, dados acumulados ao longo do
tempo. TRAT=efeito do tratamento; TEMP=efeito do tempo de
incubacdo; TRAT*TEMP= efeito da interagdo entre tratamento e tempo
de incubacao

Nas Figuras 5 e 6, sdo apresentados os valores de butirato e valerato,

respectivamente, pode-se observar que como o acetato houve interacdo entre

tratamento e tempo, apresentando um decréscimo de produgcédo no tratamento com

monensina, tanto nos nives de producdo de butirato como os de valerato. Nao

observando diferencas entre os tratamentos controle e acidos orgéanicos ao longo

dos tempos avaliados. Percebe-se na Figura 6 que houve uma queda de producao

de valerato no intervalo das 12 a 24 no tratamento com monensina, nos restantes

dos tempos os tratamentos tiveram uma producdo crescente semelhantes, apesar

de serem menores as produ¢des no uso da monensina.
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Figura5 — Concentracdo de butirato observada para os diferentes tratamentos:
controle, sem uso de aditivos (CTL), monensina soédica (MON) e aditivo
organico a 250 e 500 ppm (CTX 250 e CTX500) respectivamente, em 48
horas de fermentacédo in vitro gas, dados acumulados ao longo do
tempo. TRAT=efeito do tratamento; TEMP=efeito do tempo de
incubacdo; TRAT*TEMP= efeito da interacdo entre tratamento e tempo
de incubacao

O padrédo de éacidos graxos cadeia curta como resultado da adicdo de
monensina tem sido bem documentado na literatura em varias espécies de
ruminantes, tanto em trabalhos in vitro como in vivo. Na maioria das vezes ocorre
aumento da concentracdo de propionato e diminuicdo significativa das
concentracbes de acetato, butirato e valerato (GREEN et al., 1999; RUSSEL et al.,
2002; ARAUJO et al., 2010; MORSY et al., 2010). Ja para os acidos organicos,
existem poucas pesquisas sobre o padrdao dos AGCC produzidos com a adicao
destes acidos. No trabalho de Callaway e Martin, (1996), que testaram diferentes
concentracdes dos acidos organicos fumarico e malico, observaram que ndo houve
alteracOes significativas no padrdo de producdo de acetato, butirato, valerato e do
isoacidos, mas eles observaram um aumento nas concentragdes de propionato, que
segundo os autores deve-se a acao dos &acidos organicos sobre as bactérias
fermentadoras de acidos lactico, como por exemplo, a Selenomonas ruminatium,

que utiliza lactato para produzir como produto final propionato.
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Figura 6 — Concentracdo de valerato observada para os diferentes tratamentos:
controle, sem uso de aditivos (CTL), monensina sédica (MON) e aditivo
organico a 250 e 500 ppm (CTX 250 e CTX500) respectivamente, em 48
horas de fermentacdo in vitro gas, dados acumulados ao longo do
tempo. TRAT=efeito do tratamento; TEMP=efeito do tempo de
incubacdo; TRAT*TEMP= efeito da interacdo entre tratamento e tempo
de incubacao

Nos ruminantes a maioria do acetato e todo o propionato produzido na
fermentacdo ruminal sdo transportados para o figado, mas a maioria do butirato é
convertido na parede ruminal em corpos cetdnicos denominados de B -
hidroxibutirato. As cetonas sdo importantes fontes de energia para a maioria dos
tecidos do corpo. A maior parte do propionato € convertida em glicose no figado.
Além disso, o figado pode utilizar aminoacidos para a sintese de glicose. Este € um
processo muito importante, pois normalmente nenhuma glicose € absorvida pelo
trato digestivo e precisa ser produzida no figado.

Em vacas de leite durante a lactacdo, a glandula maméria tem grande
necessidade (demanda) de glicose, que é utilizada principalmente na formacéo da
lactose. A quantidade total de lactose sintetizada na glandula mamaria esta
intimamente associada com a quantidade de leite produzida por dia. A concentragao
de lactose no leite é relativamente constante e a agua € carreada a lactose até que
sua concentracao seja cerca de 4.5%. Portanto, a producéo de leite de uma vaca é

fortemente influenciada pela quantidade de glicose, que é derivada principalmente
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do propionato ruminal. Ja o B-hidroxibutirato e principalmente o acetato sdo usados
para a formacao dos &cidos graxos que ficam aderidos ao glicerol para a sintese de
gordura pela glandula mamaria, predominando por esta rota metabdlica os &cidos
graxos de cadeia curta e intermediaria, que corresponde a cerca de 50% da gordura
do leite, o restante vem dos lipideos da dieta. (BERCHIELLI, et al., 2006)

Nas Figuras 7 e 8, sdo apresentados os resultados de producdo dos
isoacidos (isobutirato e isovalerato), € possivel observar que houve, igualmente aos
demais &cidos, interacdo significativa dos tratamentos com os intervalos de tempo
analisados. A monensina diminuiu as concentracfes dos isoacidos, isobutirato e
isovalerato, que sdo produzidos pela degradacdo de aminoacidos no liquido de
fermentacao, principalmente no intervalo entre 6 e 24 horas, tendendo a aumentar a
producédo de isobutirato apds as 24 horas. Ndo observando altera¢des nos isoacidos

com a adicao dos acidos organicos.
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Figura 7 — Concentracdo de isobutirato observada para os diferentes tratamentos:
controle, sem uso de aditivos (CTL), monensina sédica (MON) e aditivo
organico a 250 e 500 ppm (CTX 250 e CTX500) respectivamente, em 48
horas de fermentacdo in vitro gas, dados acumulados ao longo do
tempo. TRAT=efeito do tratamento; TEMP=efeito do tempo de
incubagéo; TRAT*TEMP= efeito da interacdo entre tratamento e tempo
de incubacao
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Os isoacidos (isobutirato e isovalerato) encontrados no ramen sao resultado
da oxidacdo e catabolismo de aminoacidos de cadeia ramificada, como a valina e
leucina. Em concentracbes aumentadas indicam maior deaminagdo (RUSSELL,
2002). O tratamento com monensina reduziu as concentragfes dos isoacidos,
demostrando menor atividade das bactérias proteoliticas pela sua acdo, por
consequéncia menor degradacdo de aminoacidos provenientes da dieta. Por outro
lado, os isoacidos também podem ser usados como fatores de crescimento para
bactérias celuloliticas (DEHORITY, 2003) assim, a estimulagdo de bactérias
celuloliticas poderia significar maior consumo de isoacidos e, consequentemente,
menor concentracdo dos mesmos ao final da incubacdo com a adicdo de monensina
(ARAUJO et al., 2010)

Apesar de observar-se menor concentracdo dos isoacidos com a adicdo da
monensina, na Figura 9 percebe-se que a concentracdo de Nitrogénio amoniacal,

gue indica degradacao protéica nédo foi alterada com a adicdo da monensina
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Figura 8 — Concentracdo de isovalerato observada para os diferentes tratamentos:
controle, sem uso de aditivos (CTL), monensina sédica (MON) e aditivo
organico a 250 e 500 ppm (CTX 250 e CTX500) respectivamente, em 48
horas de fermentacdo in vitro gas, dados acumulados ao longo do
tempo. TRAT=efeito do tratamento; TEMP=efeito do tempo de
incubacdo; TRAT*TEMP= efeito da interacdo entre tratamento e tempo
de incubacao
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Na Figura 9 pode-se observar que houve interacdo entre tratamento e tempo,
indicando uma diminui¢do significativa (P<0,05) para os tratamentos com acidos
organicos em relagcdo aos demais tratamentos. Como mostrado na Tabela 1, onde
houve menor producdo de N-NHsz para o tratamento com &cidos orgéanicos a
500ppm, a figura abaixo também indica que esse tratamento produziu menores
guantidades no decorrer do tempo. Observa-se também, que a curva do tratamento
com &cidos organicos a 250ppm esta muito proxima a de 500ppm, e essas duas
curvas parecem apresentar menores producdes que controle e o tratamento

monensina.
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Figura 9 — Concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NH3) observada para os
diferentes tratamentos: controle, sem uso de aditivos (CTL), monensina
sbdica (MON) e aditivo organico a 250 e 500 ppm (CTX 250 e CTX500)
respectivamente, em 48 horas de fermentagdo in vitro gas, dados
acumulados ao longo do tempo. TRAT=efeito do tratamento;
TEMP=efeito do tempo de incubacdo; TRAT*TEMP= efeito da interac&o
entre tratamento e tempo de incubacéao.

Os resultados das pesquisas sao controversos quanto as alteracbes de
nitrogénio amoniacal proporcionados pela monensina. Morsy et al, 2010
comparando os efeitos da monensina com a propolis in vitro ndo observou
alteracbes na producdo de amdnia em 24 horas de fermentacdo. Araujo et al.,

(2010) testando in vitro diferentes doses de monensina em dois tipos de dieta, uma
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base alto concentrando e outra com feno de tifton, ndo observou alteracbes no
nitrogénio amoniacal em nenhuma das doses de monensina e nem das dietas
testadas. Borges et al., (2008) em trabalho in vivo comparando a monensina com a
enramicina ndo observou alteragcdes no nitrogénio amoniacal em coletas ruminais
em diferentes intervalos de tempos apds a alimentacdo. Ja outros trabalhos
observaram reducédo do nitrogénio amoniacal com uso da monensina. Rodrigues et
al. (2004), utilizando diferentes doses de monensina e diferentes proporgdes
concentrado/volumoso, observaram redugdo nos valores de nitrogénio amoniacal,
independentemente dos niveis de monensina ou fibra na dieta. Mwenya et al. (2004)
verificaram reducao no valor de nitrogénio amoniacal em novilhas alimentadas com
monensina.

Segundo Russell e Strobel, (1989) e Mwenya et al., (2004) a monensina
diminui a atividade proteolitica obrigando as bactérias a fermentar carboidratos
Consequentemente, a concentracdo de amobnia no ramen pode diminuir,
ocasionando reducdo na degradacao de proteina e aminoacidos dos alimentos.

Quanto aos acidos organicos, Callaway e Martin, (1996), usando diferentes
niveis dos acidos organicos malico e fumarico, observaram que houve diminuicdo do
nitrogénio amoniacal com doses crescentes de acido malico, mas nao houve
alteragbes com a adi¢do do acido fumarico. J& os trabalhos in vitro de Mohammed et
al., (2004) e Sniffen et al., (2006) com &acido malico ndo observaram alteragbes na

concentracdo de nitrogénio amoniacal.



6 CONCLUSOES

Os acidos organicos analisados nao alteram a digestibilidade in vitro gas, ndo
houve alteracdo na producdo de gas, metano, concentracdo de acidos graxos de
cadeia curta total, bem como as propor¢des molares de acetato, propionato, butirato,
valerato, isobutirato, isovalerato e pH. Os &cidos organicos diminuem a
concentragdo de nitrogénio amonical.

A monensina sodica € um aditivo adequado para 0 uso como controle positivo
em experimentos in vitro gas quando ha a proposta de realizar a comparacdo ou
avaliacdo de diferentes aditivos. A monensina sodica é capaz de alterar o padréo de
fermentacdo, diminuindo a producdo de gas e metano devido a menor taxa de
degradacéo, além disso, alterou a propor¢do dos AGCC, aumentando a producéo de

propionato, diminuindo assim a relagao acetato/propionato.



7 CONSIDERACOES FINAIS

A busca por novos aditivos alimentares ainda é um grande desafio para os
pesquisadores. O beneficio do uso, de muitos, sdo comprovados, e reputaveis, que
€ 0 caso da monensina sédica, mas seu uso vem sofrendo restrigcdes. Por isso surge
a necessidade da descoberta de novos aditivos alimentares a serem testados e
descobertos. O uso dos acidos organicos como aditivos nutricionais para ruminantes
continua sendo promissor, porém, a grande maioria dos estudos realizados na area
foi in vitro e concentrados em alguns &cidos, como malico e fumérico, com
resultados favoraveis, porém bastante variaveis, que talvez ndo se repitam in vivo.
Portanto mais estudos sdo necessarios para a utilizacdo de acidos organicos como
aditivos nutricionais em ruminantes. Infelizmente no nosso trabalho os resultados
nao foram satisfatorios com o uso do produto comercial a base de acidos organicos.

Embora a investigacado in vitro ainda seja necessaria para a selecao de novos
produtos e na determinacdo do mecanismo de acdo, a uma necessidade urgente de
realizar estudos in vivo para determinar a dose 6tima do componente ativo, 0
potencial de adaptacdo da microflora ruminal para acdo dos aditivos, o destino
desses produtos no animal e a presenca de residuos na carne ou leite, e os efeitos
sobre o desempenho animal (CALSAMIGLIA et al., 2007).
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