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Resumo

BENTO, A.L.L. Oleo de copaiba (Copaifera spp.) como aditivo na dieta de bovinos:
consumo, digestibilidade e fermentacdo ruminal. 2016. 47 f. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2016.

Objetivou-se avaliar o efeito do fornecimento de 6leo de copaiba ou monensina sédica como
aditivos nutricionais para bovinos recebendo suplemento concentrado sobre o consumo
voluntario, digestibilidade dos nutrientes, degradabilidade ruminal e variaveis ruminais.
Foram utilizados cinco novilhos cruzados providos de canula permanente no rumen. O
delineamento experimental foi o quadrado latino (5x5), com 14 dias de adaptacéo e sete dias
de colheita de dados. Os animais receberam dieta a base de feno de capim Massai e
suplementagdo proteico/energética de 15 g kg PC (peso corporal) com os tratamentos
experimentais: Controle — sem uso de aditivos, COP1,25; COP2,50 e COP3,75 — adicao de
1,25, 2,50 e 3,75 g kg* de MS da dieta de dleo copaiba, respectivamente e Monensina —
adicdo de 40 mg kg? MS da dieta de monensina sédica. Ndo foi observado efeito do
fornecimento do 6leo de copaiba sobre o consumo e digestibilidade aparente da MS e dos
nutrientes, com reducdo de 11,9% no consumo de MS no tratamento contendo monensina
sodica comparativamente ao controle. As variaveis de degradacdo da MS e FDN nédo foram
influenciadas pelo fornecimento de 6leo de copaiba, que apresentou degradacdo efetiva (DE)
da MS superior a observada com o fornecimento de monensina sédica, com médias de 51,02,
48,81, 50,0, 49,47 e 43,82 g 100 g* para os tratamentos controle, COP1,25, COP2,50,
COP3,75 e Monensina, respectivamente. O fornecimento de 6leo de copaiba ndo influenciou
0 pH e N-NHz ruminal. O 6leo de copaiba, quando fornecido nas quantidades de 1,25 a 3,75 ¢
kg! de MS, em dietas com relagdo volumoso:concentrado proxima a 50:50, sendo o
volumoso de baixa qualidade, ndo apresenta efeito sobre as variaveis estudadas.

Palavras-chave: degradabilidade, nitrogénio amoniacal, metabdlitos secundarios, 06leos
essenciais, pH, ruminantes



Abstract

BENTO, A.L.L. Copaiba oil (Copaifera spp.) as additive in steers diet: intake, digestibility
and rumen fermentation. 2016. 47 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2016.

The objective was to evaluate the effect of providing copaiba oil or sodium monensin as
nutritional additives to steers receiving concentrate supplementation over their voluntary
intake, nutrient digestibility, ruminal disappearance and ruminal variables. Five crossbred
steers fitted with permanent cannula in the rumen were used. It was used a Latin Square
design (5x5), with each period consisting of 14 adaptation days and seven days of data
collection. Animals were fed a base diet of Panicum maximum cv. Massai hay and
protein/energy supplementation at 15 g kg-1 of body weight with one of the experimental
treatments: Control — without additives inclusion, COP1.25, COP2.50 and COP3.75 - addition
of 1.25, 2.50 and 3.75 g kg-1 DM of copaiba oleoresin, respectively and Monensin — adition
of 40 mg kg-1 DM of sodium monensin. There was no effect of copaiba oil supplementation
on intake and apparent digestibility of DM and nutrientes, with decrease of 11.9% on dry
matter intake when sodium monensin was provided. DM and NDF degradation variables were
not affected by copaiba oil supplementation, which presented effective DM degradation
higher than that observed with sodium monensin, being 51.02, 48.81, 50.00, 49.47 and 43.82
g 100 g-1 for Control, COP1.25, COP2.50, COP3.75 and Monensin treatments, respectively.
There was no influence of copaiba oil over ruminal pH and N-NH3. Copaiba oil, when
provided in amounts between 1.25 and 3.75 g kg-1 of DM in diets with roughage:concentrate
ratio near 50:50, being low quality roughage, has no effect into the studied variables.

Keywords: ammoniacal nitrogen, degradability, essential oils, pH, ruminants, secondary
metabolites
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INTRODUCAO

A manipulacdo da fermentacdo ruminal por meio de substancias introduzidas na racao
ou que estejam naturalmente presentes nos alimentos, possibilita aumentar a eficiéncia de
utilizacdo das dietas ingeridas pelos ruminantes, permitindo melhor aproveitamento dos
nutrientes e sua conversdo em produtos comercializaveis, além de reduzir o impacto dos
sistemas de producdo sobre 0 meio ambiente.

Antibioticos sdo comumente utilizados na producdo animal com a finalidade de
melhorar o aproveitamento das dietas pelos animais e prevenir a ocorréncia de disturbios
metabdlicos. Todavia, apesar dos efeitos positivos dos antibidticos e ion6foros como aditivos
nutricionais sobre a salde e a produtividade animal, sua utilizacdo tem se tornado controversa,
com um aumento na pressao da populacdo para restringir o seu uso de forma generalizada na
alimentacdo animal (Benchaar et al., 2007).

Baseado no principio da precaucdo, através do regulamento n° 1831/2003, a utilizacao
de iondforos e antibi6ticos promotores do crescimento como aditivos na dieta de ruminantes
foi proibida pela Unido Europeia em 2006, levando a um maior interesse na identificacdo de
produtos com componentes naturais que possam ser utilizados como manipuladores da
fermentacdo ruminal em substitui¢do ao uso de ionoforos (Fereli et al., 2010).

Os principais aditivos testados atualmente com o objetivo de melhorar a eficiéncia dos
animais ruminantes sdo os acidos organicos, os acidos graxos, as leveduras, a propolis e 0s
extratos naturais de plantas que sdo representados pelas saponinas, taninos e 6leos essenciais.

Os o6leos essenciais tém sido descritos mais frequentemente pela alteracdo da
microbiota ruminal, reduzindo as populacGes de bactérias gram-positivas, com algumas
consequéncias como: menor producdo de amdnia no ramen (devido a reducdo da proteolise e
da deaminacdo de aminoacidos) aumentando o escape ruminal de proteina e aminoacidos para
o0 intestino, reducdo da metanogénese e alteracdo da proporcdo dos acidos graxos volateis
produzidos no rimen (Marino et al., 2001).

O oleo de copaiba é um produto natural retirado da Copaiba (Copaifera spp.), arvore
gue estd amplamente distribuida na regido amazénica e Centro-Oeste do Brasil e possui suas
propriedades farmacoldgicas conhecidas desde os primeiros anos do “descobrimento” (Veiga
Junior & Pinto, 2002).

Essa espécie tem sido utilizada de forma abrangente, com diversos estudos
comprovando suas propriedades antibioticas e anti-inflamatorias (Leandro et al., 2012; Pieri et

al., 2012; Santos et al., 2008). As propriedades do 6leo de copaiba vem sendo amplamente
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estudadas com énfase na saude humana e animal, bem como na indUstria de cosméticos,
todavia, seu potencial de uso como aditivo nutricional, principalmente na manipulacdo do
ambiente ruminal, ainda ndo é bem conhecido.

Desta forma, objetivou-se avaliar o efeito da inclusdo de diferentes niveis de 6leo de
copaiba sobre o consumo, digestibilidade dos nutrientes e varidveis ruminais de bovinos

estabulados, recebendo suplementacdo concentrada.

1. Definicéo e caracterizacdo quimica dos 0leos essenciais

Diversas plantas produzem compostos secundarios, como os flavonoides, saponinas,
taninos e dleos essenciais, constituindo substancias que nao apresentam funcgdes relacionadas
aos processos bioquimicos primarios dos vegetais. Estes metabdlitos sdo responsaveis pelas
diferenciacbes de cor e cheiro caracteristicos de cada espécie, tendo importancia ecoldgica
como mensageiros quimicos entre a planta e o seu meio, atuando também na protecdo contra
o0 ataque de fungos, bactérias, insetos e herbivoros (Gershenzon & Croteau, 1991).

Os Oleos essenciais sdo substancias hidrofébicas que contém compostos aromaticos
volateis das plantas, sendo conhecidos também como 6leos volateis ou etéreos. Esses 6leos
ndo sdo compostos simples, mas uma rica mistura de diversos compostos como terpenos,
alcoois, acetonas, fendis, acidos, aldeidos e ésteres, sendo sua amplamente variavel em funcéo
da fonte do 6leo essencial (Giannenas et al., 2013).

Essas substancias sdo extraidas de diferentes partes das plantas, como flores, brotos,
sementes, folhas, ramos verdes, casca, madeira, frutas e raizes, com a utilizacdo de solventes
organicos, como etanol, metanol e tolueno, ou por destilagdo com vapor d’agua (Miguel,
2010).

O termo essencial deriva de esséncia, estando associado as propriedades destas
substancias em fornecer sabores e odores caracteristicos a diferentes espécies de plantas. Seus
compostos mais importantes estdo divididos em dois grupos quimicos, 0s terpenoides
(terpenos que possuem oxigénio como elemento adicional) e os fenilpropandides. Os
terpendides constituem um grupo variado de substancias que possuem como precursor basico
uma molécula de cinco carbonos (CsHs) denominada isopreno (Figura 1), sendo classificados
de acordo com o numero de moléculas de isopreno em sua estrutura. Monoterpenos sdo
formados por duas unidades de isopreno (C10), sesquiterpenos sdo formados por trés
unidades de isopreno (C15) e diterpenos por quatro unidades (C20), com os maiores terpenos
(politerpenos) apresentando cadeias com mais de oito unidades de isopreno (Calsamiglia et
al., 2007).
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Figura 1 — Formula estrutural do isopreno (metil-buta-1,3 dieno) (Adaptado de Lichtethaler,
1999)

Os fenilpropandides sdo compostos por unidades basicas de fenilpropil (CsC3), que séo
formados por um anel aromatico de seis carbonos com uma cadeia de trés carbonos ligada a
ele, sendo estes derivados dos esqueletos de carbono dos aminoacidos aromaticos fenilalanina
e tirosina, sintetizados pela via do acido chiquimico, funcional apenas em microrganismos e
plantas (Sangwan et al., 2001).

De forma geral, os principais componentes caracteristicos dos 6leos essenciais s&o 0s
monoterpenos, sesquiterpenos e outros compostos sem caracteristicas de terpenos
(intermediérios de terpenos e fenilpropenos), enquanto outros terpenos sdo componentes de
resinas, ceras, borrachas e balsamos (Méathé, 2009). A Figura 2 ilustra a formula estrutural de
alguns componentes de 6leos essenciais.

Em termos de sua atividade biologica, cada componente dos 6leos essenciais apresenta
propriedades diferentes, o que da a eles uma caracteristica complexa, com efeitos bastante
diversificados em funcgdo da concentracdo de seus diferentes componentes. Além da diferenca
na composicao dos 6leos em diferentes plantas das quais pode ser extraido, pode haver grande
variacdo em funcdo do local da planta do qual é extraido ou mesmo em Gleos extraidos do
mesmo local em plantas submetidas a diferentes condicdes de cultivo. A composi¢do quimica
dos 6leos essenciais é determinada por fatores genéticos, contudo, os metabdlitos secundarios
representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente no qual se encontram. Desse
modo, estimulos decorrentes do ambiente, podem influenciar as rotas metabdlicas, levando a
biossintese de compostos diferentes, destacando-se as interacBes entre planta e
microrganismos, planta e insetos, e planta e planta, idade e estadgio de desenvolvimento, e
fatores abidticos como luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutricdo, época e horario de

coleta, bem como técnicas de colheita e p6s colheita (Morais, 2009).
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Figura 2 — Principais monoterpenos (A), sesquiterpenos (B) e fenilpropandides (C) dos 6leos

essenciais (Adaptado de Calsamiglia et al., 2007)

2. Mecanismos de ac¢do dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais e 0os metabolitos secundarios que os compdem frequentemente
apresentam atividade antimicrobiana. Como o0s 6leos essenciais s&o uma mistura de diferentes
metabolitos secundarios € de se esperar que diferentes mecanismos de acdo sejam
empregados, podendo haver uma atuacdo sinérgica entre os diferentes compostos encontrados
nos Oleos, de forma a proporcionar efeitos aditivos ou mesmo antagbnicos entre 0s seus
mecanismos de acdo (Burt, 2004).

A atividade antimicrobiana parece depender diretamente do carater hidrofobico dos
Oleos essenciais, que permite a eles interagir com a bicamada lipidica da membrana celular
dos microrganismos, de onde passam a exercer seus efeitos, que podem variar de acordo com
0 metabdlito presente e envolvem a alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica de
diferentes formas ou a sua difuséo para o citoplasma microbiano. Os possiveis mecanismos de

acdo dos 6leos essenciais sobre a célula microbiana estdo esquematizados na Figura 3.
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Figura 3 — Visao esquematica dos sitios e mecanismos de acdo dos 6leos essenciais na célula
bacteriana (Adaptado de Benchaar et al., 2007)

De forma geral, dos metabdlitos encontrados nos dleos essenciais, € geralmente aceito
gue os compostos fenolicos (compostos com um grupo hidroxila (-OH) ligado a um anel
fenil) sdo os que apresentam maior atividade antimicrobiana. 1sso ocorre porque 0 grupo
hidroxila, além de estar envolvido no transporte de ions pela membrana plasmatica bacteriana,
provavelmente também atua na inativagéo de enzimas microbianas (Burt, 2004).

O grupo hidroxila dos compostos secundarios pode desempenhar um importante papel
na reducdo de pH e do gradiente idnico existente entre o meio extracelular e o citoplasma da

célula microbiana, sendo sua presenca essencial para a atividade antimicrobiana desses
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compostos, tendo em vista sua acdo como translocador de prétons através da membrana
celular (Arfa et al., 2006).

Essa hipdtese foi levantada por Ultee et al. (2002), que propuseram que O grupo
hidroxila e a presenca de um sistema de deslocamento de elétrons seria importante para a
atividade antimicrobiana dos compostos fendlicos. Essa estrutura especifica permitiria a eles
atuar como trocadores de préton, levando assim a reducdo do gradiente através da membrana
citoplasmatica, resultando em um colapso da forca proton motora e taxas elevadas de
hidrolise de ATP, podendo levar a lise celular. Dessa forma, esses autores propuseram um
mecanismo de troca, onde o grupo hidroxila atua como um carreador transmembrana de H* e

K™, conforme demonstrado na Figura 4.

out cytoplasmic in
GH, membrane fHs
A _OH o O H
A “
g v
cuf\“cu, cu;‘ - 'CHy
n —4 i
CH3 CH;
Ao A
“ . [ ) H
S 5
\
cHy CHy CH; CH;
-
1 k *
CHj CH3
P O K
g g
cH, CH, cH, “ohy

Figura 4 — Visdo esquematica do mecanismo de acdo do carvacrol (Adaptado de Ultee et al.,
2002)

Como pode ser observado na Figura 4, o carvacrol na forma néo dissociada se difunde
através da membrana citoplasmatica para o citoplasma da bactéria, onde se dissocia, liberando
seu proton. Em seguida, o composto volta a ficar na forma néo dissociada pela liga¢do a um
ion potassio (ou outro ion) do citoplasma, que entdo € transportado através da membrana
plasmaética para o0 ambiente externo. O ion potassio € trocado por um proéton e o carvacrol na
forma protonada se difunde novamente através da membrana plasmatica e se dissocia,
liberando o préton no citoplasma.

Os monoterpenos Timol e Carvacrol sdo os principais componentes ativos do 6leo de
orégano e apresentam um grupo hidroxila fenolico em sua composicdo, e dependendo da
concentracdo e do microrganismo presente, podem levar a lise da célula microbiana ou ao
menos a limitagdo no seu crescimento (Ultee et al., 1999).

Ambos 0s componentes se mostraram capazes de provocar distdrbios na integridade

da membrana plasmatica bacteriana, elevando sua permeabilidade e provocando o
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extravasamento de prétons e potéssio, levando a perda do potencial elétrico de membrana da
célula (Xu et al., 2008). Ultee et al. (2002) observaram que o Carvacrol levou a dissipacéo
total do gradiente de pH da célula microbiana de Bacillus cereus.

Os compostos secundarios ndo fenolicos encontrados nos 6leos essenciais apresentam
acOes antimicrobianas variaveis. Os monoterpenos ndo fenolicos apresentam atividade
antimicrobiana limitada quando comparados aos monoterpenos fendlicos. Esses componentes,
devido a sua caracteristica hidrofébica, se inserem na dupla camada fosfolipidica da
membrana celular microbiana, alinhando-se entre os acidos graxos, afetando a ordenacdo dos
lipidios e a estabilidade da bicamada lipidica, levando a formagdo de canais na membrana,
resultando em uma elevacdo no fluxo passivo de prétons através da membrana celular (Xu et
al., 2008).

O elevado acumulo desses compostos na membrana provavelmente leva sua expansao
e consequentemente a um aumento no espacamento entre os fosfolipidios na membrana
plasmaética, levando a sua desestabilizacdo e aumento da fluidez e permeabilidade passiva,
permitindo o extravasamento de ions do citoplasma (Ultee et al., 2002).

Embora os monoterpenos ndo fendlicos possam desestabilizar a membrana
citoplasmatica e reduzir o potencial de membrana da célula microbiana, o sistema de
deslocamento de elétrons associado ao grupo hidroxila leva a uma reducdo dos gradientes de
pH e idnico mais acentuados, levando a uma maior atividade antimicrobiana desses
compostos (Ultee et al., 2002).

Cristani et al. (2007) sugeriram que 0s monoterpenos nao fenolicos seriam capazes de
se difundir através da membrana celular até chegar ao citoplasma dos microrganismos,
atuando como facilitadores da entrada dos monoterpenos fenolicos na célula microbiana,
indicando que eles possam atuar como potencializadores dos efeitos antimicrobianos dos
monoterpenos fendlicos.

Fenilpropenos, que também sdo compostos fendlicos, parecem exercer efeitos
semelhantes ao dos monoterpenos, contudo, Burt (2004), relatou um efeito inibitério desses
componentes sobre a producao e atividade de enzimas microbianas por meio de sua ligacdo a
estas.

Weedakoon & Sakaguchi (1995) observaram que o 0leo de canela (com seu principal
componente ativo, o cinamaldeido, um fenilpropeno) foi eficiente em inibir a acdo de enzimas
aminoéacidos-descarboxilase de Enterobacter aerogenes. Esses autores sugeriram que 0 grupo
funcional carbonil seria o responsavel pela ligagdo as proteinas, inibindo assim sua agé&o.

Thoroski et al. (1989) demonstraram a inibicdo na produgdo de amilases e proteases em



207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240

12

Bacillus cereus com a utilizacdo de eugenol (fenilpropeno, principal componente do 6leo de
cravo).

Os oOleos essenciais tendem a apresentar atividade antimicrobiana seletiva contra
bactérias Gram-positivas. Isso ocorre devido as caracteristicas da membrana celular dessas
bactérias, fornece uma menor protecdo contra a acdo dos Oleos essenciais em relagdo as
Gram-negativas (Burt, 2004).

Devido ao envoltorio celular das bactérias Gram-negativas ser constituido por uma
membrana externa de protecdo formada por proteinas, lipoproteinas, lipopolissacarideos e
porinas (canais de proteina com tamanho limite de, aproximadamente, 600 Da), estas possuem
maior prote¢do contra o efeito dos Oleos essenciais que as bactérias Gram-positivas. Como
estas ndo possuem uma membrana externa, apresentando apenas uma camada espessa de
peptidioglicano, mais porosa, sua populacdo ¢ mais amplamente afetada pelo seu uso dos
6leos essenciais (Russel, 1997).

Alguns compostos presentes em 06leos essenciais podem atuar ndo so contra bactérias
Gram-positivas, mas também contra as Gram-negativas. Foi sugerido que Gleos essenciais
gue demonstram efeito sobre bactérias Gram-negativas possuem metabdlitos secundarios
ativos de tamanhos bastante reduzidos, como o carvacrol e o timol (monoterpendides),
permitindo sua passagem através das porinas na membrana externa dessas bactérias e
possibilitando assim, 0 acesso a membrana citoplasmatica bacteriana, onde exercerdo seus
efeitos (Dorman & Deans, 2000).

A baixa seletividade de algumas substancias presentes nos Oleos essenciais por
determinadas populacbes de bactérias no rimen, torna mais dificil modular a fermentacéo

ruminal de forma favoravel com a utilizacdo desses produtos (Calsamiglia et al., 2007).

3. Historico dos 0Oleos essenciais ha nutricdo de ruminantes

As plantas arométicas, bem como os respectivos 6leos essenciais, sdo utilizadas desde
0 inicio da histéria da humanidade para saborizar comidas e bebidas, disfarcar odores
desagradaveis e controlar problemas sanitarios, demonstrando uma antiga tradicdo
sociocultural e socioeconémica da utilizacdo destes produtos (Franz, 2010).

Os oleos essenciais apresentam uma grande variedade de possibilidades de uso, como
na composicdo de perfumes, aromatizantes, produtos de limpeza, na medicina e na
conservacdo de alimentos, sendo essas utilizacbes baseadas em atividades bioldgicas
presentes nesses 6leos como suas atividades antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatérias

e citotoxicas, havendo grande demanda especialmente para as areas de produtos de perfumaria
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e industria cosmética com crescente demanda pelas inddstrias alimenticias e farmacéuticas
(Kamatou et al., 2008).

Devido a sua versatilidade, os 6leos essenciais passaram a ser utilizados de diferentes
formas, tidas como nédo convencionais. Dentre elas podem ser citados seu uso como pesticida,
inseticida, herbicida, entre outros. Cerca de 90% da producdo mundial de 6leos essenciais é
utilizada para a producéo de fragrancias e palatabilizantes, contudo, a fracdo desses produtos
destinada a usos medicinais (satde humana e animal) e como aditivos melhoradores do
desempenho para animais vem aumentando na ultima década (Holmes, 2007).

Crane et al. (1957) foram provavelmente os primeiros autores a demonstrar os efeitos
dos dleos essenciais associados a fermentacdo ruminal, verificando inibicdo da formagéo de
CHa4 em sistemas de fermentacéo in vitro com a adi¢éo de limoneno e pineno (monoterpenos).

Posteriormente, Borchers (1965) verificou, em um ensaio in vitro, que a adicdo do
timol ao liquido ruminal (principal componente ativo do tomilho e orégano) resultou no
aumento do nitrogénio (N) aminoacidico e reducdo do N amoniacal, 0 que sugere que o timol
reduziu a deaminacéao.

Apesar do potencial de uso dos Oleos essenciais na modulacdo da fermentacao
ruminal, o inicio da utilizacdo dos ion6foros como promotores de crescimento na década de
1970 levou a um desestimulo da avaliagdo da utilizagdo de componentes secundarios de
plantas com essa finalidade. A avaliagdo do seu uso como aditivo alimentar ganhou um maior
enfoque apenas recentemente, com a proibicdo do uso de uma grande variedade de
antibidticos como aditivos alimentares na Unido Europeia em 1999 e sua proibi¢do completa
em 2006, devido a possibilidade de geracdo de resisténcia aos antibiéticos em microrganismos
patogénicos (Windisch et al., 2008).

As pesquisas avaliando a utilizacdo de 6leos essenciais como aditivos promotores de
crescimento em dietas para animais de producdo tém mostrado resultados contraditérios,
contudo, estes produtos possuem potencial para proporcionar beneficios a producéo animal
(Windisch et al., 2008).

4. Historico do uso do 6leo de copaiba

A copaiba é uma éarvore nativa da América Latina e Africa Ocidental, encontrada no
Brasil nas regifes Sudeste, Centro-Oeste e AmazoOnica e produz uma Oleo resina, com
coloracdo que varia de amarelo ouro a marrom dependendo da espécie, podendo ser obtida

por meio da perfuragdo do tronco da copaibeira (Pieri et al., 2009).
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Em condi¢bes patoldgicas, pode se observar exudacdo da 6leo resina da copaibeira
(Copaifera spp.), que apresenta a funcdo de desintoxicacdo do organismo vegetal, atuando
como um mecanismo de defesa contra animais, fungos e bactérias (Alencar, 1982; Brito et al.,
2005).

Desde a época da chegada dos primeiros exploradores europeus existem relatos do uso
do 6leo de copaiba, sendo suas propriedades medicinais amplamente difundidas entre os
indios latino americanos. Esse conhecimento parece ter sido originado pela observacdo de
animais que quando feridos, esfregavam-se no tronco de copaibeiras visando a cicatrizacdo de
suas feridas, como relatado por Gaspar Barléu “...Véem-se estas plantas esfoladas pelo atrito
dos animais, que, procuram instintivamente este remédio da natureza...” (Veiga Junior &
Pinto, 2002).

Devido a sua apreciacdo pelos indios, que a utilizavam como cicatrizante e anti-
inflamatorio, a copaiba foi uma das primeiras espécies descritas pelos cronistas portugueses,
com relatos desde 1534 em cartas que descreviam seu poder cicatrizante e odor agradavel
(Pieri et al., 2009).

Existem registros de exportacdo do 6leo de copaiba para a Europa desde o final do
século XVIII, sendo os principais importadores atuais do produto os Estados Unidos, Franca,
Alemanha e Inglaterra, sendo amplamente utilizado na industria de perfumes, cosméticos, na
indUstria de vernizes, como aditivo para alimentos, na industria farmacéutica e na medicina
popular, tendo sido aprovado pela FDA (Food and Drug Administration), 6érgdo americano
regulamentador de drogas e alimentos em 1972 ap0s a realizacdo de testes de sensibilizacdo e
irritacdo em voluntarios (Pieri et al., 2009).

As principais propriedades terapéuticas associadas a esse 6leo sdo sua agdo anti-
inflamatdria, acdo cicatrizante, potencial antisséptico, antitumoral, antibacteriano, germicida,
expectorante, diurético e analgésico (Brito et al., 2005; Francisco, 2005; Maciel et al., 2002).
Pesquisas no campo da odontologia apontam o 6leo de copaiba como substituto do Eugenol
em algumas formulages em fungdo da maior atividade antimicrobiana em associagdo com
hidroxido de calcio e por produzir menor irritacao (Pieri et al., 2009).

A composi¢do quimica do 6leo de copaiba encontra-se descrita em diversos trabalhos,
constatando o 6leo ser constituido por uma mistura de sesquiterpenos, que predominam na
maioria dos 0leos, podendo corresponder por mais de 90% da sua composicéo e diterpenos.
Oleos comerciais de diversas regides do Brasil, provavelmente misturas de 6leos de diferentes
espécies do género foram analisados, tendo sido identificados mais de 78 sesquiterpenos e 43

diterpenos na sua composi¢do. Os sesquiterpenos mais frequentemente encontrados nos
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estudos sdo o a-copaeno, P-cariofileno, B-bisaboleno, B-elemeno, o-humuleno ¢ 6 e v-
cadineno, enquanto o &cido copalico é o diterpeno mais comumente encontrado. As Figuras 5
e 6 ilustram a estrutura quimica dos principais sesquiterpenos e diterpenos, respectivamente,
encontrados no Oleo de copaiba. Os sesquiterpenos e diterpenos ja detectados no Gleo de
copaiba em diferentes estudos podem ser encontrados em Leandro et al. (2012) e Veiga Junior
& Pinto (2002).

B-carvophyllens carvophyllens oxide

H
G-cadmens
H L
g-copasne
'-’-‘ e
f-brzabolene frans-o-bergamotens

o-cubebene

Figura 5 — Principais sesquiterpenos detectados no éleo de copaiba (Leandro et al., 2012)
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Figura 6 — Principais diterpenos detectados no 6leo de copaiba (Leandro et al., 2012)

Os componentes presentes em maior concentragcdo no oleo de copaiba sdo o -
cariofileno e seu 6xido (46,1 a 47,0%), a-copaeno (7,9 a 18,7%), & e y-cadineno (6,0 a 6,2%),
B-bisaboleno (5,9 a 6,1%), a-humuleno (5,4 a 5,6%) ¢ a-cubeno (2,9 a 3,2%), com os demais
componentes correspondendo a aproximadamente 13,5 da sua composicao total (Mendonca &
Onofre, 2008). Todavia, a participacdo de cada componente no 6leo pode ser amplamente
variavel em funcdo do tipo de solo, época do ano, pluviosidade e espécie de Copaifera da qual
foi extraido (Barbosa et al., 2012; Oliveira et al., 2006).

A participagdo dos diferentes componentes nos 6leos extraidos das espécies C.
multijuga Hayne, C.cearensis Huber ex Ducke e C. reticulata pode ser verificada em Barbosa
et al. (2012) e Veiga Junior et al. (2007).

Estudos tem atestado a atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba. Santos et al.
(2008) avaliaram a atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas de trés espécies de copaiba (Copaifera martii, Copaifera officinalis e Copaifera
reticulata) e observaram boa atividade dos Oleos contra microrganismos Gram-positivos
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis e Enterococcus
faecalis) e auséncia de efeito sobre microrganismos Gram-negativos (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexinerii e
Enterobacter cloacae). Imagens de microscopia eletrénica de S. Aureus tratados com 6leo de
copaiba revelaram lise das células, bem como danos e rompimento da membrana da célula,
resultando em alterac6es morfoldgicas, liberacdo de componentes citoplasméticos e reducdo

no volume celular.
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A atividade antimicrobiana do dleo de copaiba ndo pode ser atribuida a um unico
componente, sendo suas atividades farmacoldgicas atribuidas a diferentes compostos, que
podem interagir de forma sinérgica, sendo grande parte da atividade antimicrobiana do éleo
atribuida aos seus principais sesquiterpenos. Diversas propriedades biologicas do oOleo de
copaiba como sua atividade inseticida, antibacteriana e antifungica tém sido atribuidas ao -
cariofileno e seu Oxido, que é um de seus principais componentes, todavia, foi verificada
atividade antimicrobiana em sesquiterpenos presentes em menor concentracdo como o-
cadineno ¢ a-cadinol, assim como nos diterpenos acido copéalico e acido Hardwickiic
(Leandro et al., 2012).

As propriedades do 6leo de copaiba vem sendo amplamente estudadas com énfase na
salde humana e animal, bem como na industria de cosméticos, todavia, seu potencial de uso
como aditivo melhorador de desempenho, principalmente na manipulacdo do ambiente

ruminal, ainda ndo sdo conhecidos.
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Oleo de copaiba (Copaifera spp.) como aditivo na dieta de bovinos: consumo,

digestibilidade e fermentacdo ruminal

Copaiba oil (Copaifera spp.) as additive in steers diet: intake, digestibility and rumen

fermentation

Anderson Luiz de Lucca Bento & Gumercindo Loriano Franco

RESUMO: Objetivou-se avaliar o efeito do fornecimento de 6leo de copaiba ou
monensina sodica como aditivos nutricionais para bovinos recebendo suplemento
concentrado sobre o consumo voluntario, digestibilidade dos nutrientes,
degradabilidade ruminal e variaveis ruminais. Foram utilizados cinco novilhos
cruzados providos de canula permanente no rimen. O delineamento experimental foi o
quadrado latino (5x5), com 14 dias de adaptacéo e sete dias de colheita de dados. Os
animais receberam dieta a base de feno de capim Massai e suplementacdo
proteico/energética de 15 g kg™ PC (peso corporal) com os tratamentos experimentais:
Controle — sem uso de aditivos, COP1,25; COP2,50 e COP3,75 — adicéo de 1,25, 2,50
e 3,75 g kg de MS da dieta de 6leo copaiba, respectivamente e Monensina — adicdo de
40 mg kg! MS da dieta de monensina sodica. Nio foi observado efeito do
fornecimento do 6leo de copaiba sobre o consumo e digestibilidade aparente da MS e
dos nutrientes, com reducdo de 11,9% no consumo de MS no tratamento contendo
monensina sédica comparativamente ao controle. As variaveis de degradacdo da MS e
FDN ndo foram influenciadas pelo fornecimento de 6leo de copaiba, que apresentou
degradacdo efetiva (DE) da MS superior a observada com o fornecimento de
monensina sodica, com médias de 51,02, 48,81, 50,0, 49,47 e 43,82 g 100 g* para os
tratamentos controle, COP1,25, COP2,50, COP3,75 e Monensina, respectivamente. O
fornecimento de dleo de copaiba ndo influenciou o pH e N-NHs ruminal. O oOleo de
copaiba, quando fornecido nas quantidades de 1,25 a 3,75 g kg de MS, em dietas com
relacdo volumoso:concentrado proxima a 50:50, sendo o volumoso de baixa qualidade,

ndo apresenta efeito sobre as variaveis estudadas.
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Palavras-chave: degradabilidade, nitrogénio amoniacal, metabdlitos secundarios,

6leos essenciais, pH, ruminantes

ABSTRACT: The objective was to evaluate the effect of providing copaiba oil or
sodium monensin as nutritional additives to steers receiving concentrate
supplementation over their voluntary intake, nutrient digestibility, ruminal
disappearance and ruminal variables. Five crossbred steers fitted with permanent
cannula in the rumen were used. It was used a Latin Square design (5x5), with each
period consisting of 14 adaptation days and seven days of data collection. Animals
were fed a base diet of Panicum maximum cv. Massai hay and protein/energy
supplementation at 15 g kg of body weight with one of the experimental treatments:
Control — without additives inclusion, COP1.25, COP2.50 and COP3.75 - addition of
1.25, 2.50 and 3.75 g kg DM of copaiba oleoresin, respectively and Monensin —
adition of 40 mg kg DM of sodium monensin. There was no effect of copaiba oil
supplementation on intake and apparent digestibility of DM and nutrientes, with
decrease of 11.9% on dry matter intake when sodium monensin was provided. DM and
NDF degradation variables were not affected by copaiba oil supplementation, which
presented effective DM degradation higher than that observed with sodium monensin,
being 51.02, 48.81, 50.00, 49.47 and 43.82 g 100 g* for Control, COP1.25, COP2.50,
COP3.75 and Monensin treatments, respectively. There was no influence of copaiba oil
over ruminal pH and N-NHs. Copaiba oil, when provided in amounts between 1.25 and
3.75 g kg of DM in diets with roughage:concentrate ratio near 50:50, being low

quality roughage, has no effect into the studied variables.

Keywords: ammoniacal nitrogen, degradability, essential oils, pH, ruminants,

secondary metabolites
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Introducéo

H& muito sdo estudados aditivos nutricionais potencialmente capazes de
influenciar os componentes do metabolismo ruminal, visando principalmente reducdes
nas emissdes de metano, maximizacdo da degradacdo das fracGes fibrosas e a
conversdo de nitrogénio ndo proteico em proteina microbiana.

Apesar dos beneficios conhecidos do uso dos ionoforos e antibidticos na
manipulacdo da fermentacdo ruminal (Bretcheneider et al., 2008), esses aditivos vém
sofrendo cada vez mais restricbes a sua utilizacdo na nutricdo animal, tendo sido
banido, através do regulamento n°® 1831/2003, pela Unido Europeia desde janeiro de
2006, que adotou o principio da precaucdo na tentativa de minimizar a selecdo de
bactérias resistentes para humanos.

Produtos com componentes naturais vém sendo estudados como possiveis
manipuladores da fermentacdo ruminal em substituicdo ao uso de ionoforos. Estudos
demonstraram acdo dos 0leos essenciais sobre diversos tipos de microrganismos, sendo
sua atividade antimicrobiana atribuida ao numero de terpendides e compostos
fendlicos, proporcionando alteragdes no perfil de AGV’s, redugdo na producéo de CHa
e de amdnia no rimen (Calsamiglia et al., 2007).

O oleo de copaiba € composto por uma mistura de sesquiterpenos e diterpenos,
tendo sido descritos mais de 78 sesquiterpenos e 43 diterpenos em 0Oleos oriundos de
diferentes espécies do género. Os sesquiterpenos podem corresponder por até 90 g 100
g da composicio do 6leo, sendo mais frequentemente identificados o a-copaeno, B-
cariofileno, B-bisaboleno, a e B-selineno, a-humuleno ¢ & e y-cadineno (Leandro et al.,
2012; Veiga Junior & Pinto, 2002).

Pesquisas comprovaram a existéncia de propriedades antimicrobianas do 6leo

de copaiba (Copaifera spp.) sobre microrganismos patogénicos de importancia para a
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saude humana e animal utilizando as técnicas de difusdo em disco e microdiluicéo,
demonstrando ser capaz de inibir o crescimento de um amplo espectro de
microrganismos Gram-positivos, com efeito inibitério sobre algumas cepas de
microrganismos Gram-negativos como Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
(Mendonca & Onofre, 2009; Pieri et al., 2012; Santos et al., 2008).

Como demonstrado, a literatura apresenta registros de sensibilidade de
microrganismos Gram-positivos ao 6leo de copaiba, havendo a necessidade de estudos
para avaliar seu potencial de uso na manipulacdo da fermentacdo ruminal, visando
reducdes na deaminacao de aminoacidos e producdo de metano, bem como melhorar a
eficiéncia de uso da dieta pelos animais.

Com este trabalho, objetivou-se avaliar o efeito do fornecimento de diferentes
niveis de 6leo de copaiba como aditivo nutricional para bovinos recebendo suplemento
concentrado sobre o consumo, digestibilidade dos nutrientes, degradacdo da matéria

seca e fibra em detergente neutro e variaveis ruminais pH e N-amoniacal.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Metabolismo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS), no periodo de abril a setembro de 2015, sendo aprovado
pela Comissdo de Etica e Uso de Animais da UFMS sob o protocolo n° 639/2014.

Foram utilizados cinco novilhos cruzados (1/2 Nelore + 1/2 Holandés) com
peso corporal (PC) inicial de 279 + 22 kg, providos de canula permanente no rimen,
alojados em galpdo coberto, com piso de concreto e baias individuais providas de
comedouro e bebedouro.

O delineamento experimental foi o quadrado latino 5x5. Cada periodo
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experimental teve 14 dias de adaptacéo e sete dias de colheita de dados, totalizando 21
dias por periodo experimental.

Os animais foram alimentados com dieta a base de feno de capim Panicum
maximum cv. Massai triturado sem uso de peneira e suplementacdo proteico/energeética
a 15 g kg PC e os tratamentos experimentais foram feitos pela adi¢do do 6leo-resina
de copaiba ou do ion6foro monensina sodica ao suplemento concentrado diariamente
da seguinte forma: Controle — suplemento concentrado sem uso de aditivos, COP1,25,
COP2,50 e COP3,75 — suplemento concentrado com adigdo de 1,25, 2,50 e 3,75 g kg™
de MS da dieta total de Gleo-resina de copaiba, respectivamente e Monensina —
suplemento concentrado com adi¢do de 40 mg kg MS da dieta total de monensina
sodica.

O suplemento proteico-energético (Tabela 1) foi formulado pela combinagéo
dos ingredientes: milho grdo (850 g kg™), farelo de soja (75 g kg™), ureia (25 g kgl) e
minerais (50 g kg?), e a dieta atendeu a uma expectativa de ganho de 1 kg d* (NRC,
2000).

O volumoso e o concentrado foram oferecidos em cochos separados, sendo o
feno fornecido em duas refeicdes diarias, as 7 e 17 horas, e 0 concentrado somente as 7
horas. A quantidade de volumoso foi ajustada diariamente de modo a manter uma
sobra de aproximadamente 150 g kg™ de alimento fornecido.

Para determinacéo do pH e da concentracdo de N-NHs foram colhidas amostras
de liquido ruminal nos dois Ultimos dias de cada periodo experimental, com intervalos
de 4 horas entre as colheitas para obtencdo de amostras a 1, 3, 5, 7 (antecedendo a
alimentacdo da manhd), 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 e 23 horas. O liquido ruminal foi
colhido (via cénula) de forma manual em diferentes locais do ramen e filtrado em

fralda de algoddo. Imediatamente apos a colheita foi realizada a afericdo do pH com o
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uso de potenciémetro digital de bancada (B474 Micronal®).

Uma aliquota de 40 mL de liquido ruminal foi armazenada congelada em tubos
apos a acidificacdo com 1 mL de H2SO4 (50%) para posterior determinacdo do N-NHs.
O liquido ruminal foi descongelado e analisou-se o sobrenadante para teor de
nitrogénio ndo proteico (NNP) segundo método descrito por Fenner (1965).

Para avaliar a degradacdo da MS foi utilizada a técnica dos sacos de nailon,
utilizando tecido com porosidade de 50 um, confeccionados nas dimensdes de 7 x 14
cm, selados nas bordas e devidamente identificados. Os sacos foram pesados e
receberam 5 g de feno (moido em peneira de 2 mm). Cada saco foi preso a uma argola
de metal atada firmemente por meio de um elastico para seu fechamento. Foram
realizados 8 tempos de incubacéo (3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas), sendo 0s sacos
incubados sempre em duplicata, associados a um saco “branco” (sem adi¢do de
amostra). Os sacos foram embebidos primeiramente em &gua por uma hora e
posteriormente presos a uma corrente de metal de 50 cm ligada a uma ancora de 600 g.
Em seguida foram introduzidos no rimen via canula sempre as 7 horas (antecedendo a
alimentacdo) em dias distintos da seguinte forma: dia 1 = 120 e 3 horas, dia2=96¢e 6
horas, dia 3 = 72 e 12 horas, dia 4 = 48 horas e dia 5 = 24 horas, sendo retirados ap6s 0
tempo previsto para incubacao.

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

A fragdo soluvel “a” do feno contida nos sacos de nailon foi determinada

mantendo-se 0s sacos embebidos em agua por uma hora, sendo a diferenca entre 0s
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pesos inicial e final da amostra considerada como a fracdo soltvel, determinada para
cada periodo experimental, que corresponderam aos valores da zero hora nas curvas de
degradacdo da matéria seca do feno.

As taxas de degradagdo da MS e FDN por hora “kd” foram determinadas com
base na fragdo insoluvel potencialmente degradavel (fragdo “b’), que foi obtida apos a
subtra¢do da porgdo soluvel (fracdo “a”) e ndo degradavel (residuo da amostra apos
120 horas de incubacéo). O “kd” foi entdo considerado como a inclinacéo obtida apés a
realizacdo de uma regressdo linear simples do logaritmo neperiano “In” das
degradac6es da fracdo “b” ao longo dos tempos de incubacéo.

As degradabilidades efetivas (DE) da MS e da FDN foram calculadas de acordo
com @rskov e McDonald (1979), em que DE = a + (b x kd) / (kd + k), sendo “k” a taxa
de passagem de sélidos estimada no rumen, considerada, no presente estudo como 0,05
h, conforme sugerido por Huntington e Givens (1995).

A quantificacdo do consumo de MS e dos nutrientes foi realizada do 15° ao 19°
dia de cada periodo experimental, através da pesagem do feno e concentrado oferecidos
e das sobras diariamente. O ensaio de digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes
foi realizado por meio da coleta total de fezes de cada animal durante estes mesmos
dias, sendo as fezes coletadas imediatamente apds a defecacdo, pesadas e amostradas
(100 g kg*) em intervalos de 6 horas e posteriormente congeladas. Os coeficientes de
digestibilidade aparente foram obtidos pela diferenga entre o consumido da dieta pelo
animal e o que foi excretado nas fezes para cada nutriente (nutriente ingerido —
nutriente excretado / nutriente ingerido).

Ao final dos periodos experimentais as amostras foram secas em estufa de
ventilacdo forgada a 55°C por 72 horas, procedendo-se entdo a moagem em peneira de

1 mm para realizagdo das anélises laboratoriais. As baias foram limpas regularmente
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para garantir que ndao houvesse contaminacao das fezes por urina.

As analises bromatoldgicas do suplemento concentrado, feno, sobras e fezes
foram realizadas no Laboratorio de Nutricdo Animal (FAMEZ/UFMS) segundo as
metodologias da AOAC (1995) para MS (967.03), proteina bruta (981.10), matéria
mineral (942.05) extrato etéreo (920.29) e de Van Soest (1991) para fibra em
detergente neutro, com a utilizagio de digestores de fibra Tecnal modelo TE-149®
(Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) e sacos de tecido nao tecido (TNT). Foi realizada a
correcdo da FDN para os teores de cinzas e proteinas, obtendo-se o teor de FDNcp. O
teor de CNF do capim Massai foi estimado como CNF = 100 — (PB + MM + FDNcp +
EE) e o suplemento concentrado CNF = 100 — ((PB — PB derivada da ureia + inclusao
de ureia) + MM + FDNcp + EE) (Hall, 2000).

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico SAS
(SAS Inst., Inc., Cary, NC) versdo 9.4. Os dados de consumo, digestibilidade aparente
e parametros de degradacdo da MS e FDN foram analisados utilizando um
delineamento em Quadrado Latino 5 x 5. O modelo estatistico utilizado foi:

Yijk = u+ Ti + Pj + Ak + eijk
Onde: Yijk = observagao do efeito do tratamento i no periodo j, do animal k, p média
geral, Ti = efeito do tratamento i, em que i = 1 (controle), 2 (COP1,25), 3 (COP2,50), 4
(COP3,75) e 5 (Monensina); Pj = efeito do periodo j (j = 5 periodos); Ak = efeito do
animal k (k=5 animais) e eijk = erro aleatdrio associado a cada observacao.

Para a degradacdo in situ da MS e FDN e variaveis ruminais pH e N-NH3 foi
considerado um delineamento em quadrado latino com parcelas subdivididas, onde as
parcelas foram os tratamentos e as subparcelas os tempos de incubacao das amostras no
rimen ou os diferentes horarios de amostragem de liquido ruminal. O modelo incluiu

os efeitos de tratamento, tempo de incubacdo, animal, periodo e tratamento x tempo
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para a taxa de degradacéo in situ da MS e FDN. Para as variaveis ruminais pH e N-
NHsz 0 modelo estatistico incluiu os efeitos de tratamento, horarios de amostragem,
animal, periodo e tratamento x horario. O modelo estatistico utilizado foi:
Yijkl = u+ Ti + Hj + Ak + Pl + (TH)ij + eijkl

Onde: Yijkl = observacdo do efeito do tratamento i para horas de incubacdo (taxa de
degradacéo) ou horario de coleta (variaveis ruminais) j no animal k; x = média geral; Ti
= efeito do tratamento em que i = 1 (controle), 2 (COP1,25), 3 (COP2,50), 4
(COP3,75) e 5 (Monensina); Hj = efeito dos horarios de incubacdo para
desaparecimento (j = 1,..., 8) ou horéario de coleta para variaveis ruminais (j = 1,..., 13);
Ak = efeito do animal ( k = 1,...,5), Pl = efeito do periodo (I = 1,..., 5); THij = interacdo
entre tratamento i e tempo j; e eijkl = erro aleatdrio associado a cada observacéo.

Quando foram observadas diferencas significativas, as médias foram

comparadas utilizando teste Tukey a 0,05 de significancia.

Resultados e Discusséo

Nédo foi observado efeito significativo (P>0,05) dos diferentes niveis de
incluséo de 6leo de copaiba sobre o consumo de MS do feno, consumo de MS total e
dos nutrientes, comparativamente ao grupo controle, com excecdo ao consumo de EE
total que, quando expresso em g kg PC foi mais elevado no tratamento COP3,75,
diferindo (P<0,05) dos demais tratamentos, seguido pelo tratamento COP2,50, que
diferiu dos tratamentos Controle e Monensina, ndo diferindo do tratamento COP 1,25,
devendo-se as diferencas ao fornecimento dos tratamentos experimentais, que
corresponderam a até 30 g d* de 6leo de copaiba na dose mais elevada (Tabela 2).

Estudos avaliando o efeito da suplementagdo com diferentes compostos dos

oleos essenciais também n&o demonstraram efeito sobre a ingestdo de alimentos.
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Em cordeiros suplementados com niveis crescentes de carvacrol (0; 0,15; 0,30 e
0,45 g kg* MS) néo foi observado alteragio no consumo de MS (Koyuncu e Canbolat,
2010). Da mesma forma, Chaves et al. (2008) ndo encontraram efeito sobre a ingestédo
de MS por cordeiros suplementados com 0,2 g kg! de MS de carvacrol ou
cinamaldeido.

O fornecimento de uma mistura de monoterpenos a cabras leiteiras, composta
por linalol, p-cimeno, a-pineno e B-pineno com participacdo de 45,2, 36,7, 16,0 e 2,2
mol 100 mol*? de terpenos na mistura, respectivamente, fornecidos nas quantidades de
0,043 e 0,43 g kg?! de MS, também ndo influenciaram a ingestdo de alimentos
(Malecky et al., 2009). Da mesma forma, niveis crescentes (0; 1,5; 3,0 e 4,0 g d*}) de
uma mistura comercial de 6leos essenciais (capsaicina, eugenol, cinamaldeido e
carvacrol) microencapsulados ndo apresentaram efeito sobre o consumo de alimentos
(Oliveira et al., 2014).

Os efeitos dos 6leos essenciais e seus componentes ativos sobre a ingestdo de
alimentos parece estar associada a problemas de palatabilidade de alguns compostos,
que pode levar a efeitos adversos sobre o consumo (Cardozo et al., 2006; Patra, 2011).
No entanto, a auséncia de efeito dos niveis de 6leo de copaiba sobre o consumo de
alimentos no presente experimento indica que nao houve problema de palatabilidade
associado ao seu fornecimento nas doses utilizadas.

O fornecimento de monensina sodica reduziu o consumo de MS do feno
(P<0,05) em relacdo aos demais tratamentos, com consequente redu¢do no consumo de
MS da dieta total quando expresso em g kg PC, proporcionando menores consumos
de PB, FDNcp, EE e MO (Tabela 2).

Redugbes no consumo de MS sdo frequentemente observadas pelo uso de

ionoforos, que proporcionam um aumento da concentracdo de acido propidnico, com
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reducdo concomitante nas concentracbes molares de acido acético, acido butirico,
acido lactico, metano, didxido de carbono e amonia, reduzindo também a fermentacéo
ruminal de aminoacidos, possibilitando sua absorcdo no intestino delgado. Tais
aspectos levam a um aumento na eficiéncia energética, suprindo as necessidades
nutricionais com um menor consumo de alimentos (Rodrigues et al., 2013).

O fornecimento de 6leo de copaiba nos diferentes niveis ou monensina sodica
ndo influenciou (P>0,05) os coeficientes de digestibilidade aparente da MS, PB,
FDNcp, CNF e MO da dieta. Todavia, a digestibilidade do EE foi superior (P<0,05) no
tratamento COP3,75 em comparacdo ao Controle.

E possivel que o maior coeficiente de digestibilidade aparente do EE esteja
associado a suplementacdo lipidica, que pode reduzir a sintese de lipideos pelos
microrganismos ruminais (sintese de novo) a partir de produtos da fermentacdo de
carboidratos. Geralmente, sua sintese é elevada em dietas com baixo teor lipidico e
tende a reduzir com a sua suplementacdo, como resultado de uma maior captacdo de
lipideos exdgenos pela célula microbiana (Demeyer e Doreau, 1999).

A auséncia de efeito do 6leo de copaiba sobre a digestibilidade aparente da MS
e das demais fracdes pode ser decorrente do baixo efeito dos componentes ativos do
6leo sobre a membrana celular dos microrganismos ruminais, que permaneceram ativos
e se multiplicando no ambiente ruminal.

Verificou-se interacdo entre os tratamentos e 0s tempos de incubacdo sobre a
degradacdo in situ da MS e FDN (Figuras 1 e 2). As degradacdes da MS foram
semelhantes até 12 horas de incubacdo (P>0,05). Houve efeito de tratamento (P<0,05)
nos horarios 24, 48, 72 e 96 horas, com o0 tratamento monensina apresentando
degradagdes inferiores aos demais. As 120 horas de incubagao, foi observada diferenca

(P<0,05) apenas entre os tratamentos COP1,25 e Monensina, com 0s demais
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tratamentos em posicdo intermediaria. As médias de degradacdo da MS foram 67,80,
70,13, 67,42, 67,00 e 62,62 g 100 g*, respectivamente para Controle, COP1,25,
COP2,50, COP3,75 e Monensina (Figura 1).

Né&o foi observada diferenca (P>0,05) sobre a degradagé@o ruminal da FDN entre
0 grupo controle e os diferentes niveis de 6leo de copaiba. A degradacdo da FDN se
manteve estavel até as 6 horas de incubacdo em todos os tratamentos, com posterior
aumento até as 120 horas. As degradabilidades foram semelhantes entre todos 0s
tratamentos até as 12 horas de incubacédo, passando o tratamento Monensina a diferir
dos tratamentos controle, COP1,25 e COP2,50 com 48 horas de incubacdo e de todos
0s tratamentos apds 72 horas, mantendo a diferenca apenas para o tratamento COP1,25
com 120 horas de incubacdo (Figura 2).

Para os parametros de degradacdo ruminal da MS e FDN (Tabela 4), foi
observado diferenca significativa (P<0,05) entre os aditivos para a fracdo insolavel
potencialmente degradavel (fracdo “b”) da MS, com o tratamento COP1,25
apresentando a maior média dessa fracdo, ndo diferindo (P>0,05) do Controle e
COP2,50, que por sua vez, ndo diferiram do tratamento COP3,75. O tratamento
Monensina apresentou a menor média da fragao “b” diferindo (P<0,05) dos demais
tratamentos.

A taxa de degradacdo da MS do feno de capim Massai também foi influenciada
pelos tratamentos experimentais, sendo 29,4% inferior (P<0,05) para o tratamento
Monensina, em comparagdo ao Controle, com os tratamentos contendo 6leo de copaiba
ndo diferindo (P>0,05) entre si e dos demais tratamentos.

Os menores valores da fragao “b” e da taxa de degradagao “kd” acarretaram em

uma menor degradacdo efetiva (DE) da MS do capim Massai quando fornecido



818

819

820

821

822

823

824

825

826

827

828

829

830

831

832

833

834

835

836

837

838

839

840

841

35

monensina sddica comparativamente aos tratamentos controle e com diferentes niveis
de incluséo de oleo de copaiba (P<0,05), que nédo diferiram entre si (P>0,05).

Né&o foram observadas diferencas (P>0,05) entre os tratamentos para a taxa de
degradacdo da FDN, todavia, a fracdo “b” e a “DE” da FDN foram reduzidas (P<0,05)
pela suplementacdo com monensina sodica, levando a uma DE média de 20,15 g 100 g
1 22,6 e 20,3% inferior aquelas observadas nos tratamentos Controle e COP2,50,
respectivamente. Os tratamentos com fornecimento de 6leo de copaiba ndo diferiram
entre si, assim como do Controle, com médias de DE da FDN de 26,18, 24,33, 25,29 e
24,67 g 100 g! para os tratamentos Controle, COP1,25, COP2,50 e COP3,75,
respectivamente.

Estudos tem demonstrado acdo dos dleos essenciais sobre 0s microrganismos
ruminais, com diferentes efeitos sobre a degradacdo da MS e das fracdes fibrosas da
dieta no rimen. Niveis crescentes de Eugenol (0, 400, 800, 1600 mg d*) fornecidos
para novilhas de corte que receberam concentrado (800 g kg MS da dieta) reduziram
de forma linear a degradacdo ruminal da FDN, ndo apresentando efeitos sobre a
degradacdo ruminal da matéria organica e do amido (Yang et al., 2010).

O fornecimento de 1 g d* de uma mistura de 6leos essenciais (alho, orégano,
canela e limdo) ou de componentes ativos (eugenol, carvacrol, citral e cinamaldeido) a
ovinos levou a reducdo na populacdo de protozoarios em ambos os tratamento, com
reducdo das populacdes de Fibrobacter succinogenes e Butyrivibrio fibrisolvens no
tratamento com a mistura de componentes ativos dos 6leos, ndo havendo efeitos sobre
a digestibilidade ruminal da MS e FDN (Lin et al., 2013).

Quando fornecido 6leo de capim-limdo ou uma mistura de 6leo de alho e de

gengibre a bovinos foram observados aumentos significativos na degradagédo potencial
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do feno e da dieta total, com maior efetividade da dose 200 mg kg™ de MS para ambos
os aditivos (Nanon et al., 2014).

A auséncia de resposta a suplementacdo com 6leo de copaiba sobre as variaveis
de degradacdo ruminal indica auséncia ou baixo efeito toxico deste sobre os
microrganismos ruminais nas condi¢Ges de avaliacdo. Tais resultados podem sugerir
que o oOleo de copaiba nao apresentou efeito ionoférico, tal como a monensina sodica e
alguns dos diferentes 6leos essenciais ja citados anteriormente.

As menores degradabilidades ruminais da MS e FDN na dieta contendo
monensina sodica pode ser atribuida ao pH ruminal abaixo da faixa considerada como
ideal para a atividade de microrganismos fibroliticos nesse tratamento, bem como a
acdo do ionoforo sobre as populagbes de bactérias gram-positivas, fungos e
protozodrios, principais responsaveis pela degradacdo da fracdo fibrosa da dieta
(Rodrigues et al., 2007).

A monensina sodica pode limitar o crescimento de bactérias celuloliticas e
protozoarios em dietas a base de forragem, reduzindo consequentemente a degradacéo
da fracdo fibrosa (Prado et al., 2010) efeito ndo observado pela suplementa¢do com
6leo de copaiba nas doses aqui avaliadas.

Foram observadas interacBes entre os tratamentos e o0s horarios de colheita de
fluido ruminal para os valores de pH ruminal (Figura 3). O tratamento Monensina
diferiu (P<0,05) do Controle e daqueles com niveis crescentes de 6leo de copaiba entre
as amostragens das 13 e 21 horas. Os valores de pH nos tratamentos com oleo de
copaiba nédo diferiram entre si (P>0,05), nem do Controle nos diferentes horarios de
amostragem.

Os valores de pH para todos os tratamentos permaneceram acima de 5,8, valor

considerado normal para o bom funcionamento do rimen (Kolver e De Veth, 2002),
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todavia, o pH do fluido ruminal no tratamento Monensina foi 0 Unico que se manteve
abaixo de 6,2 durante grande parte dos horarios de amostragem, podendo ser limitante
a digestao da fibra em funcdo da reducéo da atividade de microrganismos celuloliticos,
que sao sensiveis a reducdes de pH (Grant e Mertens, 1992).

O maior decréscimo do pH ruminal no tratamento Monensina pode ter ocorrido
em funcdo do menor consumo de FDNcp, em média 8,97 g kg? de PC nesse
tratamento, em comparagdo a consumos de 11,55, 11,58, 10,78 e 11,17 g kg de PC
respectivamente nos tratamentos Controle, COP1,25, COP2,50 e COP3,75, levando a
uma participacéo do consumo de feno de 420 g kg™ de MS da dieta quando fornecido
monensina sodica como aditivo nutricional, comparado a consumos de feno entre 487 e
502 g kg* de MS nos demais tratamentos. O menor consumo relativo de forragem e
consequentemente de fibra resulta em menores tempos de consumo e ruminacdo, e
consequentemente, reduz a producdo de saliva pelo animal, sendo esta a grande
responsavel pelo tamponamento do ambiente ruminal (Mourthe et al., 2011).

Os maiores valores de pH para todos os tratamentos foram observados entre 9 e
11 horas, duas a quatro horas apés o fornecimento da alimentacdo, com reducao
gradativa ap0s esse horario, chegando aos valores minimos entre 17 e 19 horas.

As concentragdes de N-NHs se elevaram apos o fornecimento da alimentacéo,
com pico entre 11 e 15 horas (Figura 4), devido ao maior consumo de suplemento
durante esse periodo, havendo uma reducdo gradativa nas concentragdes com o passar
do tempo apds a alimentacdo da manhd. Devido ao baixo teor proteico do feno, seu
fornecimento no periodo da tarde ndo foi capaz de provocar grandes elevagdes nas
concentracdes de N-NHs.

Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) tanto entre tratamentos

como entre os horarios de colheita para as concentragdes de N-NHs (Figura 4). Os
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tratamentos com a inclusdo de 6leo de copaiba nédo diferiram entre si nem do
tratamento controle, demonstrando ndo haver efeito da inclusdo do 6leo sobre essa
caracteristica nos niveis avaliados.

Uma das principais vantagens que tém sido associadas ao uso dos oOleos
essenciais diz respeito a sua capacidade de reducédo da degradacédo proteica no ramen,
reduzindo a taxa de deaminacdo, promovendo maior escape ruminal de aminoacidos
para o intestino delgado (McEwan et al., 2002).

Embora existam outros mecanismos, a principal acdo dos 6leos essenciais como
antimicrobianos parece estar associada a sua acao sobre a membrana celular bacteriana,
tendo em vista sua caracteristica hidrofdbica, que lhe confere a capacidade de interagir
com os lipidios da membrana celular bacteriana, alterando sua estrutura e a tornando
mais fluida e permeavel, permitindo o extravasamento de ions e outros componentes
citoplasmaticos (Carson et al., 2002; Lambert et al., 2001).

Todavia, o efeito dos Oleos essenciais parece ser pH dependente, tendo sido
demonstrado aumento da atividade antimicrobiana com a reducdo nos valores de pH.
Apenas a forma ndo dissociada das moléculas é capaz de interagir com a bicamada
lipidica da membrana celular bacteriana, havendo aumento da forma ndo dissociada
com o decréscimo de pH, aumentando assim sua hidrofobicidade e permitindo uma
maior interagdo com a membrana celular bacteriana (Calsamiglia et al., 2007).

O fornecimento de uma mistura comercial de 6leos essenciais (700 mg d2),
com a utilizacdo de duas dietas (alto e baixo concentrado), levou a redugdo na
degradacdo ruminal in situ da PB de diferentes alimentos concentrados na dieta com
maior nivel de concentrado, ndo havendo inibicdo da degradacdo proteica quando
fornecida dieta com baixa incluséo de concentrado (Molero et al., 2004).

No presente estudo, o consumo de MS do feno de baixa qualidade correspondeu
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em média a 493 g kg™ do consumo total de alimentos dos animais nos tratamentos com
o fornecimento de 6leo de copaiba, mantendo o pH ruminal sempre acima de 6,3, 0 que
pode ter limitado sua atividade antimicrobiana.

Embora os componentes do 6leo de copaiba tenham potencial para controlar ou
limitar o crescimento de uma série de espéecies de microrganismos patogénicos e nao
patogénicos, ele aparentemente ndo apresentou efeito ionoforico no presente estudo,
apesar da grande amplitude das doses fornecidas diariamente. Todavia, a auséncia de
efeito pode ser decorrente de um ambiente ruminal pouco propicio para sua a¢do, com
pH proximo a neutralidade, devendo esse aspecto ser observado em estudos

subsequentes.

Conclustes

O fornecimento de monensina sodica acarretou em reducdo do consumo de MS,
e na degradacdo ruminal da MS e do FDN do volumoso, apresentando seu efeito
ionoférico esperado.

O 6leo de copaiba, quando fornecido nas quantidades de 1,25 a 3,75 g kg de
MS, em dietas com relacdo volumoso:concentrado préxima a 50:50, ndo apresentou
efeito sobre as varidveis estudadas.

A utilizacdo do 6leo de copaiba como modulador da fermentacdo ruminal ndo é
recomendada, devendo-se realizar estudos complementares, visando a avaliacdo do seu

potencial em um ambiente ruminal mais acido.
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Tabelas e Figuras

Tabela 1 — Composicdo bromatoldgica do suplemento concentrado e do feno de

Panicum Maximum cv. Massai

Componente (g kg* de MS)
Matéria Seca 889,66 879,63
Matéria Orgéanica 928,33 922,57
Proteina Bruta 164,59 27,61
Fibra em Detergente Neutro? 189,25 695,41
Extrato Etéreo 24,89 12,77
Carboidratos N&o Fibrosos 590,10 186,78
Matéria Mineral® 71,67 77,43

1Composicao do suplemento concentrado (g kg): milho grdo (850 g), farelo de
soja (75 g), ureia (25 g) e minerais (50 g). 2Fibra em detergente neutro corrigida
para o teor de cinzas e proteina. ®Niveis de garantia do suplemento
concentrado(g ou mg kg!): Ca —max: 18 g, min - 12 g; P — max: 5 g; Na — min:
3,709; S—min: 1,5 g; Zn —min: 70,5 mg; F — max: 50 mg; Cu — min: 28 mg; Mn
—min: 12 mg; | — min: 1,40 mg; Co — min: 0,94 mg; Se — min: 0,23 mg.
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Tabela 2 — Efeito do fornecimento de diferentes niveis de dleo de copaiba ou

monensina sodica sobre o consumo (kg d* e g kg PC)

Tratamentos!

2
Consumo™ = iole COPL25 COP2,50 COP3.75 Monensina = M P-value
kg d!
MS Feno 4,20 4,212 3,972 4,022 3,11° 0,358 0,0021
MS Total 8,37% 8,40? 8,15% 8,20% 7,37° 0,484 0,0325
PB Feno 0,122 0,122 0,10% 0,11% 0,08° 0,014 0,0060
PB Total 0,80? 0,812 0,792 0,792 0,78 0,031 0,6424
FDNcp Feno 2,912 2,922 2,722 2,812 2,16° 0,250 0,0023
FDNcp Total ~ 3,70° 3,712 3,522 3,60° 2,97° 0,264 0,0042
EE Feno 0,062 0,06° 0,052 0,062 0,04 0,006 0,0423
EE Total 0,16° 0,172 0,182 0,192 0,15° 0,014 0,0075
CNFFeno 0,792 0,807 0,80? 0,762 0,59® 0,091 0,0152
CNF Total 3,252 3,272 3,272 3,232 3,10° 0,202 0,6735
MO Feno 3,872 3,89 3,682 3,732 2,87° 0,335 0,0023
MO Total 7,742 7,782 7,56 7,612 6,82° 0,451 0,0337
g kg!PC
MS Feno 13,15  13,15% 12,142 12,512 9,43 0,967 0,0003
MS Total  26,03* 26,19 24,942 25,412 22,31° 0,895 0,0001
PB Feno 0,392 0,372 0,34% 0,36% 0,25° 0,061 0,0230
PB Total 2,512 2,522 2,442 2,492 2,37° 0,042 0,0006
FDNcp Feno 9,122 9,112 8,362 8,732 6,54° 0,706 0,0005
FDNcp Total 11,55% 11,582 10,782 11,172 8,97 0,684 0,0003
EE Feno 0,172 0,172 0,162 0,172 0,13 0,017 0,0179
EE Total 0,49° 0,53 0,54° 0,582 0,45¢ 0,020 <,0001
CNFFeno  2,45% 2,492 2,392 2,322 1,79° 0,219 0,0017
CNF Total  10,04% 10,192 9,95% 9,93% 9,39° 0,280 0,0073
MO Feno  12,13* 12,152 11,258 11,582 8,70° 0,904 0,0003
MO Total 24,08  24,26° 23,132 23,55% 20,66° 0,837 0,0001

Médias seguidas por letras minasculas diferentes na linha diferem entre si (P<0,05). EPM = Erro padrdo

da média.

Tratamentos: Controle — sem aditivos, COP1,25, COP2,50, COP3,75 — adicéo de 1,25; 2,50 e 3,75 g kg
1 de MS de 6leo de copaiba, respectivamente, Monensina — adicdo de 40 mg kg™ de MS de monensina

sédica.

2MS: matéria seca; PB: proteina bruta; FDNcp: fibra em detergente neutro corrigida para o teor de cinzas

e proteina; EE: extrato etéreo; CNF: carboidratos ndo fibrosos; MO: matéria organica.
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Tabela 3 - Efeito do fornecimento de diferentes niveis de Oleo de copaiba ou
monensina sodica sobre os coeficientes de digestibilidade aparente (g kg?)

U Tratamentos®

Digestibilidade” ~~ - 0l " COP1.25 COP250 COP3.75 Monensina = W P-value
Digestibilidade (g kg™ MS)

MS 601,48 59598 596,13 590,23 614,92 2457 0,5901
PB 687,86 678,70 676,00 686,62 703,57 2534 0,4921
FDNcp 502,77 49561 49955 501,06 492,17 44,82 0,9954
EE 750,47° 771,35% 79578 82960° 810,21 37,34 0,0407
CNF 755,15 762,39 750,67 761,73 772,56 47,40 0,9578
MO 625,08 622,54 620,31 61547 638,83 2534 0,6692

Médias seguidas por letras mindsculas diferentes na linha diferem entre si (P<0,05). EPM = Erro padrdo
da média.

Tratamentos: Controle — sem aditivos, COP1,25 — adicdo de 1,25 g kg™ de MS de éleo de copaiba,
COP2,50 — adicdo de 2,50 g kg* de MS de 6leo de copaiba, COP3,75 — adigdo de 3,75 g kg de MS de
6leo de copaiba, Monensina — adigdo de 40 mg kg™ de MS de monensina sddica.

2MS: matéria seca; PB: proteina bruta; FDNcp: fibra em detergente neutro corrigida para o teor de cinzas
e proteina; EE: extrato etéreo; CNF: carboidratos nédo fibrosos; MO: matéria organica.
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Figura 1 — Degradacio da MS do feno (g 100 g*) no rimen de bovinos recebendo
diferentes niveis de 6leo de copaiba ou monensina sédica. Barras verticais representam

o desvio padrio. Fracdo “a”: 23,16 g 100 g*
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Figura 2 — Degradagdo da FDN do feno (g 100 g1) no rimen de bovinos recebendo
diferentes niveis de 6leo de copaiba ou monensina sédica. Barras verticais representam

0 desvio padrdo
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Tabela 4 - Efeito do fornecimento de diferentes niveis de 0Oleo de copaiba ou
monensina sodica sobre os parametros de degradacdo da MS e FDN do feno de capim

Massai
Tratamentos®
Parametros
de Controle COP1,25 COP2,50 COP3,75 Monensina EPM P-value
degradacio? MS (a = 23,16)
b 44,64  46,97° 44,26  43,84° 39,46° 1,523 <0,0001
kd 0,035  0,030® 0,034 0,033  0,025° 0,004 0,0225
DE® 51,028 48,812 50,0? 49,47%  43,82° 2,141 0,0016
FDN
b 64,412 66,90  63,54*  63,61*° 5893 2,066 0,0003
kd 0,034 0,030 0,033 0,032 0,027 0,005 0,2139
DE 26,028 2433% 2520 2467  20,15° 2,614 0,0223

Médias seguidas por letras minusculas diferentes na linha diferem entre si (P<0,05). EPM = erro padrao
da média.

Tratamentos: Controle — sem aditivos, COP1,25, COP2,50 e COP3,75 — adigéo de 1,25, 2,50 e 3,75 g
kg de MS de 6leo de copaiba, respectivamente, Monensina — adicdo de 40 mg kg? de MS de
monensina sddica.

2Parametros de degradacdo: “a”: fracdo soliivel do feno (g 100 g); “b”: fracdo insoltvel potencialmente
degradavel (g 100 g?); “c”: taxa de degradacio (h™); “DE”: degradacdo efetiva (g 100 g). 3Taxa de
passagem de sélidos no rumem: 0,05 h™.,
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1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23

Horérios de coleta de liquido ruminal
—a— Controle - - - COP1,25 - COP2,50 --x-- COP3,75 —e—Monensina

Figura 3 - Média dos valores de pH no rimen de bovinos em diferentes horarios de
coleta recebendo diferentes niveis de Oleo de copaiba ou monensina sodica. Setas
indicam o horério de fornecimento das dietas e as barras verticais representam o desvio

padréo.
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1071  Figura 4 - Média dos valores de nitrogénio amoniacal (N-NH3) no ramen de bovinos
1072  em diferentes horarios de coleta recebendo diferentes niveis de 6leo de copaiba ou
1073  monensina sodica. Setas indicam o horério de fornecimento das dietas e as barras
1074  verticais representam o desvio padréo.



