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RESUMO

Um aditivo fitogénico alimentar (PHY), levedura ndo vidvel e minerais organicos podem
reduzir a acidose ruminal em vacas leiteiras submetidas a alimentagdo em grande volume
unico (slug-feeding). Quinze vacas Holandesas (40,0 £+ 6,9 kg/d, 103 + 54 dias em lactagao,
607 + 81 kg) foram alimentadas com uma sequéncia de tratamentos: controle (CTL), PHY
[0,01 % da matéria seca (MS) de Digestarom] ¢ YOM (PHY + 0,075 % da MS de levedura
nao viavel + 0,15 % da MS de fontes organicas de S, Cu, Mn, Zn, Se) em quadrados latinos
3 x 3 com periodos de 35 dias (22 dias de adaptacdo). As vacas foram ordenhadas 3x/dia e
alimentadas individualmente com uma ragao total a base de silagem de milho com 31,2 % de
amido na MS. Durante os dias 29 e 32 de cada periodo, a ragdo foi removida de cada vaca as
19h e as vacas foram alimentadas ad libitum as 7h dos dias 30 e 33 para induzir slug-feeding.
Os dados obtidos ao longo do tempo durante os dias 23 a 35 foram analisados como medidas
repetidas com o procedimento MIXED do SAS. O modelo incluiu os efeitos de quadrado,
vaca (quadrado), periodo, tratamento, dia e a interagdo entre tratamento e dia. Dois contrastes
foram avaliados: 1) Aditivo fitogénico: CTL vs. PHY+YOM e 2) Levedura + minerais
organicos: PHY vs. YOM. Significancia estatistica foi declarada em P < 0,05 e tendéncia em
P <0,10. O protocolo de indugao de acidose ruminal induziu variagdo diaria na maioria das
variaveis € houve muito poucas interagdes tratamento x dia. A restri¢gdo alimentar nos dias
29 e 32 induziu picos no consumo de matéria seca (CMS) e na duragdo da primeira refei¢ao
diéria, além de redugdes na produgdo de leite, peso corporal e pH ruminal nos dias 30 e 33.
Vacas alimentadas com PHY+YOM apresentaram maior CMS do que vacas alimentadas
com CTL (23,7 vs. 23,0 kg/d) e houve tendéncia para YOM aumentar o CMS em relacdo ao
PHY (23,9 vs. 23,5 kg/d). A producdo de leite ndo diferiu (33,0 kg/d), mas o leite corrigido
pela energia (ECM) foi maior no PHY+YOM do que no CTL (31,9 vs. 31,0 kg/d). As
concentracgdes no leite de gordura, acidos graxos pré-formados, mistos e de novo foram todas
aumentadas pelo PHY+YOM em relagdo ao CTL. Vacas alimentadas com PHY+YOM
apresentaram maior tempo diario de ruminacdo do que CTL. A composi¢do do leite de vacas
alimentadas com YOM nao diferiu do PHY. O pH ruminal medido em intervalos de 30 min,
o perfil de fermentacdo, o rendimento microbiano e o pH fecal nao diferiram. O consumo de

matéria organica digestivel (DOMI) foi aumentado no PHY+YOM em relagdo ao CTL e



tendeu a ser aumentado no YOM em relagdao ao PHY. A digestibilidade total do trato de MS
e MO tendeu a ser maior e o pH sanguineo jugular foi menor no YOM do que no PHY. Vacas
alimentadas com PHY+YOM apresentaram maior pressdo parcial de CO2 no sangue venoso
do que CTL. A segunda indugao de slug-feeding (d 33) induziu maior pH sanguineo jugular
e excesso de base do que a primeira indugao (d 30). A permeabilidade intestinal avaliada pela
concentragdo plasmatica de Cr apds dose pulso de Cr-EDTA no ramen e a concentracao
sérica de proteina ligadora de lipopolissacarideo ndo diferiram. Vacas alimentadas com o
aditivo fitogénico (PHY+YOM) apresentaram maior CMS, DOMI, ECM, rendimento de
gordura e tempo de ruminacdo do que vacas alimentadas com CTL, sem alteracdo na
fermentagdo ruminal e permeabilidade intestinal, ¢ a suplementagdo de levedura + minerais

organicos (YOM) tendeu a aumentar o CMS e a digestibilidade da dieta em relagdo ao PHY.

Palavras-chave: 6leos essenciais, vacas em lactacdo, minerais, acidose ruminal, fermentacao

ruminal, suplementagao de levedura

ABSTRACT

A phytogenic feed additive (PHY), non-viable yeast and organic minerals can reduce ruminal
acidosis in dairy cows subjected to slug-feeding. Fifteen Holstein cows (40.0 = 6.9 kg/d, 103
+ 54 days in milk, 607 + 81 kg) were fed a sequence of treatments, control (CTL), PHY [0.01
% of dry matter (DM) of Digestarom], and YOM (PHY + 0.075 % of DM of non-viable yeast
+0.15 % of DM of organic sources of S, Cu, Mn, Zn, Se) in 3 x 3 Latin squares with 35-d
periods (22-d adaptations). Cows were milked 3 %/d and individually fed on a corn silage
based total mixed ration with 31.2 % starch in DM. During days 29 and 32 of each period,
feed was removed from each cow at 1900 h and cows were fed ad libitum at 0700 h of days
30 and 33 to induce slug-feeding. Data obtained over time during days 23 to 35 were analyzed
as repeated measures with the MIXED procedure of SAS. The model had the effects of
square, cow (square), period, treatment, day, and the interaction between treatment and day.
Two contrasts were evaluated: 1) Phytogenic feed additive: CTL vs PHY+YOM and 2) Yeast
+ organic minerals: PHY vs YOM. Statistical significance was declared at P < 0.05 and

tendency at P <0.10. The ruminal acidosis induction protocol induced daily variation in most



variables and there were very few treatment x day interactions. Feed restriction on days 29
and 32 induced spikes in dry matter intake (DMI) and in the duration of the first daily meal
and reductions in milk yield, body weight, and ruminal pH on days 30 and 33. Cows fed
PHY+YOM had higher DMI than cows fed CTL (23.7 vs 23.0 kg/d) and there was a tendency
for YOM to increase DMl relative to PHY (23.9 vs 23.5 kg/d). Milk yield did not differ (33.0
kg/d), but energy-corrected milk (ECM) was higher on PHY+YOM than CTL (31.9 vs 31.0
kg/d). The concentrations in milk of fat, preformed, mixed and de novo fatty acids were all
increased by PHY+YOM relative to CTL. Cows fed PHY+YOM had higher daily rumination
time than CTL. Milk composition of cows fed YOM did not differ from PHY. Ruminal pH
measured at 30-min intervals, fermentation profile, microbial yield and fecal pH did not
differ. The intake of digestible organic matter (DOMI) was increased on PHY+YOM relative
to CTL and tended to be increased on YOM relative to PHY. The total-tract digestibility of
DM and OM tended to be higher and jugular blood pH was lower on YOM than PHY. Cows
fed PHY+YOM had higher partial pressure of CO; in venous blood than CTL. The second
induction of slug-feeding (d 33) induced higher jugular blood pH and base excess than the
first induction (d 30). Gut permeability evaluated by the plasma Cr concentration after pulse
dosing Cr-EDTA into the rumen and blood serum lipopolysaccharide binding protein
concentration did not differ. Cows fed the phytogenic feed additive (PHY+YOM) had greater
DMI, DOMI, ECM, fat yield and rumination time than cows fed CTL without change in
ruminal fermentation and gut permeability, and the supplementation of yeast + organic

minerals (YOM) tended to increase DMI and diet digestibility relative to PHY.

Key words: essential oils, lactating cows, minerals, ruminal acidosis, rumen fermentation,

yeast supplementation



Impactos sociais, tecnologicos, econdomicos e culturais
O presente trabalho avaliou o efeito de um aditivo fitogénico, associado ou nado a levedura
ndo viavel e minerais organicos, sobre vacas leiteiras submetidas a inducao de acidose
ruminal por slug-feeding. Os resultados demonstraram que a suplementacdo com o aditivo
fitogénico aumentou o consumo de matéria seca, a produ¢do de leite corrigido pela energia,
o rendimento de gordura do leite € o tempo de ruminacao, sem alterar negativamente a
fermentagdo ruminal ou a permeabilidade intestinal. Esses achados indicam ganhos de
eficiéncia produtiva e bem-estar animal em sistemas intensivos de produgdo de leite, que
frequentemente enfrentam desafios relacionados a acidose ruminal subaguda. Do ponto de
vista econdmico, 0 aumento no consumo voluntério e na produgdo de leite corrigido pela
energia representa potencial de maior rentabilidade para os produtores, especialmente em
rebanhos de alta producdo no Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba, principais polos leiteiros
de Minas Gerais. Tecnologicamente, o estudo contribui para a validagdo de estratégias
nutricionais alternativas aos ionoforos, alinhadas as restri¢des de uso de antibidticos e a
demanda por produtos mais sustentdveis. Socialmente, a melhoria no desempenho e na satude
das vacas pode reduzir a incidéncia de disturbios metabolicos, contribuindo para a
longevidade dos animais e para a qualidade de vida dos trabalhadores rurais. Culturalmente,
reforga a transi¢ao para praticas mais sustentaveis na pecudria leiteira brasileira. O trabalho
possui carater extensionista ao gerar conhecimento aplicavel diretamente por produtores,
técnicos e consultores da regido, podendo beneficiar milhares de vacas em lactacdo e suas
respectivas propriedades. Os impactos se enquadram principalmente nas areas tematicas de

Tecnologia e Producao e Meio Ambiente da Politica Nacional de Extensao Universitaria.



Social, technological, economic and cultural impacts
This study evaluated the effects of a phytogenic feed additive, alone or combined with non-
viable yeast and organic minerals, on dairy cows subjected to ruminal acidosis induced by
slug-feeding. The results demonstrated that supplementation with the phytogenic additive
increased dry matter intake, energy-corrected milk yield, milk fat yield, and daily rumination
time, without negatively affecting ruminal fermentation or intestinal permeability. These
findings indicate gains in productive efficiency and animal welfare in intensive dairy
systems, which frequently face challenges related to subacute ruminal acidosis (SARA).
From an economic perspective, the increase in voluntary feed intake and energy corrected
milk production represents potential for greater profitability for dairy producers, particularly
in the Tridngulo Mineiro and Alto Paranaiba regions, major dairy hubs in Minas Gerais,
Brazil. Technologically, the work contributes to the validation of nutritional strategies as
alternatives to ionophores, in line with restrictions on antibiotic use and growing demand for
more sustainable dairy products. Socially, improved animal performance and health can
reduce the incidence of metabolic disorders, contributing to greater longevity of dairy cows
and better working conditions for rural laborers. Culturally, the study reinforces the transition
toward more sustainable practices in Brazilian dairy farming. The research has an
extensionist character by generating applicable knowledge for producers, technicians, and
consultants in the region, with the potential to benefit thousands of lactating cows and their
respective farms. The impacts are primarily classified under the thematic areas of Technology

and Production and Environment of the Brazilian National Policy for University Extension.
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1 INTRODUGAO

A ocorréncia de acidose ruminal subaguda (SARA) pode ter impactos negativos sobre
o bem-estar animal e a rentabilidade da producao de leite (Golder e Lean, 2024). A SARA
pode ser causada por dietas com baixa relagdo entre fibra fisicamente efetiva e carboidratos
de répida fermentacao (Khorrami et al., 2021) ou por praticas de manejo nutricional capazes
de induzir acimulo de &cidos graxos volateis (AGV) e baixo pH ruminal (Aschenbach et al.,
2011; Melo et al., 2013), possivelmente afetando a funcdo de barreira do trato digestivo
(Plaizier et al., 2022). A frequéncia de vacas que expressam um ou multiplos episddios de
slug feeding em rebanhos leiteiros pode aumentar em instalagdes superlotadas com pouco
espaco de cocho por vaca, quando a estratégia de agrupamento ndo separa primiparas de
multiparas, ou quando ha entrega inconsistente de ragdo (Stone, 2004). Esses padrdes
irregulares de consumo geram grandes oscilagdes na fermentagdo ruminal e podem
comprometer a integridade da barreira gastrointestinal, favorecendo o aumento da
permeabilidade intestinal e a translocagdo de componentes microbianos (Plaizier et al.,
2022). Modelos experimentais de restricdo alimentar seguidos de realimentacdo intensa
demonstram claramente o aumento da permeabilidade do trato gastrointestinal e ativagao
inflamatoria sistémica (Goetz et al., 2024), cenério semelhante ao que ocorre em episddios
de slug feeding. Nesses cenarios, praticas de manejo que levam as vacas a realizarem
refeicdes menos frequentes, maiores ou irregulares podem estar associadas ao aumento da
incidéncia de SARA (Krause e Oetzel, 2006). A suplementacdo de vacas leiteiras com
aditivos fitogénicos, levedura morta e minerais organicos pode auxiliar no controle da SARA
e estd alinhada com a tendéncia natural dos consumidores de produtos lacteos, de diminuirem
uso de antibioticos, por exemplo.
Aditivos fitogénicos compreendem um grupo diverso de compostos derivados de plantas,
incluindo 6leos essenciais, oleorresinas e extratos bioativos, que tém sido propostos como
alternativas funcionais aos ion6foros em dietas de ruminantes. Os Oleos essenciais podem
exercer acdo ruminal e sistémica em vacas leiteiras (Silva et al., 2020). Esses aditivos sdo
geralmente comercializados como misturas de compostos, explorando os efeitos especificos
e sinérgicos de cada componente da blend (Calsamiglia et al., 2007). A resposta animal a

uma mistura especifica pode depender da composi¢do, da dosagem e do grau de desafio de



SARA no rebanho (Kréger et al., 2017). Qualquer mistura de aditivos exige validagao
experimental especifica para o produto.

Uma mistura de aditivos fitogénicos composta por especiarias, ervas e 6leos essenciais,
principalmente de hortela, tomilho, alecrim e cravo (Digestarom®), tem sido avaliada como
ferramenta para controlar a SARA. Essa mistura reduziu a dura¢ao do pH ruminal < 6,0 e
aumentou o tempo de ruminacdo em vacas Holandesas ndo lactantes submetidas a um
protocolo de indugdo de acidose ruminal (Kroger et al., 2017). Ela afetou o pH ruminal, o
perfil de fermentacdo, a concentracdo de LPS e o microbioma durante a acidose ruminal
(Kroger et al., 2017; Neubauer et al., 2018; Humer et al., 2018) e melhorou a digestibilidade
total da NDF no trato digestivo (Castillo-Lopez et al., 2022). A mesma mistura foi comparada
com a monensina como suplemento para vacas Holandesas em meio de lactagdo alimentadas
por 9 semanas com uma dieta contendo 25,2 % de amido (Poletti et al., 2025). Ela reduziu o
consumo de matéria seca e aumentou o leite corrigido pela energia (ECM), devido ao
aumento na secrecao de gordura do leite, e reduziu a concentracdo sérica de haptoglobina,
sem efeito detectavel sobre o pH ruminal ou o perfil de fermentacao. O modo de agdo de uma
mistura especifica de aditivos pode variar e sao necessarias mais evidéncias de eficacia em
vacas leiteiras em lactacao.

Aditivos a base de levedura tém sido amplamente avaliados para controlar a SARA e
melhorar a digestibilidade da fibra em bovinos de leite (Desnoyer et al., 2009). Metabolitos
do contetdo celular de levedura morta de S. cerevisiae podem estimular os consumidores de
lactato e os microrganismos degradadores de fibra no raimen (Callaway e Martin, 1997) e
podem aumentar a frequéncia de refei¢des, o que se acredita reduzir a carga acida no rimen
(Bach et al., 2007). Embora células vivas e viaveis de levedura sejam comumente
encontradas no rimen e nas fezes de ruminantes, especialmente naqueles alimentados com
silagens (Fernandes et al., 2019; Sales et al., 2023), a suplementacdo com levedura morta
pode melhorar a producgdo de leite e seus componentes em vacas leiteiras (Dias et al., 2018),
especialmente no inicio da lactacdo (Poppy et al., 2012). Além disso, minerais organicos
podem afetar a fungdo ruminal e a biodisponibilidade de minerais (Weiss e Hansen, 2024),
especialmente durante periodos de maior demanda metabolica (Lopreiato et al., 2020;
McKnight et al., 2025), sugerindo que a associa¢do de levedura morta e minerais organicos

com aditivos fitogénicos pode melhorar a eficacia da mistura.



O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito de uma mistura de aditivos fitogé€nicos,
isoladamente ou acrescida de levedura morta e fontes organicas de S, Cu, Mn, Zn e Se, sobre
o desempenho produtivo, consumo de matéria seca (CMS), eficiéncia alimentar, perfil de
acidos graxos do leite, comportamento de mastigagdo, fermentagdo ruminal e rendimento
microbiano, equilibrio 4cido-base sanguineo, digestibilidade total da dieta no trato digestivo
e permeabilidade intestinal de vacas leiteiras submetidas a um protocolo de inducdo de
acidose ruminal. O objetivo do protocolo foi simular um cendrio de restri¢do alimentar que
induzisse slug feeding de uma dieta rica em amido duas vezes em um intervalo de 3 dias.
Nossa hipotese foi que a mistura de aditivos fitogénicos reduziria a SARA e melhoraria o
CMS, a digestibilidade ¢ o desempenho lactacional, e que a adi¢do de levedura morta e

minerais organicos melhoraria a eficacia em relagdo a mistura isolada.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Acidose ruminal em vacas leiteiras

A acidose ruminal ¢ reconhecida como um dos principais distirbios digestivos
associados a sistemas intensivos de produgdo de leite, particularmente em vacas de alta
producao alimentadas com dietas ricas em carboidratos rapidamente fermentéaveis (Plaizier
et al., 2008; Plaizier et al., 2022). O aumento da densidade energética das dietas, necessario
para sustentar elevadas produgdes de leite, frequentemente resulta em maior oferta de
substratos fermentesciveis no ramen, intensificando a produgdo de acidos graxos volateis e
desafiando os mecanismos fisiologicos de tamponamento, passagem e absor¢do pela parede
ruminal (Plaizier et al., 2008).

No contexto da producdo leiteira moderna, a forma mais frequentemente discutida ¢ a
acidose ruminal subaguda (subacute ruminal acidosis; SARA), caracterizada por depressdes
repetidas do pH ruminal ao longo do dia, geralmente associadas ao acimulo de 4cidos graxos
de cadeia curta (AGCC), principalmente acetato, propionato e butirato, e ndo ao acimulo de
acido latico, como observado na acidose ruminal aguda (Plaizier et al., 2008; Khafipour et
al., 2009). O aumento na concentra¢do de AGCC e queda de pH na SARA reflete uma
fermentagdo intensa de carboidratos nao fibrosos, aliada a limita¢cdes na remogao e

neutralizacao desses acidos.



A acidose ruminal aguda ¢ definida por quedas severas do pH ruminal, frequentemente
abaixo de 5,0, acompanhadas por acimulo de acido latico, reducdo da motilidade ruminal e
comprometimento severo da fun¢ao digestiva, podendo resultar em disturbios clinicos graves
(Plaizier et al., 2008; Slyter, 1976). Em contraste, a SARA envolve uma redugdo menos
acentuada do pH, porém mais prolongada e recorrente, sendo considerada uma condigao
funcional e multifatorial, com manifestacdes varidveis entre animais e sistemas de manejo
(Plaizier et al., 2022).

A acidose subaguda deve ser interpretada como uma alteracao do padrao fermentativo,
marcada por aumento da producao de AGV e mudancas na propor¢ao entre os diferentes
produtos da fermentacao ruminal (Nagaraja e Titgemeyer, 2007).

Diversos estudos experimentais demonstram que dietas ricas em carboidratos
rapidamente fermentaveis alteram significativamente o perfil dos AGV. Em novilhos
submetidos a desafio com dieta altamente concentrada, Goad et al. (1998) observaram
aumento do AGV total e mudangas no perfil fermentativo, com reducdo da propor¢do de
acetato e aumento de propionato ao longo do desafio alimentar. Nesse experimento, as
concentracdes de lactato permaneceram relativamente baixas, confirmando que o
desenvolvimento da acidose subaguda esteve mais associado ao acimulo de AGV do que a
acidose lactica.

Resultados semelhantes foram descritos em vacas leiteiras por Khafipour et al. (2009),
que observaram aumento do AGV total e mudangas importantes na parti¢do fermentativa
durante desafio com graos. Nesse estudo, a concentragcdo de acetato diminuiu enquanto o
propionato aumentou, reduzindo a relagdo acetato:propionato de 2,86 para 1,61. De maneira
semelhante, Li et al. (2012) observaram que desafios dietéticos capazes de induzir SARA
promoveram tendéncia de aumento do propionato e reducdo da relagdo acetato:propionato,
além de alteragdes fermentativas no intestino posterior decorrentes do maior fluxo de amido
nao digerido para o ceco.

Entretanto, nem todos os modelos experimentais de acidose apresentam o mesmo
padrdo fermentativo. No estudo de Krause e Oetzel (2005), em que a acidose foi induzida
por desafio alimentar com pellets de trigo e cevada, o acetato foi o acido graxo volatil que
apresentou o maior aumento durante o dia de desafio. Nesse caso, embora tenha ocorrido

acidificacdo do ramen, a relacao acetato:propionato permaneceu sempre acima de 2 ao longo



do periodo experimental. Esse resultado € particularmente interessante porque contrasta com
o padrdo frequentemente descrito na literatura, em que a acidose estd associada a redugdo
dessa relagdo. No entanto, os autores ndo compararam diretamente esses valores de AGV
com concentragdes basais medidas antes do desafio fermentativo, o que impede afirmar que
a acidose tenha aumentado a relagdo acetato:propionato. Assim, o que pode ser concluido a
partir desse experimento ¢ que, apesar da acidose induzida, o perfil fermentativo manteve
predominancia de acetato e ndo apresentou a queda tipica da relagdo acetato:propionato
observada em outros estudos.

De forma geral, os estudos experimentais indicam que a acidose ruminal est4 associada
a intensificacdo da fermenta¢do e alteracdes no perfil dos AGV, frequentemente com
aumento do propionato e reducgdo da relagdo acetato:propionato. Entretanto, resultados como
os observados por Krause e Oetzel (2005) demonstram que esse padrdo ndo € universal e
pode variar conforme o modelo experimental, o tipo de carboidrato fermentado, o nivel de
adaptacao do rimen e a dinamica de ingestao alimentar. Dessa forma, a acidose ruminal deve
ser interpretada como um distirbio fermentativo complexo, no qual o perfil de AGV pode
responder de maneiras distintas dependendo das condi¢des dietéticas e fisiologicas do

animal.

2.2 Definicao de SARA

Apesar do amplo uso do termo SARA, ndo existe consenso absoluto quanto a sua
defini¢do (Plaizier et al., 2008; Plaizier et al., 2022). Tradicionalmente, a SARA tem sido
definida com base em valores de pH ruminal inferiores a determinados limiares por periodos
especificos do dia, com valores frequentemente reportados entre pH 5,6 € 6,2 (Plaizier et al.,
2008; Kleen et al., 2003). No entanto, esses limiares sdo influenciados pelo método de coleta
do fluido ruminal, pelo local de amostragem no rimen e pelo momento da mensuracao em
relagdo ao fornecimento da dieta (Duffield et al., 2004).

A variabilidade circadiana no pH ruminal ao longo do dia ¢ elevada, refletindo
oscilagdes nas taxas de ingestdo e de fermentagdo e na salivagdo. Além disso, o pH pode
variar substancialmente entre diferentes compartimentos do rumen, o que limita a
representatividade de medigdes pontuais (Keunen et al., 2002; Duffield et al., 2004). Dessa

forma, o tempo gasto abaixo de valores criticos de pH tem sido considerado um indicador



mais informativo da severidade do desafio acidotico do que o pH médio diario, por refletir
melhor a duracdo da exposi¢ao do epitélio ruminal a um ambiente acido (Plaizier et al., 2008;

Plaizier et al., 2022).

2.3 Causas e fatores da acidose

As principais causas da SARA incluem o fornecimento de dieta com teor excessivo de
carboidratos rapidamente fermentéaveis, como aido, relativamente a disponibilidade de fibra
longa fisicamente efetiva (NASEM, 2021) e falhas no manejo alimentar que favorecem
ingestao concentrada em curtos periodos (Plaizier et al., 2008; Stone, 2004). A redu¢ao da
fibra fisicamente efetiva compromete a mastigagcdo e a salivacdo, diminuindo o aporte de
bicarbonato ao rimen e, consequentemente, a capacidade de tamponamento do ambiente
ruminal, e também reduz a motilidade ruminal e consequentemente a remog¢ao de AGCC por
absorcao e passagem (Mertens, 1997; Resende Junior et al., 2006)

Essas condigdes promovem rapida producdo de AGCC, aumento da carga acida
ruminal e depressdes transitorias, porém recorrentes, do pH ruminal, especialmente no
periodo pos-prandial (Plaizier et al., 2008; Plaizier et al., 2022). Além da composi¢ao da
dieta, fatores de manejo, como restricdo alimentar seguida de realimentacdo e praticas que
induzem slug-feeding, sdo reconhecidos como importantes indutores de instabilidade
ruminal, mesmo na auséncia de mudangas extremas na composi¢ao quimica da dieta (Plaizier
et al., 2022; Khafipour et al., 2009).

A SARA tem sido associada a reducdo da ingestdo de matéria seca, menor
digestibilidade da fibra, depressdo do teor de gordura do leite e aumento da variabilidade no
desempenho produtivo (Plaizier et al., 2008; Kleen et al., 2003). A depressao da ingestao esta
relacionada tanto a sinais ruminais quanto a respostas sistémicas que limitam o consumo
voluntario, particularmente em situagdes de instabilidade fermentativa.

Entretanto, a magnitude dessas respostas ¢ altamente varidvel e depende da intensidade
do desafio, da duragdo da exposicao e da capacidade adaptativa individual das vacas (Plaizier
et al., 2022). Estudos indicam que vacas submetidas a desafios semelhantes de pH ruminal
podem apresentar respostas produtivas distintas, sugerindo que fatores além da depressao do

pH (como adaptacdo metabolica, integridade epitelial e respostas sistémicas) desempenham



papel relevante na manifestacdo dos efeitos da SARA (Plaizier et al., 2022; Aschenbach et
al., 2019).

O estresse térmico também ¢ um importante fator ambiental capaz de comprometer o
desempenho produtivo e alterar o metabolismo de vacas leiteiras, podendo também aumentar
a predisposicdo a ocorréncia de acidose ruminal subaguda (SARA). Em condigdes de altas
temperaturas e elevada umidade relativa do ar, a capacidade do animal de dissipar calor
corporal torna-se limitada, resultando em aumento da temperatura corporal e desencadeando
respostas fisioldgicas e comportamentais destinadas a manutengcdo da homeotermia (West,
2003). Entre essas respostas destacam-se a redugao do consumo de matéria seca, aumento da
frequéncia respiratéria, maior fluxo sanguineo periférico e alteragdes no comportamento
alimentar, como menor atividade e maior busca por areas sombreadas ou ventiladas (West,
2003).

A redugdo do consumo de matéria seca ¢ uma das respostas mais consistentes ao
estresse térmico e estd diretamente associada ao aumento do indice temperatura-umidade
(THI). A medida que o THI aumenta, observa-se diminui¢io significativa da ingestdo
alimentar e da producao de leite, evidenciando o impacto direto do ambiente térmico sobre o
metabolismo e o desempenho das vacas leiteiras (West, 2003). Outro aspecto importante
refere-se as alteragdes fisiologicas provocadas pelo estresse térmico no sistema digestivo.
Durante episddios de calor, ocorre redistribui¢do do fluxo sanguineo para tecidos periféricos
como pele e extremidades, mecanismo que auxilia na dissipacdo de calor corporal.
Entretanto, essa adaptagdo pode reduzir o fluxo sanguineo para o trato gastrointestinal e
alterar o metabolismo de nutrientes, afetando a digestdo e a absorcao ruminal (West, 2003).
Essas alteragdes fisiologicas podem comprometer a estabilidade fermentativa do rmen,
principalmente quando associadas a dietas com maior propor¢ao de carboidratos rapidamente
fermentéveis.

Além disso, a reducdo da ingestdo de fibra fisicamente efetiva durante periodos de
estresse térmico pode diminuir a atividade de mastigacao e ruminagao. Como consequéncia,
ocorre menor produgdo de saliva, que representa uma das principais fontes de bicarbonato e
fosfatos responsaveis pelo tamponamento do ambiente ruminal. A redu¢do da capacidade de

tamponamento favorece a queda do pH ruminal, especialmente em situagdes nas quais a



producao de acidos graxos volateis excede a capacidade de neutralizacdo e absor¢do do
ramen (O’Grady et al., 2008).

Dessa forma, a maior ocorréncia de SARA observada durante periodos de calor ou em
sistemas com ambiéncia inadequada pode ser explicada pela interacdo entre alteragdes no
comportamento ingestivo, mudancas na composicao das dietas e adaptacdes fisiologicas
associadas ao estresse térmico. Esses fatores atuam de forma sinérgica aumentando a carga
fermentativa no rimen e reduzindo os mecanismos naturais de tamponamento, favorecendo
redugdes prolongadas do pH ruminal e elevando o risco de desenvolvimento de acidose

ruminal subaguda em vacas leiteiras.

2.4 SARA, endotoxinas e inflamacao

A relagdo entre SARA, endotoxinas bacterianas e inflamagdo sistémica tem sido
amplamente investigada. Dietas ricas em graos e desafios acidoticos podem aumentar a
concentracdo de lipopolissacarideos (LPS) no contetido ruminal, em decorréncia da lise
bacteriana associada a reducdo do pH ruminal (Gozho et al., 2005, Khafipour et al., 2009).
O aumento de LPS no rimen pode representar um estimulo imunolédgico potencial, sobretudo
quando associado a reducao da integridade da barreira epitelial.

Entretanto, o aumento de LPS no rimen nao resulta necessariamente em translocacao
sistémica ou resposta inflamatdria mensurdvel. Em modelos experimentais de SARA
induzida por graos, a resposta inflamatoria sistémica mostrou-se dependente do método de
indugdo, da severidade do desafio e da adaptacao prévia dos animais (Khafipour et al., 2009).
Em outros modelos, observou-se aumento de LPS no rimen sem alteracdes consistentes em
marcadores sistémicos de inflamag¢do, como proteinas de fase aguda (Khafipour et al., 2009;
Plaizier et al., 2022).

Estudos de campo demonstraram que endotoxinas livres nas fezes estdo associadas a
fatores de risco para SARA, como dietas com menor teor de fibra, sem que isso seja
necessariamente acompanhado por inflamagao sist€émica detectavel (Li et al., 2010). Esses
achados reforcam a ideia de que a inflamacao associada a8 SARA pode ser local, transitoria
ou subclinica, e que marcadores sistémicos tradicionais podem ndo capturar plenamente

alteragOes inflamatérias de baixa intensidade (Plaizier et al., 2022).



2.4 Limitacoes dos marcadores classicos

O uso isolado do pH ruminal ou de marcadores inflamatdrios sistémicos apresenta
limitagdes importantes na caracterizagao da SARA (Plaizier et al., 2008; Plaizier et al., 2022).
Revisodes recentes destacam que a SARA afeta multiplos componentes da satde do trato
gastrointestinal, incluindo microbiota, epitélio ruminal e intestinal, funcdo de barreira e
respostas inflamatérias locais, que podem ndo ser plenamente captadas por indicadores
sist€émicos tradicionais (Plaizier et al., 2022). Dessa forma, a SARA deve ser compreendida
como um desafio multifatorial, caracterizado por instabilidade fermentativa e fisioldgica,
cujas consequéncias dependem ndo apenas da magnitude da depressao do pH ruminal, mas
também da interacdo entre dieta, manejo alimentar e capacidade adaptativa dos animais
(Plaizier et al., 2022; Khafipour et al., 2009).

Além disso, diferentes biomarcadores tém sido investigados como ferramentas
complementares para a avaliacdo. Estudos experimentais demonstram que desafios
nutricionais capazes de induzir SARA promovem aumento na liberacdo de
lipopolissacarideos (LPS) no ramen, resultante da lise de bactérias gram-negativas em
ambientes de baixo pH, podendo favorecer a translocacdo dessas endotoxinas para a
circulagdo sistémica (Khafipour et al., 2009). Em vacas leiteiras submetidas a desafios
nutricionais com dietas ricas em graos, observou-se aumento significativo da concentracao
de LPS no fluido ruminal e no plasma, acompanhado pela elevacdo de proteinas de fase
aguda, como haptoglobina e Amiloide sérica A, evidenciando a ativacdo de resposta
inflamatoria sistémica associada @ SARA (Khafipour et al., 2009). Resultados semelhantes
foram observados por Gozho et al. (2005), que demonstraram que a indugdo experimental de
SARA por meio do aumento da proporcao de concentrado na dieta elevou a concentragdo de
LPS no rimen e aumentou significativamente as concentragdes plasmaticas de haptoglobina
e Amiloide sérica A, caracterizando uma resposta inflamatoria sistémica decorrente da
acidose ruminal (Gozho et al., 2005).

Assim, além do monitoramento do pH ruminal, biomarcadores relacionados a
endotoxemia e a resposta inflamatoria, como lipopolissacarideos circulantes, haptoglobina,
Amiloide sérica A e proteinas ligadoras de LPS, tém sido propostos como indicadores
complementares na avaliagdo da SARA (Gozho et al., 2005; Khafipour et al., 2009). A

utilizacdo integrada desses indicadores permite uma compreensao mais abrangente da



sindrome, uma vez que possibilita avaliar ndo apenas as altera¢des fermentativas no ramen,
mas também as consequéncias sistémicas associadas ao disturbio.

Modelos experimentais de acidose ruminal sdo amplamente utilizados para investigar
mecanismos fisiolodgicos e respostas nutricionais em vacas leiteiras. No entanto, diferencas
no desenho experimental, incluindo método de indugao, intensidade e duracao do desafio,
comprometem a comparabilidade entre estudos e impdem limitagdes importantes a
interpretagdo dos resultados. Evidéncias acumuladas indicam que a resposta dos animais a
esses modelos ¢ altamente dependente do contexto experimental e da capacidade adaptativa
individual, o que dificulta a extrapolagdo direta dos achados para condi¢des de campo ou
para interpretagdes mecanisticas simplistas (Plaizier et al., 2008; Plaizier et al., 2022). Em
muitos modelos experimentais, a indugdo de SARA resulta em quedas transitorias do pH
ruminal, sem estabelecimento de acidose persistente ao longo do dia. Estudos demonstram
que a magnitude e a dura¢do dessas quedas sdo fortemente influenciadas pelo protocolo
experimental adotado, e ndo apenas pela composicao da dieta (Gozho et al., 2005; Plaizier et
al., 2008). Assim, a auséncia de reducdo consistente do pH médio didrio ndo deve ser
interpretada como auséncia de desafio ruminal, mas sim como indicativo de um modelo de
instabilidade fermentativa moderada, frequentemente mais representativo de condigdes
praticas de manejo.

Essa caracteristica € particularmente relevante em estudos que utilizam desafios
alimentares de curta duracdo ou estratégias que promovem ingestao concentrada em periodos
especificos, nos quais a acidificagdo ruminal ocorre de forma episddica e rapidamente
reversivel (Plaizier et al., 2022). Nesses contextos, indicadores classicos de acidose podem

falhar em capturar a real magnitude do estresse fermentativo imposto aos animais.

2.5 Dissociacao entre acidose, endotoxinas e inflamacio sistémica

A relacdo entre acidose ruminal, liberacdo de endotoxinas e inflamagdo sistémica ¢é
altamente dependente do modelo experimental. Embora aumentos na concentragdo de
lipopolissacarideos (LPS) no rimen sejam frequentemente observados em dietas ricas em
graos, diversos estudos demonstram que essa resposta local nem sempre se traduz em
endotoxemia ou inflamagdo sistémica mensuravel (Gozho et al., 2005; Khafipour et al.,

2009).



Khafipour et al. (2009) evidenciaram que a inflamagdo sistémica associada a
alimentagdo com graos ¢ fortemente influenciada pelo método de inducdo do desafio,
enquanto Li et al. (2010) demonstraram que endotoxina fecal pode aumentar em condigdes
associadas a SARA sem alteracdes concomitantes em marcadores inflamatérios sistémicos.
Esses resultados indicam que marcadores sanguineos classicos podem subestimar desafios
ruminais subclinicos ou transitorios, especialmente quando a integridade da barreira
gastrointestinal ¢ parcialmente preservada.

O epitélio ruminal desempenha papel fundamental na absorcao seletiva de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) e eletrolitos, ao mesmo tempo em que limita a passagem de
microrganismos e toxinas presentes no conteudo ruminal. Essa seletividade ¢ mantida
principalmente por complexos de jung¢des intercelulares, como as “tight junctions”, formadas
por proteinas como claudinas e ocludina, que restringem a permeabilidade epitelial em
condic¢des fisiologicas (Aschenbach et al., 2019).

Durante desafios fermentativos associados a acidose ruminal subaguda (SARA), o
epitélio ruminal pode sofrer alteragdes estruturais e funcionais que comprometem
temporariamente sua fungdo de barreira. Dietas altamente fermentaveis elevam a produgao
de AGCC, reduzem o pH ruminal e aumentam a osmolaridade do contetido ruminal, criando
um ambiente que pode afetar a integridade epitelial. Estudos experimentais demonstram que
essas condi¢des podem reduzir a funcdo de barreira do epitélio ruminal e aumentar sua
permeabilidade, evidenciado por aumento do fluxo de marcadores paracelulares e alteragdes
no tecido epitelial (Schurmann et al., 2014).

Além das alteracdes funcionais, mudangas estruturais também foram observadas no
epitélio ruminal durante episddios de SARA. Em bovinos submetidos a dietas ricas em graos,
Steele et al. (2011) observaram redugdo na espessura de camadas epiteliais, perda da
integridade das juncdes celulares e aumento de lesdes nas papilas ruminais, indicando
comprometimento da integridade epitelial durante periodos de acidose fermentativa.

Alteragdes na funcgao de barreira ndo se restringem ao ramen. Evidéncias experimentais
indicam que desafios dietéticos capazes de induzir SARA também podem comprometer a
integridade do epitélio do intestino posterior. Wang et al. (2021) demonstraram que a inducdo

experimental de SARA aumentou a permeabilidade do epitélio do célon, com alteragdes



estruturais nas “tight junctions”, aumento da permeabilidade epitelial ¢ maior fluxo de
dextrana fluorescente através do epitélio, indicando perda da fungdo de barreira no célon.

Essas alteragdes na permeabilidade gastrointestinal podem favorecer a translocagdo de
compostos microbianos imunogénicos, particularmente lipopolissacarideos (LPS)
provenientes da lise de bactérias Gram-negativas no ramen. Em vacas leiteiras submetidas a
um desafio experimental de SARA, Khafipour et al. (2009) observaram aumento
significativo da concentragdo de LPS no fluido ruminal e sua deteccdo na circulagdo
periférica, sugerindo translocacao desses compostos através da mucosa gastrointestinal.

A presenca desses componentes bacterianos na circulacao pode desencadear respostas
inflamatorias sistémicas moderadas. Gozho et al. (2005) demonstraram que a indugao
experimental de SARA elevou as concentragdes plasmaticas de proteinas de fase aguda,
como haptoglobina e proteina amiloide sérica A, evidenciando ativa¢do de resposta
inflamatoria sist€émica mesmo na auséncia de sinais clinicos evidentes.

Resultados semelhantes foram observados por Guo et al. (2017), que relataram aumento
da concentracdo de LPS nas veias portal e hepatica em vacas alimentadas com dietas
altamente concentradas, acompanhado pela ativagdo de vias inflamatorias no figado e
aumento da expressao de citocinas pro-inflamatorias.

Além das respostas sistémicas, evidéncias indicam que o proprio epitélio ruminal pode
participar ativamente da resposta imune local. Kent-Dennis et al. (2019) demonstraram que
desafios experimentais de SARA podem modular a expressdo de genes associados ao
reconhecimento imunolédgico e a inflamagao no epitélio ruminal, indicando que esse tecido
nao atua apenas como barreira fisica, mas também como componente ativo na resposta imune
da mucosa.

Em conjunto, esses achados indicam que a SARA pode comprometer a fungdo de
barreira ao longo do trato gastrointestinal, afetando tanto o epitélio ruminal quanto o
intestinal. A perda temporaria da integridade epitelial pode facilitar a translocacdo de
compostos microbianos e desencadear respostas inflamatorias de baixa intensidade,
caracterizando respostas fisioldgicas subclinicas que podem impactar a saide e o

desempenho produtivo dos animais (Plaizier et al., 2022).

2.6 Controle de curto prazo: distensio, osmolaridade e produtos da fermentacio



O modelo de regulagdo de curto prazo proposto para vacas em lactacao enfatiza que
caracteristicas fisicas e quimicas da dieta alteram ingestdo via distensdo reticulo-ruminal,
osmolalidade e sinais associados aos produtos da fermenta¢do, com integracdo de sinais
periféricos que refletem oferta e utilizagao de nutrientes (Allen, 2000; Allen, 2014). Esses
sinais limitam o tamanho da refei¢do e ajustam o intervalo entre refei¢des, funcionando como
um mecanismo regulatorio para prevenir sobrecarga digestiva e metabolica (Allen, 2000).

Evidéncia experimental mostra que desafios de “rumen fill” e alteragdes associadas a
componentes fermentativos conseguem reduzir ingestdo e modificar o padrao alimentar
mesmo em condigdes nas quais nao se espera um distarbio clinico, reforcando que grande
parte da resposta ingestiva ¢ funcional e ocorre antes de qualquer quadro evidente (Dado and

Allen, 1995; Allen, 2000).

2.7 Padrao de refeicoes e manejo: comportamento como mediador do desempenho

O padrao de refeicdes ¢ um determinante pratico da carga fisiologica didria. Mudancas
no momento de fornecimento do alimento alteram distribui¢do das refei¢des, atividade de
alimentagdo/ruminagdo e podem impactar produtividade e composi¢do do leite, indicando
que o manejo modula a resposta ingestiva e produtiva via comportamento, € ndo apenas via
formulacgdo da dieta (King et al., 2016).

De forma consistente, alteracdes em caracteristicas do grao (método de conservacao,
tamanho de particula e disponibilidade de amido) modificam ingestdo e comportamento
alimentar e se refletem em desempenho, reforcando que respostas podem ser mediadas por
mudangas na dindmica de ingestdo e na fermentacdo sem requerer sinais clinicos (Oba &

Allen, 2003).

2.8 Integraciio com epitélio ruminal: eficiéncia de absor¢ao e custo fisiologico

A eficiéncia de absorcao de AGCC e eletrolitos e a seletividade da barreira epitelial sao
componentes centrais para manter a homeostase frente a dietas de alta fermentabilidade,
influenciando o custo fisioldgico pds-prandial e a tolerancia do animal a carga digestiva
diaria (Aschenbach et al., 2019)

Adaptacdes funcionais e estruturais do epitélio ruminal tém sido associadas a maior

capacidade de lidar com alteragdes do ambiente luminal e a mudangas na eficiéncia de



utiliza¢ao de nutrientes ao longo do tempo (Penner et al., 2011; Steele et al., 2011). Nesse
quadro, diferencas de desempenho podem emergir por redugdo do custo fisioldgico da
ingestao e melhoria da tolerancia pds-prandial, sem necessidade de alteragdes dramaticas em
desfechos classicos (Allen, 2014; Penner et al., 2011; Steele et al., 2011).

Em sintese, ao avaliar respostas ingestivas e produtivas sob desafios alimentares, ¢
essencial considerar que a intervencdo pode atuar predominantemente por modulagdo do
padrio de refeicdes e do comportamento alimentar, alteracdo da sinaliza¢dao pos-prandial e
mudangas na eficiéncia/integragao epitelial-metabdlica, mesmo quando marcadores ruminais
pontuais ndo se alteram de forma expressiva (Allen, 2000; Allen, 2014; King et al., 2016;
Aschenbach et al., 2019; Penner et al., 2011).

2.9 Contextualizacio e evolucio do uso de aditivos fitogénicos

O interesse por aditivos fitogénicos na nutricdo de ruminantes intensificou-se nas
ultimas décadas, impulsionado principalmente pelas restricoes ao uso de antibioticos
promotores de crescimento e ion6foros, bem como pela crescente demanda por sistemas de
produ¢do mais sustentaveis e socialmente aceitos. Embora ionéforos como a monensina
tenham sido amplamente utilizados em vacas leiteiras devido a sua capacidade de melhorar
a eficiéncia alimentar e modular a fermentacdo ruminal, preocupacdes relacionadas a
resisténcia antimicrobiana e a aceitagdo pelo consumidor estimularam a busca por
alternativas de origem natural (Calsamiglia et al., 2007).

Nesse contexto, compostos derivados de plantas passaram a ser avaliados como
potenciais moduladores da fermentagdo ruminal. Inicialmente, grande parte dos estudos
concentrou-se em ensaios in vitro, nos quais os fitogénicos demonstraram capacidade de
inibir microrganismos especificos e alterar vias fermentativas. Entretanto, a extrapolag¢ao
desses resultados para condi¢des in vivo mostrou-se limitada, uma vez que o ambiente
ruminal apresenta elevada complexidade e capacidade adaptativa (Calsamiglia et al., 2007).
Assim, a literatura evoluiu para estudos in vivo que passaram a avaliar ndo apenas parametros
fermentativos cléssicos, mas também consumo, comportamento ingestivo, desempenho
produtivo e respostas fisioldgicas sistémicas.

Os aditivos fitogénicos, constituem uma classe ampla de produtos derivados de plantas,

incluindo ervas, especiarias, extratos vegetais, oleorresinas e Oleos essenciais. Esses



compostos sao originados do metabolismo secundario das plantas e apresentam fungdes
ecoldgicas relacionadas a defesa contra patégenos, atragdo de polinizadores e adaptagao
ambiental (Calsamiglia et al., 2007).

Dentro dessa classe, os Oleos essenciais representam apenas uma subcategoria
especifica, caracterizada por compostos volateis extraidos principalmente por destilagdo a
vapor. Quimicamente, os 0leos essenciais sdo formados predominantemente por terpenoides
(monoterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropanodides, como timol, carvacrol, eugenol,
cinamaldeido e capsaicina (Calsamiglia et al., 2007). Esses compostos apresentam diferentes
propriedades fisico-quimicas, o que resulta em mecanismos de agdo distintos sobre
microrganismos ruminais e sobre o proprio animal.

A distingdo entre Oleos essenciais isolados e blends fitogénicos comerciais ¢
fundamental para a interpretacdo dos resultados da literatura. Produtos comerciais
frequentemente combinam diferentes fontes vegetais e compostos ativos, com o objetivo de
explorar efeitos aditivos ou complementares, aumentar a estabilidade do produto e reduzir
variagoes associadas a origem botanica e ao método de extragdo. Assim, nem todo fitogénico
pode ser classificado como 06leo essencial, e diferentes blends fitogénicos ndo devem ser

considerados equivalentes entre si.

2.10 Mecanismos de acio dos fitogénicos no riimen

Os mecanismos de acdo dos aditivos fitogénicos sdo complexos e multifatoriais,
dependendo da composi¢ao do produto, da dose fornecida e das caracteristicas da dieta basal.
De modo geral, os efeitos primarios descritos na literatura envolvem a interacdo dos
compostos ativos com a membrana celular de microrganismos ruminais, resultando em
alteragcdes na permeabilidade, no gradiente i6nico e no metabolismo energético bacteriano
(Calsamiglia et al., 2007).

Compostos fendlicos, como timol e carvacrol, apresentam elevada afinidade por
membranas lipidicas, promovendo a dissipacdo do gradiente de protons e aumentando o custo
energético para manutencao celular. Esse efeito ¢ mais pronunciado em bactérias gram-
positivas, embora alguns compostos também possam afetar bactérias gram-negativas,
dependendo do peso molecular e da estrutura quimica (Calsamiglia et al., 2007). Como

consequéncia, ocorrem alteragdes na taxa de crescimento de populagdes microbianas



especificas, o que pode resultar em mudancas no perfil fermentativo, como redugdo da
relacdo acetato:propionato ou modulacdo do metabolismo do nitrogénio.

Entretanto, diversos estudos in vivo demonstram que alteragdes cldssicas na
fermentagao ruminal, como pH e proporc¢des molares de acidos graxos volateis, nem sempre
acompanham respostas produtivas observadas com a suplementacao de fitogénicos (Tekippe
et al., 2013; Kroger et al., 2017). Esse fato sugere que os mecanismos de agdo desses

compostos nao se limitam a modulagdo direta da fermentagdo ruminal.

2.11 Efeitos extra-ruminais e respostas.

Embora os efeitos dos aditivos fitogénicos sejam frequentemente discutidos sob a dtica
da modulagao da fermentagao ruminal, evidéncias crescentes indicam que parte relevante de
suas respostas produtivas pode estar associada a efeitos extra-ruminais, envolvendo o
comportamento ingestivo, a eficiéncia metabodlica e respostas fisiologicas sistémicas do
hospedeiro. Essa constatacao ajuda a explicar por que, em diversos estudos in vivo, melhorias
em desempenho e eficiéncia alimentar sdo observadas mesmo na auséncia de alteracdes
expressivas em parametros classicos da fermentagao ruminal, como pH e propor¢des molares
de 4cidos graxos volateis.

Kroger et al. (2017) demonstraram que a suplementacdo com um aditivo fitogénico
comercial foi capaz de alterar o comportamento ingestivo e a dindmica das refeigdes,
promovendo maior estabilidade no consumo de matéria seca em vacas submetidas a dietas
desafiadoras. Essas alteracdes comportamentais, incluindo modificagdes no tamanho e na
distribuicdo das refeicdes ao longo do dia, sdo particularmente relevantes em sistemas
intensivos, nos quais flutuagdes abruptas no padrao de ingestao estdo associadas a maior risco
de disttrbios digestivos.

De forma consistente, o estudo conduzido por Silva et al. (2020) avaliou os efeitos de
um blend microencapsulado de o6leos essenciais contendo capsaicina, carvacrol,
cinamaldeido e eugenol em vacas leiteiras em lactagdo. Os autores observaram redu¢do no
consumo de matéria seca concomitante ao aumento da producdo de leite, resultando em
melhora da eficiéncia alimentar. Adicionalmente, foram relatadas alteracoes no
comportamento ingestivo, incluindo maior propor¢ao da ingestao concentrada no periodo da

manha, refei¢des mais longas e menor frequéncia de refei¢cdes didrias. Esses achados indicam



que os fitogénicos podem influenciar a forma como os animais organizam o consumo ao
longo do dia, com potenciais reflexos sobre a eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes.

Importante destacar que, no estudo de Silva et al. (2020), as melhorias em eficiéncia
alimentar e desempenho ocorreram sem mudangas expressivas na populagdo microbiana
ruminal ou na producdo total de acidos graxos volateis, refor¢ando a hipdtese de que os
efeitos observados ndao podem ser atribuidos exclusivamente a modulagdo direta da
fermentagdo ruminal. Além disso, os autores relataram efeitos sistémicos associados a
termorregulacdo e a oxigenacgdo sanguinea, sugerindo que os 6leos essenciais podem atuar
em multiplos niveis fisioldgicos.

Resultados semelhantes foram reportados por Diepersloot et al. (2025), que observaram
alteragdes pontuais no consumo de matéria seca € no comportamento ingestivo de vacas
suplementadas com blends especificos de 6leos essenciais, associadas a mudangas no pH
ruminal maximo e na dindmica das refeigdes, ainda que os efeitos ndo tenham sido
consistentes ao longo de todo o periodo experimental. Esses achados reforcam a nogao de
que os efeitos dos fitogénicos podem ser transitorios ou dependentes da adaptagcdo dos
animais e da microbiota ao longo do tempo.

Além do comportamento ingestivo, hd evidéncias de que os fitogénicos possam
influenciar respostas metabolicas e inflamatorias do hospedeiro. Estudos conduzidos sob
condigdes de desafio nutricional indicam que alteragdes na integridade do trato
gastrointestinal e aumento da translocagdo de endotoxinas podem ocorrer mesmo quando o
pH ruminal permanece dentro de faixas consideradas normais (Li et al., 2010; Plaizier et al.,
2022). Nesse contexto, os fitogénicos podem contribuir para a manutengao da estabilidade
fisiologica, atenuando respostas inflamatorias subclinicas e favorecendo uma utilizagdao mais
eficiente da energia metabolizavel.

Em conjunto, esses resultados indicam que os efeitos dos aditivos fitogénicos ndo se
limitam a modulacdo direta da microbiota ruminal, mas envolvem uma interacado complexa
entre fermentacdo, comportamento ingestivo e respostas sist€émicas do animal. Essa visao
integrada € essencial para a correta interpretagdo da variabilidade observada na literatura e
para a compreensdo dos mecanismos pelos quais os fitogénicos podem melhorar a eficiéncia

produtiva, especialmente em condi¢des de desafio nutricional.



A literatura demonstra elevada variabilidade nas respostas a suplementagao com dleos
essenciais isolados. Tekippe et al. (2013), avaliando um produto a base de eugenol e
cinamaldeido, relataram efeitos moderados sobre digestibilidade e metabolismo do
nitrogénio, sem impactos consistentes sobre produgdo de leite ou consumo de matéria seca.
Resultados semelhantes foram observados em outros estudos que utilizaram compostos
isolados ou combinagdes simples, destacando a dependéncia do contexto experimental.

Em contraste, estudos que avaliaram blends fitogénicos comerciais padronizados
relatam respostas mais consistentes em eficiéncia alimentar ¢ desempenho produtivo,
especialmente quando os animais sao submetidos a dietas desafiadoras. Kroger et al. (2017)
e Neubauer et al. (2018) observaram aumento no consumo de matéria seca ¢ melhorias no
desempenho de vacas suplementadas com blends fitogénicos, associadas a maior estabilidade
do comportamento ingestivo.

Essas diferencas reforgam a nog¢ao de que a composicdo e a padronizagdao do produto
sdo determinantes para a resposta animal, e que a simples classificacdo do aditivo como “6leo

essencial” ou “fitogénico” ¢ insuficiente para prever seus efeitos.

2.12 Variabilidade de resposta aos fitogénicos

A variabilidade de resposta aos aditivos fitogénicos observada na literatura pode ser
atribuida a diversos fatores, incluindo dose, composi¢ao do produto, forma fisica, dieta basal,
fase de lactacdo e nivel de desafio nutricional. Estudos comparativos indicam que doses
excessivas de determinados compostos podem reduzir o consumo de matéria seca, enquanto
doses moderadas podem melhorar a eficiéncia alimentar sem efeitos negativos sobre ingestao
(Tekippe et al., 2013; Diepersloot et al., 2025).

Além disso, a adaptacao microbiana ao longo do tempo pode atenuar ou modificar os
efeitos iniciais dos fitogénicos, contribuindo para respostas transitdrias ou dependentes do
periodo experimental. Essas caracteristicas tornam essencial a avaliagdo dos fitogénicos em
modelos experimentais que reflitam condigdes praticas de producdo e desafios nutricionais
reais.

Desafios nutricionais, como dictas com alto teor de carboidratos fermentaveis ou

manejo alimentar irregular, estdo associados a distarbios que vao além da simples redugdo



do pH ruminal, incluindo alteragdes na microbiota, inflamagao sistémica e comprometimento
da saude intestinal (Plaizier et al., 2022). A translocacdo de lipopolissacarideos para a
circulagdo sistémica, descrita por Li et al. (2010), ilustra como esses desafios podem impactar
negativamente o desempenho produtivo.

Nesse contexto, os aditivos fitogénicos emergem como ferramentas promissoras para
mitigar os efeitos negativos desses desafios, melhorando a eficiéncia produtiva e a
estabilidade fisioldgica, mesmo quando alteragdes classicas da fermentagdo ruminal ndo sio
evidentes.

Em sintese, os aditivos fitogénicos constituem uma classe heterogénea de compostos
com potencial para melhorar a eficiéncia alimentar e o desempenho produtivo de vacas
leiteiras. A literatura indica que Oleos essenciais isolados apresentam respostas
inconsistentes, enquanto blends fitogénicos comerciais padronizados tendem a gerar
resultados mais estaveis, especialmente sob condi¢gdes de desafio nutricional.

Apesar dos avangos, permanecem lacunas importantes relacionadas aos mecanismos
extra-ruminais de acdo e a interagdo entre fitogénicos e desafios alimentares agudos. A
escassez de estudos integrando desempenho, comportamento ingestivo e digestibilidade sob
condi¢cdes controladas de desafio justifica a condugdo de experimentos adicionais, como o

proposto na presente dissertacao.

2.13 O uso de aditivo fitogénico e principais resultados encontrados

Um dos trabalhos a investigar aditivos fitogénicos em condi¢des de desafio ruminal foi
conduzido por Kroger et al. (2017). Nesse estudo, vacas Holandesas nao lactantes foram
submetidas a um modelo experimental de desafio intermitente com dietas contendo alto teor
de concentrado. O delineamento incluiu trés tratamentos: dieta controle, suplementagcdo com
um aditivo fitogénico (Digestarom®) e suplementacdo com levedura autolisada (Levabon®).
O protocolo experimental iniciou com uma fase de alimentagcdo baseada exclusivamente em
forragem, seguida por duas fases de desafio com dietas contendo aproximadamente 65% de
concentrado, separadas por um periodo de recuperagdo com dieta forrageira. Durante o
experimento foram avaliados ingestdo de matéria seca, comportamento ingestivo, atividade

de ruminacdo e pH reticular.



A mudanga da dieta com alta forragem para dietas com alto teor de concentrado
provocou alteragdes marcantes no comportamento ingestivo dos animais. O tempo médio
diario de alimentacdo reduziu de aproximadamente 340 min/dia na dieta com alta forragem
para cerca de 227 min/dia na dieta com alto concentrado. De maneira semelhante, o tempo
de ruminagao foi reduzido de cerca de 611 min/dia para aproximadamente 209 min/dia
durante o primeiro desafio com concentrado. Entretanto, durante o segundo desafio
observou-se recuperagdo parcial da atividade de rumina¢do, com valores proximos de 321
min/dia, sugerindo algum grau de adaptagdo ao desafio dietético repetido. Em relagdo ao
ambiente ruminal, vacas do grupo controle permaneceram em média 560 minutos por dia
com pH reticular abaixo de 6,0 em determinados dias do desafio. Em contraste, vacas
suplementadas com o aditivo fitogénico permaneceram aproximadamente 318 minutos por
dia abaixo desse limiar, indicando reducao consideravel na duragao da acidificagao ruminal.
Além disso, em dias especificos do desafio o pH minimo foi maior nos animais
suplementados, atingindo cerca de 5,58, enquanto no grupo controle o valor minimo foi
proximo de 5,19. Esses resultados indicam que a suplementacdo fitogénica contribuiu para
reduzir a intensidade da acidificacdo ruminal durante o desafio com alto concentrado.

Na sequéncia dessa linha de pesquisa, Neubauer et al. (2018) investigaram os efeitos
desses mesmos aditivos sobre a microbiota ruminal e o perfil de fermentacao. O experimento
foi conduzido com vacas Holandesas fistuladas distribuidas em delineamento quadrado latino
com trés tratamentos: controle, aditivo fitogénico e levedura autolisada. O protocolo
experimental foi semelhante ao utilizado no estudo anterior (Kroger et al., 2017). Os
resultados demonstraram que a inclusdo de concentrado na dieta promoveu alteracdes
importantes na composi¢do da microbiota ruminal. Houve reducio na diversidade bacteriana
e diminui¢do da abundancia relativa de bactérias associadas a degradagdo de fibra, como
espécies dos géneros Ruminococcus e Butyrivibrio. Por outro lado, observou-se aumento na
abundancia de bactérias associadas a fermentacao de carboidratos rapidamente fermentaveis,
incluindo géneros como Prevotella, Megasphaera e Lachnospira. Em relagdo ao perfil de
fermentagdo, a transicdo para dietas com alto concentrado reduziu a propor¢ao molar de
acetato e a rela¢do acetato:propionato, a0 mesmo tempo em que aumentou as proporgdes de
propionato e butirato. O aditivo fitogénico promoveu aumento na propor¢do molar de

butirato, enquanto a levedura autolisada apresentou efeito mais evidente sobre a abundancia



de bactérias celuloliticas. Além disso, as concentragdes totais de AGV variaram ao longo do
periodo pos-alimentacdo, com valores mais elevados aproximadamente 8 horas apos a
alimentagdo durante as fases de alto concentrado.

Complementando esses resultados, Humer et al. (2018) investigaram os efeitos do
desafio de acidose sobre marcadores de disbiose ruminal e metabolismo sistémico. Nesse
estudo foram avaliadas concentra¢des de lipopolissacarideos (LPS) e aminas biogénicas no
fluido ruminal, além de diversos parametros metabdlicos no plasma sanguineo. Os resultados
mostraram que o primeiro episddio de acidose provocou aumento significativo na
concentracdo de LPS no rimen e de varias aminas biogénicas, incluindo histamina,
cadaverina e espermina. A suplementagdo com o aditivo fitogénico reduziu a concentracao
de LPS ruminal em cerca de 43% em comparagdo ao grupo controle durante o primeiro
episodio de acidose. Também foram observadas redugdes expressivas em aminas biogénicas
potencialmente toxicas. A concentracdo de histamina foi reduzida em aproximadamente
66%, enquanto a concentragdo de pirrolidina apresentou reduc¢do de cerca de 38%. A
suplementagdo com levedura autolisada também reduziu diversas aminas biogénicas,
incluindo metilamina, etanolamina e espermidina. Em relagao ao metabolismo sistémico, o
desafio resultou em aumento nas atividades plasmaticas de enzimas hepaticas. As
concentragcdoes de AST, GGT e GLDH aumentaram aproximadamente 20%, 8% e 80%,
respectivamente, enquanto a concentracdo plasmatica de colesterol apresentou reducao de
cerca de 43% durante o primeiro episdédio de acidose. Andlises metabolomicas também
indicaram alteragdes em diversas classes de lipidios plasmaticos, incluindo fosfatidilcolinas
e esfingomielinas.

Mais recentemente, Castillo-Lopez et al. (2022) avaliaram os efeitos de um aditivo
fitogénico sobre a fermentagdo ruminal e a digestibilidade de nutrientes em vacas em
transi¢do para dietas com alto teor de concentrado. Nesse estudo, o aditivo fitogénico foi
incluido na dieta em aproximadamente 0,04% da matéria seca, sendo comparado com uma
dieta controle sem suplementacdo. Durante o experimento foram avaliadas concentracdes de
AGYV em diferentes fragcdes do contetido ruminal, além da digestibilidade aparente total dos
nutrientes.

Os resultados demonstraram que o aumento do teor de concentrado na dieta elevou as

concentragoes totais de AGV no fluido ruminal ao longo das semanas experimentais. Em



determinados momentos do experimento, as vacas suplementadas apresentaram maiores
concentragdes totais de AGV, atingindo cerca de 130 mM, enquanto no grupo controle os
valores foram préximos de 116 mM. Alteracdes também foram observadas no perfil de
fermentagao, incluindo mudancgas nas propor¢des molares de acetato e butirato ao longo do
tempo. Além disso, a suplementacdo fitogénica aumentou de forma consistente a
digestibilidade da fibra. A digestibilidade aparente da fibra em detergente neutro (FDN) foi
aproximadamente 62,7% no grupo controle e 67,5% no grupo suplementado durante a fase
com dieta forrageira. Em dietas com maior proporc¢ao de concentrado, esses valores foram
cerca de 69,8% e 74,7%, respectivamente, indicando melhora significativa na digestibilidade
da fragdo fibrosa da dieta causada pelo aditivo fitogénico em dietas de alto nivel de
concentrado.

Resultados mais aplicados em sistemas de producao leiteira foram relatados por Poletti
et al. (2025). Nesse estudo foram avaliadas vacas Holandesas em lactagdo alimentadas com
trés estratégias nutricionais: monensina, aditivo fitogénico e um “blend” contendo fitogénico,
levedura autolisada e minerais organicos. A producao diaria de leite foi semelhante entre os
tratamentos, com valores proximos de 33 kg/dia. Entretanto, diferencas importantes foram
observadas em indicadores de produgdo corrigida para energia. A produg¢do de leite corrigida
para gordura (3,5% FCM) foi aproximadamente 33,8 kg/dia no grupo monensina, enquanto
nos grupos suplementados com fitogénico ou blend os valores atingiram cerca de 35,3 kg/dia.
De forma semelhante, a producdo de leite corrigida para energia (ECM) foi maior nos
tratamentos suplementados, atingindo aproximadamente 35,6-35,7 kg/dia, enquanto no
grupo monensina o valor foi proximo de 34,4 kg/dia. Esse aumento foi principalmente
associado ao maior teor de gordura do leite. A concentragdo de gordura foi aproximadamente
3,55% no tratamento com monensina, enquanto nos tratamentos com fitogénico e blend os
valores atingiram cerca de 3,80% e 3,95%, respectivamente. Consequentemente, a producao
diaria de gordura do leite aumentou de cerca de 1,18 kg/dia para aproximadamente 1,28
kg/dia nos tratamentos suplementados. Em relagdo a fermentacdo ruminal, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos para pH ruminal ou perfil de AGV
nas condi¢des avaliadas. No entanto, algumas alteragdes metabolicas foram observadas no
sangue, incluindo reducdo da concentragdo de ureia sanguinea em vacas que receberam o

blend contendo fitogénico, levedura e minerais.



A partir dos resultados observados nesses estudos, fica evidente que o aditivo fitogénico
(Digestarom®) atua em diferentes niveis da fisiologia ruminal e pode exercer efeitos
consistentes sobre o ambiente ruminal e sobre a resposta metabolica dos animais submetidos
a dietas com elevada proporc¢ao de concentrado. De modo geral, os trabalhos indicam que a
suplementagao com esse aditivo contribui para reduzir a duracao e a severidade de episodios
de pH ruminal baixo, especialmente em condi¢gdes de desafio. Em experimentos com desafios
repetidos de alto concentrado, por exemplo, observou-se redugdo expressiva no tempo em
que o pH permaneceu abaixo de 6,0, além de aumento do pH minimo observado durante os
periodos de maior acidificagdao ruminal. Esses resultados sugerem que compostos fitogénicos
podem contribuir para maior estabilidade do ambiente ruminal, possivelmente por meio de
alteragdes no comportamento ingestivo e na atividade de ruminagao.

Além dos efeitos sobre a dinamica do pH, os estudos também demonstram que o aditivo
fitogénico pode modular a composicdo da microbiota ruminal, especialmente durante a
transicao para dietas com alto teor de concentrado. A suplementagdo foi associada a reducao
na abundancia relativa de bactérias relacionadas a fermentagdo intensiva de carboidratos
rapidamente fermentdveis e ao aumento de grupos microbianos potencialmente mais
associados a estabilidade fermentativa. Essas alteragdes na microbiota se refletem também
no perfil de fermentagcdo ruminal, com mudangas nas propor¢des molares de acidos graxos
volateis, incluindo aumento da propor¢do de butirato em determinadas fases do desafio
nutricional. Altera¢des desse tipo indicam que o aditivo pode influenciar o direcionamento
metabolico da fermentagdo ruminal, o que pode ter implicagdes tanto para a satide ruminal
quanto para o metabolismo.

Outro aspecto relevante evidenciado nesses trabalhos ¢ a capacidade do aditivo
fitogénico de reduzir a formacdo de compostos associados a disbiose ruminal, como
lipopolissacarideos (LPS) e determinadas aminas biogénicas. Durante episddios
experimentais de acidose ruminal, a suplementacdo com o aditivo esteve associada a
redugdes substanciais na concentracdo ruminal de LPS e de aminas potencialmente toxicas,
como histamina. Esses resultados sugerem que a modulagdo da microbiota promovida pelo
aditivo pode contribuir para reduzir processos de lise bacteriana e a liberagdo de compostos
inflamatorios no ambiente ruminal. Como consequéncia, essa modulacdo pode também

influenciar respostas metabolicas sistémicas, evidenciadas por alteragdes em parametros



sanguineos ¢ no perfil metaboldomico plasmatico observadas em animais submetidos a
desafios aciddticos.

Além dos efeitos sobre fermentagao ¢ satide ruminal, evidéncias mais recentes indicam
que o aditivo fitogénico pode também influenciar a digestibilidade de nutrientes,
particularmente da fragdo fibrosa da dieta. Em experimentos que avaliaram a digestibilidade
aparente total do trato digestivo, vacas suplementadas com o aditivo apresentaram aumento
consistente na digestibilidade da fibra em detergente neutro (FDN), tanto em dietas
predominantemente forrageiras quanto em dietas com maior propor¢ao de concentrado. Esse
aumento na digestibilidade da fibra sugere que a modulagdo da microbiota ruminal
promovida pelo aditivo pode favorecer a atividade de microrganismos fibroliticos ou
melhorar as condi¢des fermentativas para a degradagao da fragdo fibrosa da dieta.

os efeitos do aditivo fitogénico também se refletem em indicadores produtivos,
especialmente na producdo de leite corrigida para energia. Em estudos com vacas em
lactacdo, a suplementagdo com o aditivo fitogénico resultou em aumento na producao de leite
corrigida para gordura e energia, efeito associado principalmente ao aumento na
concentragdo e na produgdo de gordura do leite. Esses resultados indicam que a modulagao
do ambiente ruminal promovida pelo aditivo pode melhorar a eficiéncia de utilizagdao dos
nutrientes e favorecer rotas metabolicas relacionadas a sintese de gordura do leite. Em alguns
experimentos, o desempenho produtivo observado com o aditivo fitogénico foi semelhante
ou superior ao obtido com o uso de iono6foros, como a monensina, sugerindo que compostos
fitogénicos podem representar uma alternativa nutricional interessante em sistemas nos quais
o uso de antibidticos promotores de desempenho ¢ limitado ou restrito.

De forma geral, o conjunto de evidéncias disponiveis indica que o Digestarom® atua
principalmente como um modulador da fermentacdo ruminal, influenciando a microbiota, o
perfil de fermentacdo e a estabilidade do ambiente ruminal durante desafios nutricionais.
Esses efeitos podem resultar em menor formagdo de compostos associados a disbiose
ruminal, melhor digestibilidade de nutrientes e, em determinadas condigdes, melhorias no
desempenho produtivo de vacas leiteiras. Dessa forma, o uso de aditivos fitogénicos
representa uma estratégia promissora para otimizar a eficiéncia nutricional e a satide ruminal

em sistemas intensivos de producao de leite.



2.14 Classificaciao dos produtos de levedura

Os produtos de levedura utilizados na nutri¢do de vacas leiteiras compreendem uma
classe heterogénea de ingredientes, obtidos por diferentes processos industriais € com
composigdes quimicas distintas. De forma geral, esses produtos podem ser classificados em
levedura viva, cultivo de levedura, levedura autolisada e fragdes da parede celular, sendo
fundamental distinguir essas categorias para a correta interpretacdo de seus mecanismos de
acdo e respostas produtivas (Desnoyers et al., 2009; Mahasneh et al., 2023).

A utilizagdo do termo “levedura” de forma genérica, sem especificagdo do tipo de
produto, contribui para a variabilidade de respostas observadas na literatura e dificulta a
comparagdo entre estudos. Assim, a separacdo conceitual entre essas categorias ¢ essencial
para evitar extrapolagdes inadequadas e para compreender por que produtos aparentemente
semelhantes podem apresentar efeitos distintos em condigdes experimentais comparaveis.

A levedura viva consiste em células viaveis de Saccharomyces cerevisiae, cuja eficacia
estd diretamente relacionada a sobrevivéncia e a atividade metabolica das células no
ambiente ruminal. Os mecanismos cléssicos associados a levedura viva incluem o consumo
de oxigénio residual no riumen, criando um ambiente mais favoravel ao crescimento de
bactérias anaerobias estritas, especialmente bactérias fibrotroficas responsaveis pela
degradacao da fibra (Desnoyers et al., 2009).

Além disso, a levedura viva pode estimular populagdes bacterianas envolvidas na
utilizagdo do lactato, contribuindo para a preven¢do de actimulos excessivos desse acido
organico em dietas ricas em carboidratos rapidamente fermentaveis. Como consequéncia,
observa-se maior estabilidade do pH ruminal e melhoria da digestibilidade da fibra,
especialmente em dietas com maior propor¢ao de concentrado (Desnoyers et al., 2009).

Meta-analises indicam que a suplementagdo com levedura viva pode resultar em
aumentos modestos, porém consistentes, no consumo de matéria seca e na digestibilidade da
matéria organica, embora a magnitude dessas respostas seja fortemente dependente da dose,
da viabilidade das células e das caracteristicas da dieta basal (Desnoyers et al., 2009;
Bitencourt et al., 2011). Esses fatores explicam a variabilidade de resultados observada em
estudos individuais.

O cultivo de levedura ¢ obtido a partir da fermentacao controlada de Saccharomyces

cerevisiae em um meio especifico, resultando em um produto que combina biomassa de



levedura com metabolitos fermentativos, como acidos organicos, peptideos, nucleotideos,
vitaminas do complexo B e outros fatores de crescimento microbiano (Dann et al., 2000).

Diferentemente da levedura viva, os efeitos do cultivo de levedura ndo dependem da
sobrevivéncia celular no ambiente ruminal, mas da acdo desses metabodlitos sobre a
microbiota ruminal e o hospedeiro. Dann et al. (2000) demonstraram que a suplementagao
com cultivo de levedura aumentou o consumo de matéria seca e a producgdo de leite em vacas
alimentadas com dietas ricas em concentrado, sugerindo melhoria da eficiéncia de utilizagao
dos nutrientes.

Estudos subsequentes indicam que os efeitos do cultivo de levedura sao particularmente
evidentes sob condi¢des de desafio fermentativo. Kroger et al. (2017) observaram que a
suplementagdo com produtos de levedura em dietas desafiadoras promoveu maior
estabilidade do consumo e do desempenho produtivo, enquanto Humer et al. (2018) relataram
atenuacdo de respostas negativas associadas a acidose ruminal subclinica. Neubauer et al.
(2018) reforgaram esses achados ao demonstrar melhorias na digestibilidade e no
desempenho produtivo, mesmo na auséncia de alteragdes expressivas no pH ruminal médio.

Esses resultados indicam que o cultivo de levedura atua principalmente como
modulador da resposta do animal ao desafio, promovendo maior estabilidade fermentativa e
fisiologica, aspecto diretamente relacionado ao modelo experimental adotado no presente

estudo.

A levedura autolisada ¢ obtida a partir da ruptura controlada das células de levedura,
liberando componentes intracelulares e fragdes da parede celular. Esse tipo de produto €
caracterizado por elevado teor de nucleotideos, peptideos, aminoacidos livres e carboidratos
estruturais, sendo utilizado tanto na alimenta¢do animal quanto na industria de alimentos
(Mahasneh et al., 2023).

Os mecanismos de agdo da levedura autolisada diferem daqueles da levedura viva e do
cultivo de levedura, estando mais associados ao fornecimento direto de compostos bioativos
e a modulagdo da resposta imune e intestinal. Dessa forma, seus efeitos tendem a ser mais
pronunciados em contextos de estresse fisioldgico ou sanitario, do que em alteragdes diretas

da fermentacao ruminal.



As fragoes da parede celular da levedura, como B-glucanos e mananoligossacarideos
(MOS), representam uma categoria especifica de produtos derivados da levedura. Esses
compostos apresentam propriedades imunomoduladoras, capacidade de ligacdo a patdgenos
e micotoxinas e efeitos positivos sobre a integridade da mucosa intestinal (Mahasneh et al.,
2023).

Estudos revisados por Mahasneh et al. (2023) indicam que produtos ricos em parede
celular podem reduzir respostas inflamatérias e melhorar a saude intestinal, o que pode
refletir indiretamente em melhorias no desempenho produtivo, especialmente sob condi¢des

de estresse nutricional ou ambiental.

2.15 Mecanismos de a¢ao dos produtos de levedura no rimen

Os mecanismos de a¢gao dos produtos de levedura no rimen variam conforme o tipo de
produto utilizado. No caso da levedura viva, os efeitos estdo associados a atividade
metabolica direta das células, incluindo consumo de oxigé€nio residual, estimulo ao
crescimento de microrganismos fibrotréficos e modulagdo do metabolismo do lactato,
resultando em maior digestdo da fibra e estabilidade do pH ruminal (Desnoyers et al., 2009).

Para o cultivo de levedura, os mecanismos sdo predominantemente indiretos,
envolvendo o fornecimento de metabdlitos fermentativos que favorecem a atividade
microbiana e a eficiéncia da fermentagdo ruminal. Estudos indicam que esses efeitos podem
ocorrer mesmo quando o pH ruminal médio ndo ¢ alterado, sugerindo a atuacdo de vias
complementares relacionadas a dindmica microbiana e a resposta fisioldgica do hospedeiro
(Dann et al., 2000; Kroger et al., 2017; Humer et al., 2018).

Diversos estudos demonstram que a suplementacdo com produtos de levedura pode
aumentar o consumo de matéria seca e melhorar a digestibilidade dos nutrientes, refletindo-
se em maior produgdo de leite ou eficiéncia alimentar. Meta-analises indicam que essas
respostas sdo mais consistentes em dietas ricas em concentrado ou sob condi¢des de
instabilidade fermentativa (Desnoyers et al., 2009).

Kroger et al. (2017) e Neubauer et al. (2018) observaram aumento do consumo e
melhorias no desempenho produtivo de vacas leiteiras suplementadas com produtos de

levedura, particularmente sob condi¢cdes de desafio ruminal. Humer et al. (2018) relataram



que esses efeitos ocorreram mesmo quando alteragdes no pH ruminal médio ndo foram
detectadas, reforcando a importancia de mecanismos além da fermentag¢ao ruminal classica.

Dietas ricas em amido, manejo alimentar irregular e estratégias experimentais que
envolvem restricdo alimentar seguida de realimentacdo estdo associados a profundas
alteracdes no ambiente ruminal e na fisiologia do animal, indo além da simples redugao do
pH ruminal médio. Esses desafios nutricionais promovem flutuagdes acentuadas na
fermentagdo, alteragdes na composi¢do da microbiota ruminal e aumento da produgdo de
metabolitos potencialmente deletérios, o que pode comprometer o consumo de matéria seca,
a eficiéncia alimentar e o desempenho produtivo, mesmo na auséncia de episddios clinicos
de acidose ruminal severa (Li et al., 2010; Plaizier et al., 2022).

Li et al. (2010) demonstraram que dietas altamente fermentaveis podem levar a lise
bacteriana no rimen e no intestino posterior, resultando na liberagao de lipopolissacarideos
(LPS) e em sua translocagdo para a circulagdo sistémica. Esse processo ocorre
independentemente de reducdes extremas do pH ruminal e estd associado a ativagdo de
respostas inflamatorias subclinicas, que podem afetar negativamente o metabolismo
energético e a eficiéncia produtiva. Esses achados reforgam a ideia de que a avaliagdo de
desafios nutricionais deve considerar nao apenas o pH ruminal, mas também a estabilidade
microbiana e a resposta sist€émica do animal.

De forma complementar, a revisdo conduzida por Plaizier et al. (2022) destaca que a
acidose ruminal subclinica e outros desafios fermentativos estdo associados a alteragdes no
comportamento ingestivo, reducdo da eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes e
comprometimento da integridade do epitélio ruminal. Segundo os autores, flutuacdes no
consumo ¢ no padrao de ingestdo, comuns em situagdes de manejo alimentar irregular ou
realimentacdo abrupta, amplificam os efeitos negativos desses desafios, mesmo quando o pH
ruminal médio permanece dentro de faixas consideradas fisioldgicas.

Nesse contexto, os produtos de levedura emergem como ferramentas nutricionais
capazes de atenuar os efeitos adversos de desafios alimentares, promovendo maior
estabilidade do ambiente ruminal e melhor resposta produtiva. Kroger et al. (2017), avaliando
a suplementagdo com produtos de levedura em vacas submetidas a dietas desafiadoras,
observaram melhorias no consumo de matéria seca e no desempenho produtivo, associadas

a maior estabilidade do pH ruminal e do comportamento ingestivo. Importante destacar que



esses efeitos ocorreram mesmo sem alteragdes consistentes nas proporgdes molares de acidos
graxos volateis, sugerindo que os beneficios observados ndo podem ser atribuidos
exclusivamente a modulacao direta da fermentacdo ruminal.

Resultados semelhantes foram reportados por Dias et al., 2018 que demonstraram que
a suplementagdo com cultivo de levedura em dietas ricas em amido contribuiu para maior
estabilidade do ambiente ruminal, melhoria da digestibilidade e atenuagdo de respostas
inflamatorias sist€émicas. Nesse estudo, os efeitos positivos foram particularmente evidentes
sob condi¢gdes de maior desafio fermentativo, refor¢ando a hipotese de que o cultivo de
levedura atua como modulador da resposta do animal ao desafio, mais do que como agente
de alteracdo direta da fermentagao ruminal classica.

Em conjunto, esses resultados indicam que os produtos de levedura, especialmente o
cultivo de levedura, podem exercer papel relevante na mitigacdo dos efeitos negativos de
desafios nutricionais, promovendo maior estabilidade fisioldgica e eficiéncia produtiva. Essa
caracteristica ¢ particularmente relevante em modelos experimentais que simulam
instabilidade ingestiva ou desafios fermentativos agudos, como o adotado no presente estudo,
nos quais alteragdes sutis, porém biologicamente relevantes, podem ocorrer mesmo na

auséncia de mudangas expressivas nos parametros ruminais tradicionais.

2.16 Variabilidade de resposta e lacunas da literatura

Apesar do amplo uso de produtos de levedura, a literatura evidencia elevada
variabilidade de resposta, atribuida a fatores como tipo de produto, dose, dieta basal, fase de
lactacdo e nivel de desafio nutricional. A utiliza¢do do termo “levedura” de forma genérica
contribui para interpretacdes equivocadas e dificulta a comparagado entre estudos (Desnoyers
et al., 2009; Mahasneh et al., 2023).

Além disso, permanecem lacunas importantes relacionadas a compreensao dos
mecanismos extra ruminais associados ao cultivo de levedura e a sua interacdo com desafios
alimentares agudos. Estudos que integrem consumo, digestibilidade, comportamento
ingestivo e respostas fisiologicas sob condi¢des controladas de desafio sdo essenciais para

avangar o conhecimento nessa area, justificando a condu¢ao do presente experimento.

2.17 Importancia dos minerais na nutricio de vacas leiteiras



Os minerais desempenham papel essencial no metabolismo, crescimento, reprodugdo e
manuten¢do da saude de vacas leiteiras, atuando como componentes estruturais, cofatores
enzimaticos e reguladores de processos fisiologicos fundamentais. Em sistemas de produgao
intensivos, caracterizados por elevadas exigéncias produtivas e metabolicas, o adequado
suprimento mineral torna-se ainda mais critico, uma vez que deficiéncias subclinicas podem
comprometer o desempenho produtivo, a eficiéncia alimentar e a resposta imune, mesmo na
auséncia de sinais clinicos evidentes (Goff, 2018).

Tradicionalmente, a suplementacdo mineral em dietas de vacas leiteiras baseia-se em
fontes inorganicas, como sulfatos, 6xidos e carbonatos. No entanto, a eficiéncia dessas fontes
pode ser limitada por interagdes quimicas no trato gastrointestinal, antagonismos entre
minerais e variagcoes na solubilidade e absor¢ao. Esses fatores tém impulsionado o interesse
por fontes alternativas, como os minerais organicos, que apresentam potencial para maior
biodisponibilidade e utilizagdo metabdlica (Goff, 2018).

Os minerais organicos sdo definidos como minerais ligados a moléculas organicas,
como aminodacidos, peptideos ou complexos proteicos, formando quelatos ou complexos
estaveis. Diferentemente das fontes inorganicas, nas quais o mineral se dissocia rapidamente
no trato gastrointestinal, os minerais organicos tendem a permanecer ligados ao ligante
organico durante parte do processo digestivo, o que pode influenciar sua absor¢do e
metabolismo (Goff, 2018).

Entre as principais formas de minerais organicos utilizadas na nutricdo de vacas
leiteiras destacam-se os quelatados, os complexos aminodcidos e as formas organicas
especificas, como a levedura enriquecida com selénio. Cada uma dessas formas apresenta
caracteristicas quimicas distintas, que determinam sua estabilidade, interacdo com outros
componentes da dieta e biodisponibilidade final para o animal.

E importante destacar que o termo “mineral organico” engloba uma ampla variedade
de produtos comerciais, com diferencas significativas quanto ao tipo de ligante, grau de
complexagdo e concentragdo mineral, o que contribui para a variabilidade de respostas

observadas na literatura.

2.18 Mecanismos de absorcio e biodisponibilidade dos minerais organicos



A principal justificativa para o uso de minerais organicos na nutri¢cao de vacas leiteiras
estd relacionada a sua maior biodisponibilidade em comparagdo as fontes inorganicas.
Segundo Goff (2018), minerais organicos podem apresentar menor dissociagdo no rumen,
reduzindo a formagdao de complexos insoliveis com outros minerais ou componentes da
dieta, como enxofre, ferro e fitatos.

Além disso, a absor¢do de minerais organicos pode ocorrer por vias semelhantes as
utilizadas para a absor¢do de aminoacidos ou pequenos peptideos, o que potencialmente
aumenta a eficiéncia de transporte através do epitélio intestinal. Esse mecanismo ¢
particularmente relevante em condi¢des de desafio nutricional ou metabdlico, nas quais a
absorc¢ao mineral pode ser comprometida.

Esses aspectos ajudam a explicar por que, mesmo quando fornecidos em niveis
semelhantes aos minerais inorganicos, os minerais organicos frequentemente resultam em
maiores concentracoes teciduais ou melhor status mineral, refletindo maior utilizagao
metabdlica.

Diversos estudos tém avaliado os efeitos da substitui¢do parcial ou total de minerais
inorgénicos por fontes organicas sobre o desempenho produtivo de vacas leiteiras. A meta-
analise conduzida por Rabiee et al. (2010) demonstrou que a suplementagdo com minerais
organicos esteve associada a aumentos modestos, porém consistentes, na producao de leite e
em parametros reprodutivos, quando comparada a suplementacao exclusiva com minerais
inorganicos.

Esses resultados indicam que a maior biodisponibilidade dos minerais organicos pode
se traduzir em melhorias funcionais no metabolismo animal, especialmente em sistemas de
producdo nos quais as exigéncias minerais sao elevadas. Importante ressaltar que os efeitos
observados na meta-analise foram influenciados por fatores como o tipo de mineral avaliado,
a forma organica utilizada e o nivel de substituicdo das fontes inorgénicas.

Além dos efeitos sobre desempenho produtivo, os minerais organicos tém sido
associados a melhorias no metabolismo e na satde de vacas leiteiras. Estudos recentes
indicam que a suplementagdo com minerais organicos pode influenciar parametros
relacionados ao status antioxidante, a fun¢ao hepatica e a resposta imune, particularmente

em periodos de maior desafio fisioldgico, como o inicio da lactagdo (Mion et al., 2023).



Mion et al. (2023) observaram que a substituicdo de minerais inorganicos por fontes
organicas resultou em alteragdes positivas em biomarcadores metabolicos e no status de
minerais especificos, sugerindo melhor utilizagdo e menor risco de desequilibrios
metabolicos. Esses efeitos sdo particularmente relevantes em vacas de alta produgdo, nas
quais o metabolismo mineral estd intimamente ligado a eficiéncia produtiva e a saude geral.

Embora muitos estudos avaliem os minerais organicos de forma isolada, evidéncias
crescentes indicam que seus efeitos devem ser interpretados no contexto do sistema
nutricional como um todo. Trabalhos que avaliaram combinagdes de minerais organicos com
outros aditivos funcionais, como levedura e fitogénicos, demonstram que esses ingredientes
podem atuar de forma complementar, modulando o ambiente ruminal, o metabolismo ¢ a
resposta produtiva (Grigoletto et al., 2021).

Grigoletto et al. (2021) avaliaram a suplementagdo de um blend contendo levedura e
minerais organicos e observaram respostas positivas no desempenho produtivo e na
eficiéncia alimentar de vacas leiteiras. Esses resultados sugerem que os minerais organicos
podem potencializar os efeitos de outros aditivos, especialmente em condi¢des de desafio
nutricional ou metabolico.

Da mesma forma, estudos que investigaram aditivos fitogénicos em associacdo com
outros componentes da dieta indicam que a modulagdo do ambiente ruminal e da resposta
fisiologica do hospedeiro pode ser influenciada por multiplos fatores nutricionais atuando de

forma integrada (Kroger et al., 2017; Neubauer et al., 2018).

2.19 Minerais organicos sob condicdes de desafio nutricional

Condig¢oes de desafio nutricional, como dietas ricas em amido, elevada densidade
energética e instabilidade ingestiva, estdo associadas a alteragdes no metabolismo mineral e
aumento da demanda por micronutrientes. Nessas situagdes, a maior biodisponibilidade dos
minerais organicos pode contribuir para a manutencdo do status mineral e da eficiéncia
metabodlica, mesmo quando o consumo de matéria seca ¢ afetado.

Estudos que avaliaram minerais organicos em modelos de desafio indicam que esses
ingredientes podem auxiliar na manuten¢do da satide metabolica e da resposta produtiva,
especialmente quando utilizados como parte de estratégias nutricionais integradas,

combinando diferentes aditivos funcionais (Mion et al., 2023; Grigoletto et al., 2021).



2.20 Sintese e lacunas da literatura

Em sintese, os minerais organicos representam uma alternativa nutricional relevante as
fontes inorganicas tradicionais, apresentando potencial para maior biodisponibilidade,
melhor utilizacdo metabdlica e efeitos positivos sobre desempenho produtivo e saude de
vacas leiteiras. A literatura indica que esses efeitos sdo mais evidentes em sistemas de
producao intensivos e sob condi¢des de desafio nutricional.

Entretanto, permanecem lacunas relacionadas & compreensdo dos mecanismos de
interagdo entre minerais organicos e outros aditivos funcionais, como fitogénicos e produtos
de levedura. Estudos que avaliem essas combinagdes em modelos experimentais que

simulem instabilidade ingestiva e desafio fermentativo sdo fundamentais para avangar o

conhecimento nessa area, justificando a abordagem integrada adotada no presente estudo.

2.21 Por que esperar efeitos combinados entre fitogénicos, produtos de levedura e
minerais organicos?

A utilizagdo de aditivos funcionais na nutricdo de vacas leiteiras tem evoluido de
abordagens focadas em ingredientes isolados para estratégias que consideram a interagao
entre diferentes componentes da dieta. Essa mudanga reflete o reconhecimento de que a
resposta do animal a desafios nutricionais e metabolicos ¢ multifatorial, envolvendo
simultaneamente a microbiota ruminal, o metabolismo do hospedeiro e a disponibilidade de
micronutrientes essenciais.

Os aditivos fitogénicos, os produtos de levedura e os minerais organicos atuam em
niveis fisiologicos distintos, o que sustenta, do ponto de vista conceitual, a expectativa de
efeitos complementares quando utilizados em conjunto. Fitogénicos tém sido associados a
modulacdo da fermentacdo ruminal, a eficiéncia metabdlica e a efeitos extra-ruminais
relacionados ao comportamento ingestivo e a eficiéncia alimentar (Calsamiglia et al., 2007;
Kroger et al., 2017). Produtos de levedura, especialmente cultivos de levedura, apresentam
efeitos consistentes na estabilidade do ambiente ruminal e na resposta do animal a desafios
fermentativos, atuando como moduladores da adaptacdo fisioldégica mais do que como
agentes de alteragdo direta da fermentacgdo classica (Dann et al., 2000; Humer et al., 2018).

Minerais organicos, por sua vez, estdo associados a maior biodisponibilidade mineral,



suporte metabdlico e imunoldgico, especialmente sob condigdes de maior exigéncia
fisiologica (Goft, 2018; Rabiee et al., 2010).

Dessa forma, a expectativa de efeitos combinados ndo se baseia necessariamente em
sinergias diretas no rimen, mas na atuacao integrada desses aditivos sobre diferentes gargalos
fisiologicos que emergem sob condi¢des de desafio nutricional. Estudos que avaliaram
blends contendo mais de um aditivo funcional, como a combinacdo de levedura e minerais
organicos, demonstraram respostas positivas no desempenho produtivo e na eficiéncia
alimentar, reforgando a plausibilidade dessa abordagem integrada (Grigoletto et al., 2021).

Importante destacar que a auséncia de efeitos sinérgicos classicos, no sentido estrito do
termo, ndo invalida o uso combinado desses aditivos. Em muitos casos, os beneficios
observados podem refletir efeitos aditivos ou complementares, nos quais cada componente
contribui para a estabilidade fisiologica do animal por vias distintas.

Apesar do crescente interesse por estratégias nutricionais integradas, a literatura
disponivel apresenta limitagdes importantes quanto a avaliacdo conjunta de fitogénicos,
produtos de levedura e minerais organicos. A maioria dos estudos publicados avalia esses
aditivos de forma isolada ou em combinagdes parciais, dificultando a extrapolagdo dos
resultados para sistemas que utilizam multiplos aditivos simultaneamente.

Alguns trabalhos avaliaram blends contendo fitogénicos associados a outros aditivos,
demonstrando melhorias na eficiéncia produtiva e no desempenho sob condigdes de desafio
nutricional (Krdger et al., 2017; Neubauer et al., 2018). Outros estudos investigaram
combinagdes de levedura e minerais organicos, evidenciando efeitos positivos sobre
consumo, desempenho e indicadores metabolicos (Grigoletto et al., 2021; Mion et al., 2022).
No entanto, estudos que avaliem de forma integrada a combinacao de fitogénicos, produtos
de levedura e minerais organicos em um mesmo modelo experimental ainda sdo escassos.

Além disso, muitos desses estudos foram conduzidos em condi¢des relativamente
estaveis de manejo e alimentacdo, o que pode limitar a expressao dos potenciais beneficios
desses aditivos. Como discutido em revisdes recentes, os efeitos de aditivos funcionais
tendem a ser mais evidentes sob condi¢des de maior desafio, quando a homeostase fisiologica
do animal ¢ comprometida (Plaizier et al., 2022).

Diante das evidéncias disponiveis e das lacunas identificadas, torna-se evidente a

necessidade de estudos que avaliem estratégias nutricionais integradas sob condigdes que



representem desafios reais de manejo. O presente experimento foi delineado para preencher
parte dessa lacuna, ao investigar os efeitos da suplementacdo combinada de fitogénico,
cultivo de levedura e mineral organico em vacas leiteiras submetidas a um modelo de desafio
alimentar.

A escolha desses aditivos baseia-se em evidéncias prévias de que cada um atua por
mecanismos distintos e potencialmente complementares, envolvendo modulacdo do
ambiente ruminal, estabilidade ingestiva e suporte metabdlico e mineral. Ao avaliar esses
componentes em conjunto, o presente estudo busca avangar além da literatura existente,
fornecendo informagdes relevantes sobre a resposta de vacas leiteiras a estratégias
nutricionais integradas em condic¢des de instabilidade ingestiva e desafio fisioldgico.

Assim, os resultados deste trabalho contribuem para a compreensdo dos efeitos
combinados de aditivos funcionais e fornecem subsidios para o desenvolvimento de
estratégias nutricionais mais eficientes e resilientes, alinhadas as demandas de sistemas de

producao modernos.
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EFFECT OF PHYTOGENIC FEED ADDITIVE, YEAST AND ORGANIC
MINERALS ON DAIRY COWS SUBJECTED TO RUMINAL ACIDOSIS

ABSTRACT

A phytogenic feed additive (PHY), non-viable yeast and organic minerals can reduce
ruminal acidosis in dairy cows subjected to slug-feeding. Fifteen Holstein cows (40.0 + 6.9
kg/d, 103 £+ 54 days in milk, 607 + 81 kg) were fed a sequence of treatments, control (CTL),
PHY [0.01 % of dry matter (DM) of Digestarom], and YOM (PHY + 0.075 % of DM of non-
viable yeast + 0.15 % of DM of organic sources of S, Cu, Mn, Zn, Se) in 3 x 3 Latin squares
with 35-d periods (22-d adaptations). Cows were milked 3 x/d and individually fed on a corn
silage based total mixed ration with 31.2 % starch in DM. During days 29 and 32 of each
period, feed was removed from each cow at 1900 h and cows were fed ad libitum at 0700 h
of days 30 and 33 to induce slug-feeding. Data obtained over time during days 23 to 35 were
analyzed as repeated measures with the MIXED procedure of SAS. The model had the effects
of square, cow (square), period, treatment, day, and the interaction between treatment and
day. Two contrasts were evaluated: 1) Phytogenic feed additive: CTL vs PHY+YOM and 2)
Yeast + organic minerals: PHY vs YOM. Statistical significance was declared at P < 0.05
and tendency at P < 0.10. The ruminal acidosis induction protocol induced daily variation in
most variables and there were very few treatment x day interactions. Feed restriction on days
29 and 32 induced spikes in dry matter intake (DMI) and in the duration of the first daily
meal and reductions in milk yield, body weight, and ruminal pH on days 30 and 33. Cows
fed PHY+YOM had higher DMI than cows fed CTL (23.7 vs 23.0 kg/d) and there was a
tendency for YOM to increase DMI relative to PHY (23.9 vs 23.5 kg/d). Milk yield did not

differ (33.0 kg/d), but energy-corrected milk (ECM) was higher on PHY+YOM than CTL



(31.9 vs 31.0 kg/d). The concentrations in milk of fat, preformed, mixed and de novo fatty
acids were all increased by PHY+YOM relative to CTL. Cows fed PHY+YOM had higher
daily rumination time than CTL. Milk composition of cows fed YOM did not differ from
PHY. Ruminal pH measured at 30-min intervals, fermentation profile, microbial yield and
fecal pH did not differ. The intake of digestible organic matter (DOMI) was increased on
PHY+YOM relative to CTL and tended to be increased on YOM relative to PHY. The total-
tract digestibility of DM and OM tended to be higher and jugular blood pH was lower on
YOM than PHY. Cows fed PHY+YOM had higher partial pressure of CO> in venous blood
than CTL. The second induction of slug-feeding (d 33) induced higher jugular blood pH and
base excess than the first induction (d 30). Gut permeability evaluated by the plasma Cr
concentration after pulse dosing Cr-EDTA into the rumen and blood serum
lipopolysaccharide binding protein concentration did not differ. Cows fed the phytogenic
feed additive (PHY+YOM) had greater DMI, DOMI, ECM, fat yield and rumination time
than cows fed CTL without change in ruminal fermentation and gut permeability, and the
supplementation of yeast + organic minerals (YOM) tended to increase DMI and diet

digestibility relative to PHY.

Key words: essential oils, lactating cows, minerals, ruminal acidosis, rumen fermentation,

yeast supplementation

INTRODUCTION
The occurrence of subacute ruminal acidosis (SARA) can have negative impacts on
animal welfare and the economics of dairy farming (Golder and Lean, 2024). SARA can be
caused by diets with low ratio of physically effective fiber to rapidly fermentable

carbohydrates (Khorrami et al., 2021) or by nutritional management practices capable of



inducing ruminal VFA accumulation and low pH (Aschenbach et al., 2011; Melo et al.,
2013), possibly affecting the digestive tract barrier function (Plaizier et al., 2022). The
frequency of cows expressing one or multiples episodes of slug-feeding in dairy herds may
increase in overcrowded barns with low feed bunk space per cow, when the grouping strategy
does not separate primiparous from multiparous cows, or when there is inconsistent feed
delivery (Stone, 2004). In such scenarios, management practices that cause cows to eat fewer,
larger, or irregular meals may be associated with increased incidence of SARA (Krause and
Oetzel, 2006). The supplementation of dairy cows with phytogenic feed additives, yeast and
organic minerals may help in controlling SARA and is in accordance with the natural
tendency of the consumers of dairy products.

Phytogenic feed additives comprise a diverse group of plant-derived compounds,
including essential oils, oleoresins, and bioactive extracts, which have been proposed as
functional alternatives to ionophores in ruminant diets. Essential oils can have ruminal and
systemic action in dairy cows (Silva et al., 2020). Such feed additives are usually
commercialized as blends of compounds, exploring the specific and synergistic effects of
each component of the blend (Calsamiglia et al., 2007). The animal response to a specific
blend may be dependent on the composition, dosage, and the degree of SARA challenge in
the herd (Krdger et al. 2017). Any blend of feed additives requires experimental validation
specific to the product.

A blend of phytogenic feed additives composed of spices, herbs and essential oils,
mostly from mint, thyme, rosemary and clove (Digestarom®), has been evaluated as a tool to
control SARA. This blend reduced the duration of ruminal pH < 6.0 and increased rumination
time of non-lactating Holstein cows subjected to a ruminal acidosis induction protocol

(Kroger et al., 2017). It affected ruminal pH, fermentation profile, LPS concentration and



microbiome during ruminal acidosis (Kroger et al., 2017; Neubauer et al., 2018; Humer et
al., 2018) and improved the total tract NDF digestibility (Castillo-Lopez et al., 2022). The
same blend was compared with monensin as a supplement to mid-lactation Holstein cows
fed for 9 weeks on a 25.2 % starch diet (Poletti et al., 2025). It reduced DMI and increased
ECM, due to increased milk fat secretion, and reduced serum haptoglobin concentration,
without no detectable effect on ruminal pH or fermentation profile. The mode of action of a
specific blend of feed additives may vary and more evidence of efficacy is needed on
lactating dairy cows.

Yeast derived feed additives have been extensively evaluated to control SARA and to
improve fiber digestibility in dairy cattle (Desnoyer et al., 2009). Metabolites from the cell
content of non-viable S. cerevisiae can stimulate lactate consumers and fiber digesting
microorganisms in the rumen (Callaway and Martin, 1997) and can increase meal frequency,
which is thought to alleviate the acid load in the rumen (Bach et al., 2007). Although live
viable yeast cells are commonly found in the rumen and feces of ruminants, especially on
those fed silages (Fernandes et al., 2019; Sales et al., 2023), non-viable yeast supplementation
can improve milk yield and components of dairy cows (Dias et al., 2018), especially in early
lactation (Poppy et al., 2012). In addition, organic minerals can affect ruminal function and
mineral bioavailability (Weiss and Hansen, 2024), especially during periods of increased
metabolic demand (Lopreiato et al., 2020; McKnight et al., 2025), suggesting that the
association of non-viable yeast and organic minerals with phytogenic feed additives may
improve the efficacy of the blend.

The objective of this experiment was to evaluate the effect of a blend of phytogenic
feed additives alone or added of non-viable yeast and organic sources of S, Cu, Mn, Zn, Se

on lactation performance, DMI, feed efficiency, milk fatty acids, chewing behavior, ruminal



fermentation and microbial yield, blood acid-base balance, the total tract diet digestibility
and gut permeability of dairy cows subjected to a ruminal acidosis induction protocol. The
goal of the protocol was to simulate a scenario of feed restriction inducing slug-feeding of a
high starch diet twice within a 3-d interval. Our hypothesis was that the blend of phytogenic
feed additives would reduce SARA and improve DMI, digestibility and lactation
performance and the addition of yeast and organic minerals would improve the efficacy
relative to the blend alone.

MATERIALS AND METHODS
Experimental procedures were approved by the University of Lavras Bioethic

Committee in Utilization of Animals (Protocol 039/25). There was no case of clinical (acute,
lactic) ruminal acidosis during the experiment.
Experimental design, cows and treatments

Fifteen Holstein cows (40.0 £+ 6.9 kg/d milk yield, 103 + 54 days in lactation, 607 + 81
kg body weight, 6 primiparous) were used in the experiment. Cows formed 5 Latin squares
of 3 cows each based on parity (1 vs. >1) and similarity in milk yield and days in lactation.
Within each square, cows were randomly assigned to a sequence of 3 dietary treatments
following a 3 x 3 Latin square design. Experimental periods lasted 35 d, consisting of 22 d
of treatment adaptation followed by 13 d of data collection. Treatments were control (CTL),
phytogenic feed additive included at 0.01% of diet DM (PHY. Digestarom®, dsm-firmenich),
and YOM consisting of PHY plus 0.075% of diet DM of non-viable S. cerevisae yeast
(RumenYeast®, ICC Brazil) and 0.15% of diet DM of organic minerals (dsm-firmenich.
89.58 g/kg S, 1334 mg/kg Cu, 3334 mg/kg Mn, 85.5 mg/kg Se, and 6666 mg/kg Zn).

Cows were individually fed in an open walled, sand-bedded tie stall barn with fans and

high-pressure sprinklers and were milked 3 x/d starting at 0500, 1200, and 1900 h, in an



adjacent herringbone parlor. A TMR was mixed 1 x/d in a 1.2-m? stationary vertical mixer
(Unimix 1200, Casale) and cows were fed at 0700 h. Feed was pushed up manually with a
broom at least 10 x/d.

During d 29 and 32 of each experimental period, feed was removed from each cow at
1900 h (at the start of the 3rd milking) and cows were fed ad libitum at 7:00 h of the next day
(after returning from the 1% milking) to induce slug-feeding and ruminal acidosis on days 30
and 33. Feed refusals were targeted at 10 to 15% of the as-fed intake per cow per day (daily
refusal during the experiment was 13.4 £ 2.8 % of offered), except on feed restriction days.
Samples of rehydrated and ensiled corn grain and corn silage were collected weekly for DM
determination with a microwave oven (by drying for 5 min, and then in 3-min steps until a
stable weight was obtained). Diets were adjusted accordingly by modifying the amount of
each feed ingredient to maintain their proportions constant on a DM basis.
Feed sampling and analysis

Samples of feed ingredients and orts per cow were collected daily and frozen and
composite samples of d 22 to 35 were formed per period. Samples were dried in a forced-air
oven at 55°C for 72 h and ground to pass a 1-mm diameter mesh screen (Star FT 80, Fortinox
Industria, Comércio e Servigos). The DM concentration was determined in a forced-air oven
at 105°C for 24 h and ash was evaluated by incineration at 600°C for 4 h. The CP
concentration was determined with a micro Kjeldahl steam distillatory (Tecnal; method
990.03; AOAC International, 2006). The NDF concentration was evaluated using an
adaptation of AOAC International (2006) method 2002—04 (Mertens, 2002), with heat-stable
a-amylase (Termamyl, Novozymes), without sodium sulfite, and were manually filtered
using crucibles. Starch was measured with a-amylase and amyloglucosidase and colorimetry,

as described in Fernandes et al. (2022), adapted from Hall et al. (2015). The composition of



the offered TMR in ingredients and the daily intake of DM were calculated. The nutrient
composition of the consumed TMR from d 22 to 35 in each period was calculated by the total
nutrient intake of all cows on a treatment divided by the total DMI of the treatment. The diete
were formulated aiming at high starch concentration (average of 31.2 % of DM) and with
whole plant corn silage as the only forage source to increase the propensity of SARA (Table
1).
Lactation performance, intake, body weight, first meal duration and rumination

Milk yield and DMI were recorded daily throughout the experiment and data from d 23
to 35 of each experimental period were used to compare treatments. On d 25 to 35 of each
period, 0.5% of the milk produced in each milking was collected, and a composite daily
sample from the 3 milkings was formed per cow. Composite samples were stored in flasks
containing 2-bromo-2-nitropropane-1-3 diol under refrigeration. All composite samples (11
samples/cow/period) were sent to a commercial laboratory (Laboratory of the Parana State
Holstein Breeders Association, Curitiba, Brazil), and the concentrations of crude protein,
casein, fat, lactose, total solids, somatic cells (SCC), milk urea-N (MUN), and fatty acids
(FA) were analyzed by mid-infrared analysis (model 2000; Bentley Instruments Inc.). Milk
energy secretion (Mcal/d) was calculated (NASEM, 2021): [(0.0929 x % fat) + (0.0547 x %
CP) + (0.0395 x % lactose)] x kg of milk. The yield of ECM (kg/d) was calculated as: Milk
energy secretion/0.70 (assumes 0.70 Mcal/kg of milk with 3.7% fat, 3.2% protein, and 4.6%
lactose). Feed efficiencies were calculated as milk yield/DMI and ECM/DMI.

Body weight was measured immediately after the morning milking from d 26 to 35 of
each period with an individual walk-over weigh scale (Eziweigh 2, Tru-Test), and BCS (1 to
5, thin to fat; Wildman et al., 1982) was the mean of 3 independent evaluators on d 35 of

each period. The duration of the first daily meal (conditioned meal) was measured with a



chronometer from d 26 to d 35. Evaluators observed the behavior of all cows after offering
feed at 0700 h until the last cow finished its first meal. Rumination time (min/d) was
measured with neck accelerometers and algorithms (CowMed. Chip Inside Tecnologia S.A,
Santa Maria, Brazil). The 24 h daily rumination time of each cow started at 07:00 h (feeding
time).
Digestibility, gut permeability, ruminal microbial yield and fecal viscosity and pH
During d 26 to 28 of each experimental period, fecal and urinary excretions were
manually collected in 3, 8-h collection periods, with 8-h intervals, and starting 8 h later on
each consecutive day, to represent a 24-h collection. Feces and urine were collected in
buckets; for every 2 cows, 1 researcher stood behind them for 8 h and collected any fecal and
urine excretion into the bucket. During data collection, cows were moved in groups of 3 to
the milking routine and immediately returned to their tie stalls after milking to reduce the
daily time without sampling. The milking routine of each group of 3 cows lasted less than 20
min. Fecal samples were immediately weighed and subsamples (1% of defecation) were
frozen throughout the collection period to provide a composite per cow per period. The
sample was dried at 55°C for 72 h. The concentrations of DM, NDF and ash were measured
as previously described for feed analysis. The total tract apparent digestibility of DM, OM
and NDF were calculated. Digestible OM intake (DOMI) was estimated (OM intake x OM
digestibility) and the ECM/DOMI ratio was calculated as a measure of digestible energy
efficiency. Urine composite samples were formed by collecting 3% of urination volume and
were kept under refrigeration throughout the collection period. Period composites from each
cow were mixed with 4% sulfuric acid solution (5 mL urine and 20 mL acid) and frozen for
allantoin determination. The daily excretion of allantoin was determined in urine and used as

arelative measure of ruminal microbial yield (Valadares et al., 1999). Allantoin was analyzed



according to Chen and Gomes (1992). The relative efficiency of ruminal microbial growth
was estimated as allantoin/DOMI (mmol/kg).

Spot fecal samples were collected from each cow 12 h after morning feeding on d 28.
Fecal samples were frozen at -20°C until viscosity and pH measurements. Fecal samples
were thawed overnight, homogenized, and two subsamples of fresh feces were obtained. A
subsample (100 g) used to measure fecal viscosity was diluted with 120 mL of distilled water.
The solution was homogenized for 30s and filtered through two layers of cheesecloth. The
viscosity of the filtered solution was measured with a rotational viscosimeter (Model DV-E;
Brookfield Engineering Laboratories, USA) at 100 rpm with spindle LV-1 and temperature
of 24°C. Another subsample (15 g) was diluted with 100 mL of distilled water, homogenized
for 30 s, and the pH was measured with a pH meter probe (pHmetro Digimed DM 20.
Digicrom Analitica).

Gut permeability was evaluated in vivo using Cr-EDTA as a paracellular permeability
marker as previously described by Wood et al. (2015). After morning milking on d 35 of each
period, a 180 mM solution of Cr-EDTA (1.5 L) was pulse dosed into the rumen using a
flexible oro-gastric tube. Blood samples were collected at times 1, 4, 8, 12, and 24 h relative
to the infusion with tubes containing KoEDTA (Becton, Dickinson and Co., reference no.
368381; plasma for trace element analysis). Plasma was harvested following centrifugation
at 1,500 xg for 15 min at 4°C and subsequently frozen at —20°C until analysis. Total
chromium in plasma was analyzed by inductively coupled plasma triple quadrupole (ICP-
QQQ)-MS (Agilent 8900, Agilent Technologies).

Plasma concentration of lipopolysaccharide-binding protein (LBP) was determined on

days 29 and 35 with a commercially available ELISA kit (HK503, Hycult Biotech, Uden, the



Netherlands), according to the manufacturer’s instructions. Absorbance was measured at 450
nm using a microplate reader.
Ruminal fermentation

Ruminal fluid samples were obtained before slug feeding (d 28) and during the second
episode of slug-feeding (d 33), with a flexible oro-gastric tube at 11.3 = 0.4 h after feeding,
with the goal of having minimum saliva contamination. Cows were randomly sampled within
squares. Samples were strained and frozen in liquid nitrogen to suppress fermentation before
storage at -20°C until VFA analysis. After thawing, samples were centrifuged at 4°C at 8,855
xg for 15 min. The supernatant was analyzed for VFA by gas-liquid chromatography (CP
3800 Gas Chromatography Varian. Varian Chromatography Systems), with a capillary
column [CP-Wax 58 (FFAP) CB. Varian Analytical Instruments]. A rumen sample was
mixed to a 36% formaldehyde solution for total protozoa counting. Samples were stained
according to Dehority (1984) and total protozoa was enumerated with an optical microscope
in a Neubauer chamber (Warner, 1962).

Ruminal pH probes with base station and repeater (Moonsyst bolus and IOT Gateway.
Agri IOT Limited, Kilkenny, Ireland) were inserted into the reticulum of each cow 1 d before
the initiation of the experiment. The pH data were generated at 10-min intervals and was
downloaded at the end of each experimental period. Data from d 23 to 34 of each period were
used for treatment comparisons.
Blood acid-base balance

On d 30 and 33 of each period the jugular blood acid-base balance was evaluated 8 h
after feeding with a Cobas b 121 blood gas analyzer (Roche Diagnoéstica Brasil Ltda). Jugular

blood samples were collected in heparinized vacuum tubes, within a 30 min period, at random



within square, and were kept on ice from sampling to analysis. Samples were analyzed within
less than 1 h of sampling.
Statistical analysis
Data were analyzed using the PROC MIXED procedure of SAS (SAS Institute Inc.).
Daily data from day 23 to 35 of each experimental period were analyzed as repeated measures
over time, except for variables measured once per period. The statistical model included the
effects of square (1 to 5) and cow nested within square (1 to 15), period (1 to 3), treatment
(CTL, PHY, YOM), day (23 to 35), and the interaction treatment % day. The interaction of
cow, period and treatment was defined as random to evaluate the whole plot treatment effect.
Treatments were compared with two single degrees of freedom orthogonal contrasts: 1)
Phytogenic feed additive: CTL vs PHY+YOM, and 2) Yeast + organic minerals: PHY vs
YOM. Statistical significance was declared at P < 0.05 and tendency at P < 0.10.
RESULTS

Lactation performance, intake, body weight, first meal duration and rumination

Table 2 reports DMI, lactation performance, milk fatty acids, urea-N (MUN) and SCC,
feed efficiency, BW, BCS and first meal duration. There was no significant treatment x day
interaction for the variables evaluated (P > 0.33), whereas significant day effects were
observed for all variables (P <0.01). Night feed restriction followed by next-day slug-feeding
caused mean DMI to vary by about 12 kg/d and milk yield by 6 kg/d during the final 13 days
of each experimental period (Figure 1). The BW decreased on days 30 and 33 during slug-
feeding, while the duration of the first meal was extended on these same days (Figure 1).

Cows fed the phytogenic feed additive (contrast PHY+YOM) had greater DMI than
CTL (+0.7 kg/d; P < 0.01), with a tendency for higher DMI on treatment YOM compared

with PHY (+0.4 kg/d; P=0.10). The average intake of the phytogenic feed additive was 2.35



g/d on PHY and 2.39 g/d on YOM. The average intake of yeast was 17.93 g/d and organic
minerals were 35.86 g/d on treatment YOM. Cows fed PHY+YOM were 8 kg heavier than
cows fed CTL (P < 0.01), but BCS did not differ (P > 0.85), likely reflecting differences in
digesta gut fill. Rumination time was increased by PHY+YOM relative to CTL (489 vs 471
min/d, P < 0.01). There was a tendency (P = 0,10) for cows fed YOM to require less
rumination time per unit of mean ruminal pH than PHY.

Milk yield did not differ among treatments (mean = 33.0 kg/d; P > 0.18). However,
ECM was increased on cows fed PHY+YOM relative to CTL (+0.9 kg/d; P <0.01). Milk fat
concentration was increased by PHY+YOM relative to CTL (+0.10 % of milk; P <0.01) and
there was also a tendency for higher fat yield (+44 g/d, P = 0.07). Milk fat yield and
concentration of non-supplemented cows (CTL) were lowest most of the time (Figure 2). All
FA groups (preformed, mixed and de novo) measured as g/100 g of milk and g/d were
increased by PHY+YOM relative to CTL (P < 0.05), however milk FA profile measured as
2/100 g FA did not differ (P > 0.41), suggesting that the phytogenic feed additive was
beneficial to mammary gland synthesis of short-chain FA and also to the uptake of long-
chain FA. The FA concentration in milk over time is reported in Figure 3. After the first slug-
feeding episode, both preformed and mixed fatty acids decreased, but they increased
following the second slug-feeding episode. De novo FA in milk was highest on PHY during
d 29 and lowest on CTL during d 31.

There was a tendency for PHY+YOM to increase lactose concentration in milk relative
to CTL (P = 0.06), but no significant effect was detected on lactose yield (P = 0.11). Milk
TS yield and concentration were both increased by PHY+YOM relative to CTL (P < 0.02).

Milk composition and FA profile of cows fed YOM did not differ of cows fed PHY (P >



0.14). Feed efficiency (Milk/DMI and ECM/DMI), MUN, SCC and first meal duration did
not differ (P >0.21).
Ruminal fermentation

Ruminal fermentation is described in Table 3. Treatments had no effect on ruminal
VFA molar proportions, protozoa concentration, microbial yield estimated by the urinary
allantoin excretion, and pH measured continuously with reticular probes (P > 0.21). Ruminal
fluid was sampled before (d 28) and during (d 33) the second induction of slug-feeding. A
significant day effect (P < 0.01) was detected for all variables describing ruminal
fermentation, except protozoa concentration and time of pH < 5.8 (P > 0.31). Significant
interactions treatment x day were detected for pH range and maximum pH (P < 0.04). The
range between the maximum and minimum daily pH was highest on cows fed CTL on days
25, 26 and 34 and was similar in all treatments on the other days (Figure 4). The mean pH
was highest on d 29 (first feed restriction) and the drop in mean pH was more accentuated
following the first (d 30 and 31) than the second feed restriction (d 33 and 34). The duration
of ruminal pH < 6.2 was increased during the days of slug-feeding (d 30 and 33) and it was
highest on CTL on d 25 and 26 (Figure 4). The circadian variation in ruminal pH before and
during the induction of ruminal acidosis is shown in Figure 5. Minimum pH occurred around
12 h post-feeding and feed restriction and subsequent slug-feeding induced larger change in
pH pattern from one day to the other (Panel B. Figure 5) than observed before the induction
of ruminal acidosis (Panel A. Figure 5).

All VFA molar proportions in ruminal fluid were affected by the day of measurement
(Figure 6). Before the induction of ruminal acidosis (d 28) acetate, butyrate and isovalerate

molar proportions were higher and propionate, isobutyrate and valerate were lower than



during the second induction of slug-feeding (d 33). The acetate to propionate ratio was
reduced during slug-feeding.
Jugular blood acid-base balance

No treatment x day interaction (P > 0.11) was detected for blood acid—base variables
measured during the two days of slug-feeding (d 30 and 33) (Table 4). Cows fed YOM had
lower blood pH compared with cows fed PHY (P = 0.02), whereas blood pH did not differ
on CTL relative to PHY+YOM (P = 0.27). The partial pressure of CO: (pCO2) was higher in
cows fed PHY+YOM than CTL (P = 0.03) and total CO; tended (P = 0.10) to follow the
same trend. The YOM treatment reduced SatO; relative to PHY (P = 0.04).

Day of measurement significantly affected blood pH, bicarbonate, total CO-, SatO-,
and base excess (P <0.02). Blood pH and base excess were higher on day 33 than on day 30
(Figure 7), suggesting that the first slug-feeding episode caused a greater acid—base
disturbance than the second.
Diet Digestibility, Fecal viscosity and pH. and gut permeability

The total-tract apparent digestibility of DM and OM (Table 5) tended to be increased
on cows fed YOM relative to PHY (P <0.09), but PHY+YOM did not differ from CTL (P >
0.75). The intake of digestible OM (DOMI) was increased by PHY+YOM relative to CTL
(P = 0.04) and there was a tendency for higher DOMI on YOM than PHY (P = 0.06). The
efficiency of energy utilization, expressed as ECM/DOMI, was lower on YOM compared
with PHY (P = 0.03). The total-tract digestibility of NDF and starch and fecal pH and
viscosity did not differ (P > 0.19). The digestibility of the non-NDF, non-starch OM (an
indirect measure of CP + residual OM + lipids) was increased by YOM relative to PHY (76.9

vs 72.8 % of intake, P = 0.01).



The markers of gut permeability plasma Cr concentration and blood serum LBP did not
differ by treatment (Table 5, P > 0.34). Plasma Cr concentration increased after infusion,
peaked at 8 h post-infusion, and declined thereafter, regardless of treatment (Figure 8).
Plasma Cr concentration at 4 h post-infusion was highest on cows fed CTL and lowest on
cows fed PHY (P < 0.05 for Slice of SAS). Serum LBP was higher after the induction of
acidosis (d 35) than before acidosis (d 29) (6.06 vs 4.99 ug/mL, P = 0.02).

DISCUSSION
Day Effect and Physiological Responses to Repeated Acidotic Challenges

The slug-feeding protocol, consisting of feed restriction followed by ad libitum
refeeding, induced marked day effects across most measured variables, confirming that the
feeding challenge successfully imposed a transient acidotic condition. Changes in dry matter
intake, milk yield, milk fat secretion, rumination behavior, ruminal pH dynamics, VFA
profile, blood acid-base balance, and plasma LBP were consistently associated with the
timing of the feeding challenge, indicating that the responses observed were primarily driven
by feeding management rather than treatment effects.

These responses are consistent with the rapid accumulation of fermentation end-
products following increased intake of fermentable substrate after restriction, resulting in
reductions in ruminal pH and coordinated physiological responses. In SARA models, such
changes are associated with alterations in microbial activity, epithelial function, and systemic
responses (Plaizier et al., 2009; Plaizier et al., 2022). In addition, low ruminal pH combined
with high concentrations of organic acids can affect epithelial integrity and absorption
processes, contributing to systemic acid—base disturbances (Aschenbach et al., 2019). Thus,
the combined changes observed in intake, rumination, milk production, and blood variables

reflect an integrated physiological response to the feeding challenge.



Although ruminal pH dynamics confirmed that both slug-feeding episodes induced
acidotic conditions, summary pH variables did not indicate a clear difference in the
magnitude of pH depression between challenges. However, systemic variables differed
between days, as indicated by higher blood pH and base excess during the second challenge,
suggesting a reduced systemic acid load. This indicates that the physiological response was
not identical between repeated challenges, even in the absence of clear differences in
summarized ruminal pH variables.

This interpretation is consistent with intermittent SARA models. Kroger et al. (2017)
reported greater pH depression and reduced rumination during the first high-concentrate
challenge compared with the second, whereas Neubauer et al. (2018) showed that changes in
ruminal microbial activity and fermentation were more pronounced during the initial
challenge. Similarly, Humer et al. (2018) demonstrated that ruminal LPS concentrations and
systemic metabolic disturbances were greater during the early phase of SARA induction.
Together, these studies support the interpretation that repeated intermittent challenges can
lead to attenuated physiological responses over time.

In contrast, Castillo-Lopez et al. (2022) reported progressive changes in ruminal
fermentation and nutrient digestibility under continuous high-concentrate feeding, indicating
that the response to acidotic conditions depends on the temporal structure of the challenge.
In the present study, the intermittent nature of the slug-feeding model likely allowed partial
recovery between challenges, limiting the accumulation of effects observed under continuous
exposure.

Plasma LPS-binding protein (LBP) was affected by day, reflecting differences between
sampling conditions before and during the feeding challenge. Because LBP was measured at

specific time points rather than continuously, the present data indicate a response associated



with the challenge rather than cumulative changes over time. The increase in LBP observed
under challenge conditions is consistent with grain-based SARA models, in which endotoxin
exposure is associated with increased circulating LBP (Li et al., 2010; Li et al., 2012). In
addition, feed restriction itself has been shown to influence gut permeability and
inflammatory responses (Goetz et al., 2024), suggesting that both restriction and refeeding
contributed to the observed response. The absence of treatment effects on LBP indicates that
supplementation did not modulate systemic inflammatory responses under the conditions of
this experiment, which is consistent with previous reports showing variable responses of
inflammatory markers to gastrointestinal challenges (Abeyta et al., 2023).

Overall, the day effects observed indicate that slug-feeding induced transient
disturbances in ruminal and systemic physiology, with evidence of partial adaptation between
repeated challenges, particularly at the systemic level.

Effects of Supplementation

Despite the strong day effects, treatment influenced overall intake and productive
performance across the experimental period. Cows fed PHY+YOM had greater dry matter
intake, energy-corrected milk, milk fat yield, and total solids yield compared with control
cows. These responses were accompanied by greater secretion of preformed, mixed, and de
novo fatty acids, without changes in their relative proportions, indicating that the increase in
milk fat output was quantitative rather than associated with changes in lipid metabolism
pathways.

The increase in milk fat yield observed in cows fed PHY+YOM occurred in parallel
with greater dry matter intake and digestible organic matter intake, indicating increased
nutrient availability to support milk fat synthesis. A similar pattern was reported by Poletti

et al. (2025), who observed increased milk fat yield and energy-corrected milk with



phytogenic supplementation in lactating dairy cows, without changes in ruminal pH or VFA
profile. These findings indicate that improvements in milk fat production can occur
independently of detectable changes in bulk ruminal fermentation. In ruminants, milk fat
synthesis is closely associated with nutrient intake and energy balance, as well as the supply
of fermentation-derived substrates and circulating fatty acids (Calsamiglia et al., 2007).
However, given the absence of changes in ruminal fermentation variables in the present
study, the results support the interpretation that increased intake and nutrient availability,
rather than alterations in fermentation pathways, were the primary factors associated with the
observed response. The lack of changes in fatty acid proportions further supports that ruminal
biohydrogenation pathways were not markedly altered.

The increase in rumination time observed with PHY+YOM is consistent with the
greater dry matter intake and may have contributed to the maintenance of ruminal conditions
during feeding events. Increased rumination is associated with greater saliva production and
buffering capacity, which can support ruminal stability. Although mean ruminal pH variables
were not affected by treatment in the present study, similar increases in rumination have been
reported by Kroger et al. (2017) under phytogenic supplementation, suggesting that
behavioral responses may contribute to maintaining ruminal conditions under feeding
challenges.

Cows fed PHY+YOM also had greater digestible organic matter intake, and the
inclusion of yeast and organic minerals (YOM) tended to increase intake and improved the
digestibility of non—NDF-starch organic matter compared with PHY alone. Although the
mechanisms were not directly evaluated, previous studies have shown that dietary
interventions can influence ruminal microbial activity and nutrient digestion (Neubauer et

al., 2018; Humer et al., 2018). However, given the absence of changes in ruminal pH, VFA,



and microbial yield in the present study, these results indicate that improvements in
digestibility likely occurred without major alterations in overall fermentation patterns.

The absence of treatment effects on ruminal fermentation variables indicates that the
additives did not alter the overall fermentation profile under the conditions imposed. This
contrasts with studies conducted under more severe or continuous acidotic challenges, in
which phytogenic supplementation altered fermentation, microbial populations, and
metabolite production (Kroger et al., 2017; Neubauer et al., 2018; Humer et al., 2018). The
lack of similar responses in the present study likely reflects differences in challenge severity,
feeding pattern, and physiological status.

Similarly, Castillo-Lopez et al. (2022) reported changes in fermentation and
digestibility under prolonged high-concentrate feeding, reinforcing that the response to
phytogenic additives depends on the duration and intensity of the challenge. Under the
moderate and transient conditions of the present study, improvements in intake and
production occurred without detectable changes in ruminal fermentation.

The absence of overall treatment differences in plasma Cr area under the curve (AUC)
suggests that the supplementation did not substantially alter total-tract gut permeability.
However, cows fed the phytogenic additive (PHY+YOM) exhibited lower plasma Cr
concentration at 4 h post-dosing (P < 0.05), indicating a potential modest improvement in
barrier function during the period of peak paracellular absorption.

This result should be interpreted cautiously. Although the Cr-EDTA technique is a
well-established in vivo marker of intestinal permeability, it presents important limitations,
such as influence of rumen retention time, passage rate, and renal clearance, which can reduce

its sensitivity to detect subtle treatment effects (Horst et al., 2020; Goetz et al., 2024).



Therefore, the lack of difference in total AUC does not completely rule out a localized or
transient beneficial effect of the phytogenic on epithelial integrity.

The improvements in dry matter intake, energy-corrected milk, and rumination time
observed with PHY+YOM were likely driven primarily by increased nutrient availability and
possible extra-ruminal effects on feeding behavior and epithelial efficiency, rather than by
large changes in gut permeability. Future studies should employ more frequent sampling
points, complementary techniques (e.g., urinary Cr recovery, tight junction protein gene
expression, or histological assessment of the ruminal and intestinal epithelium), and different
challenge models to better clarify the potential effects of phytogenic additives on
gastrointestinal barrier function.

Overall, phytogenic supplementation improved intake, rumination, nutrient supply, and
milk energy output without altering ruminal fermentation or systemic inflammatory
indicators. The inclusion of yeast and organic minerals provided additional benefits in intake
and digestibility, supporting the use of combined supplementation strategies under conditions
of irregular feeding and transient acidotic challenges.

CONCLUSION

The induction of slug-feeding following feed restriction induced daily variation in most
variables and there were very few treatment x day interactions. The first induction of ruminal
acidosis by slug-feeding was apparently more challenging on the cows than the second
episode.

Cows fed the phytogenic feed additive (PHY+YOM) had higher DMI, ECM, fat yield,
rumination time and energy intake (DOMI) than cows fed CTL The supplementation of yeast
+ organic minerals (YOM) tended to increase DMI and diet digestibility over PHY alone.

Overall, the results indicate that phytogenic-based supplementation can enhance DMI and



milk energy output, while adding yeast + organic minerals could further improve diet
digestibility, DMI and DOMI.
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TABLES AND FIGURES

Table 1. Ingredients, nutrients and particle size of experimental diets

CTL! PHY YOM
Ingredients, % of DM
Corn silage 55.0 55.0 55.0
Whole cottonseeds 10.1 10.1 10.1
Soybean meal 16.6 16.6 16.6
Rehydrated and ensiled corn grain 7.6 7.6 7.5
Finely ground corn 7.6 7.6 7.4
Limestone 0.31 0.30 0.31
Magnesium oxide 0.26 0.26 0.27
Sodium bicarbonate 0.97 0.97 1.01
Minerals and vitamins? 1.50 1.50 1.51
Phytogenic feed additive® 0.01 0.01
Yeast* 0.075
Organic minerals® 0.15
Rumen protected Met® 0.06 0.06 0.06
DM, % of as-fed 50.3 50.3 50.3
Nutrients, % of DM
CP 16.9 17.0 17.0
NDF 32.5 32.6 32.6
Ether extract 4.3 4.3 4.3
Ash 6.0 5.9 6.0
Starch 31.3 31.2 31.1
NFC’ 40.4 40.2 40.2
Particle distribution,® % of as-fed
Feed particles > 19 mm 4.2+0.98 4.6 £0.99 4.5+0.97
Feed particles 8-19 mm 504+159 50.1+1.84 503+1.94
Feed particles < 8 mm 454+183 453+195 453+2.13

'CTL = Control. PHY = Digestarom. YOM = Digestarom, organic minerals and yeast
2Bovigold = Ca 231 g/kg, P 40 g/kg, Mg 25 g/kg, K 10 g/kg, S 20 g/kg, Na 70 g/kg, C1 108
g/kg, Co 15 mg/kg, Cu 750 mg/kg, Mn 2,000 mg/kg, Zn 2,850 mg/kg, Se 22 mg/kg, 1 40
mg/kg, Cr 20 mg/kg, Vit A 350 KUl/kg, Vit D 100 KUT/kg, Vit E 2 KUI/kg

3 Digestarom (DSM)

4 RumenYeast (ICC)

3 Organic minerals (DSM) = S 89.58 g/kg, Cu 1,334 mg/kg, Mn 3,334 mg/kg, Se 83.5 mg/kg
and Zn 6,666 mg/kg

6 Mepron (Evonik)

"Non-fiber carbohydrates = 100 — (CP + NDF + ether extract + ash)

8 Penn State Particle Separator. Mean + SD (Days 22 to 35)



Table 2. Dry matter intake (DMI), lactation performance, milk fatty acids, urea-N (MUN) and somatic cell count
(SCC), feed efficiency, body weight (BW) and condition score (BCS), first meal duration and rumination’.
Treatment? P-value*
CTL PHY YOM SEM?® CTLvsPHY+YOM PHY vs YOM

kg/d
DMI 23.0 23.5 23.9 0.17 <0.01 0.10
Milk 32.7 33.1 33.1 0.24 0.18 0.91
ECM® 31.0 31.8 32.0 0.26 <0.01 0.74
Fat 1.098 1.143 1.141 0.0183 0.07 0.94
Protein 1.019 1.031 1.042 0.0096 0.14 0.44
Casein 0.810 0.820 0.830 0.0076 0.11 0.38
Lactose 1.513  1.538 1.542 0.0139 0.11 0.85
Total solids 3.935 4.026 4.042 0.0340 0.02 0.73
% of milk
Fat 3.39 3.49 3.48 0.023 <0.01 0.72
Protein 3.14 3.14 3.16 0.011 0.37 0.17
Casein 2.49 2.49 2.51 0.009 0.29 0.14
Lactose 4.65 4.67 4.67 0.007 0.06 0.52
Total solids 12.12  12.24 1227  0.026 <0.01 0.54
Milk fatty acids
g/100 g of milk
Preformed® 1.125 1.161 1.147 0.0120 0.05 0.42
Mixed’ 1.054 1.076 1.079  0.0090 0.03 0.83
De novo® 0.718 0.749 0.732  0.0095 0.05 0.22
g/d
Preformed 362.7 379.1 375.0 4.29 <0.01 0.51
Mixed 341.6 3523 3543 3.50 <0.01 0.70
De novo 2324 2449 241.1 3.40 0.01 0.43
2/100 g fatty acids
Preformed 38.72  38.64 38.38  0.311 0.41 0.57
Mixed 36.50 36.10 36.66 0.294 0.53 0.19
De novo 2478 2526 2496 0422 0.68 0.61
MUN, mg/dL 16.29 16.61 16.60  0.198 0.21 0.98
SCC,’0t09 1.80 1.78 1.85 0.151 0.32 0.54
Milk/DMI 1.46 1.45 1.43 0.015 0.21 0.41
ECM/DMI 1.39 1.40 1.39 0.016 0.90 0.60
BW, kg 610 618 618 1.5 <0.01 0.85
BCS,1to5 3.13 3.14 3.13 0.029 0.85 0.84
First meal duration, min 57 54 55 1.6 0.25 0.55
Rum,'® min/d 471 493 485 54 <0.01 0.34
Rum/DMI, min/kg 21.3 21.3 20.8 0.50 0.75 0.49
Rum/Rumen pH,!' min 72.8 75.3 72.3 1.28 0.56 0.10

' DMI, milk yield and rumination = Days 23 to 35. Milk components = Days 25 to 35. BW = Days 26 to 35. BCS
= Day 35. First meal duration = Days 26 to 35. Milk fatty acids = Days 25 to 35

2CTL = Control. PHY = Digestarom. YOM = Digestarom, organic minerals and yeast

3 Standard error of the means



4 P<0.01 for day (except rumination P = 0.62) and P > 0.20 for the interaction of treatment and day.
> Energy-corrected milk

6 Preformed = Fatty acids > 18 C

"Mixed = Fatty acids with 16 or 17 C

8 De novo = Fatty acids with 4 to 15 C

? Equivalency of the linear SCC: 1.80 = 43.600 cells/mL, 1.78 = 43.000 cells/mL, 1.85 = 45.100 cells/mL
10 Rumination time: Neck sensor (CowMed)

! Rumination time per unit of mean ruminal pH



Table 3. Ruminal volatile fatty acids (VFA) molar proportions, protozoa concentration, microbial yield and pH'
Treatment? P-value?
CTL PHY YOM SEM? CTL vs PHY+YOM PHY vs YOM

% of total VFA
Acetate 60.46 60.77 60091 0.263 0.25 0.71
Propionate 22.57 2211  22.09 0.434 0.39 0.97
Butyrate 11.53 11.66 11.61 0.164 0.61 0.83
Isobutyrate 1.052 1.076 1.064 0.0119 0.21 0.49
Valerate 1.897 1.859 1.884 0.0515 0.68 0.74
Isovalerate 2487 2522 2442  0.0531 0.93 0.30
Acetate/Propionate 2.823 2.848 2.849  0.0452 0.65 0.99
Protozoa, x 10°/mL 1.70 2.00 1.94 0.228 0.36 0.83
Alla,> mmol/d 388 387 437 40.9 0.51 0.23
Alla/DOMIL,® mmol/kg 24.5 24.6 25.2 1.85 0.85 0.81
Mean pH 6.638 6.639 6.661 0.0312 0.75 0.61
Minimum pH 6.194 6.245 6.238 0.0538 0.49 0.92
Maximum pH 7.088  7.040 7.073  0.0266 0.35 0.36
pH range 0.893 0.794 0.835 0.0485 0.20 0.53
pH < 6.2, min/d 72 51 49 23.3 0.44 0.96
pH < 5.8, min/d 14 3 9 8.3 0.42 0.63

' Ruminal fluid samples were obtained on days 28 (before slug-feeding) and 33 (during slug-feeding). Reticular
pH measured with Moonsyst probes on d 23 to 34. Microbial yield = Days 26 to 28 (1 value/cow/period)

2 CTL = Control. PHY = Digestarom. YOM = Digestarom, organic minerals and yeast

3 Standard error of the means

4 P <0.01 for day (except protozoa P =0.31 and pH < 5.8 P =0.53) and P > 0.13 for the interaction of treatment
and day (except pH range P = 0.04 and Maximum pH P = 0.02)

> Equivalency of urinary allantoin (mmol/d): 388 mmol/d = 305 g/d of microbial N; 387 mmol/d = 304 g/d of
microbial N; 437 mmol/d = 342 g/d of microbial N. Duodenal purine base flow (mmol/d) =17.0 + 1.037 x urinary
allantoin (Firkins et al., 2006). Microbial N (g/d) = (Duodenal purine base flow x 70) / (0.116 x 0.83 x 1000)
(Chen and Gomes, 1992)

® Allantoin/Digestible organic matter intake



Table 4. Jugular blood acid-base balance 8 h post-feeding during the two days of slug-feeding'.

Treatment? P-value*
CTL PHY YOM SEM? CTL vs PHY+YOM PHY vs YOM
pH 7.458 7459 7446  0.0037 0.27 0.02
pCO,,> mm Hg 33.13 3477 36.23  0.8286 0.03 0.22
p02,° mm Hg 2497 3227 27.70 2.630 0.13 0.23
HCOs", mmol/L 24.03 2430 24.70 0.266 0.16 0.30
Total CO2, mmol/L 25.10 2547 25.73 0.239 0.10 0.44
Sat02,” % 48.10 55.87 48.60 2.347 0.16 0.04
Base excess, mmol/L 1.17 1.47 1.27 0.232 0.49 0.55

! Days 30 and 33

2CTL = Control. PHY = Digestarom. YOM = Digestarom, organic minerals and yeast

3 Standard error of the means

4 P <0.02 for day (except pCO2 P =0.50 and pO, P =0.06) and P > 0.11 for the interaction of treatment and

day

3 Partial pressure of CO;

® Partial pressure of O

7% oxygen saturation of hemoglobin



Table 5. Total-tract apparent digestibility, digestible OM intake (DOMI), energy corrected milk
(ECM) over DOMLI, fecal pH and viscosity, and gut permeability’

Treatment? P-value

CTL vs PHY vs
3
CTL PHY YOM SEM PHY+YOM YOM
Digestibility, % of intake
DM 69.24 68.48 70.66 0.838 0.75 0.08
oM 71.29 70.46 72.43 0.770 0.87 0.09
NDF 40.17 39.16 42.31 1.895 0.81 0.24
Starch 98.39 98.20 98.32 0.078 0.19 0.27
Non NDF-starch OM 7439 72.83 76.86 1.081 0.74 0.01
DOMI, kg/d 155 159 166 0.25 0.04 0.06
ECM/DOMI 207 211 2.00 0.031 0.63 0.03
Fecal pH 7.746 7.452 7.704 0.1518 0.37 0.25
Fecal viscosity, cP 17.85 17.67 16.17 1.229 0.54 0.40
Plasma Cr
1,4,8,12,24 h,* ug/L 128.0 1184 128.5 7.34 0.61 0.34
Area, pg/L x h 2753 2603 2813 149.6 0.81 0.34
LBP,> ug/mL 535 5.64 559 0.539 0.69 0.95

! Digestibility = Days 26 to 28. Fecal pH = Day 29. Fecal viscosity = Day 28. Gut permeability =
Day 35. 1 value/cow/period. LBP = Days 29 and 35.

2CTL = Control. PHY = Digestarom. YOM = Digestarom, organic minerals and yeast

3 Standard error of the means

4+ Hours post-infusion: P < 0.01 for hour and P = 0.96 for the interaction between treatment and
hour

> LPS-binding protein: P = 0.02 for day and P = 0.94 for the interaction between treatment and
day. Means: 4.99 ug/mL on day 29 and 6.06 pg/mL on day 35
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Figure 1. Milk yield (Milk), dry matter intake (DMI), body weight (BW) and first meal duration on
treatments CTL (), PHY (®) and YOM (e). Arrows indicate feed restriction (Days 29 and 32). *Slice
option of SAS (P <0.05).
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Rumination time on treatments CTL (e), PHY (®) and YOM (e). Arrows indicate feed
restriction (Days 29 and 32). Rumination measured with neck sensors (CowMed). *Slice
option of SAS (P <0.05).
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