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RESUMO GERAL

Aditivos alimentares neutralizantes do pH podem melhorar o desempenho de vacas leiteiras
através de mecanismos relacionados ao controle de acidose ruminal e sisttémica e maior
digestibilidade de nutrientes. Uma fonte de MgO calcinado foi desenvolvido para ter alta e
persistente acdo sobre o pH ruminal (pHix-Up, PHP). Este experimento avaliou o efeito da
adicdo de bicarbonato de sddio (BIC. 1% da MS) ou PHP (0,5% da MS) a uma dieta basal
(CTL) sobre o consumo de matéria seca, desempenho leiteiro, perfil de acidos graxos do leite,
digestibilidade de nutrientes, perfil fermentativo no rimen, pH ruminal e fecal, comportamento
ingestivo e balan¢o acido-basico venoso. Quinze vacas Holandesas (29,5 kg/d de leite e 193 +
120 dias em lactacdo) formaram 5 quadrados latinos 3 x 3 e receberam uma sequéncia dos 3
tratamentos em periodos de 21 dias e 13 dias de adaptacdo aos tratamentos. Durante os 17
primeiros dias de cada periodo as vacas foram alimentados com uma dieta com 22,6% de amido
na matéria seca. No dia 17, o alimento foi removido as 2200 h e uma dieta com 31,6% de amido
na matéria seca foi fornecida a vontade do dia 18 ao 21 e mensurac¢des foram obtidas ao longo
do tempo. Os contrastes avaliados foram: CTL vs PHP e BIC vs PHP. Antes da inducéo de
acidose o consumo de matéria seca (22,6 kg/d) e a producdo de leite (27,5 kg/d) ndo diferiram.
O PHP tendeu a aumentar o teor de gordura no leite (3,81%) em comparacao ao CTL (3,63%)
e BIC (3,65%). O PHP tendeu a aumentar o teor na gordura do leite de acidos graxos
monoinsaturados, insaturados, estearico e oleico e aumentou a secrecdo didria de
monoinsaturados, insaturados e oleico. Houve tendéncia de aumento na digestibilidade do
extrato etéreo no trato digestivo total no PHP em comparacdo ao CTL (92,8 vs 91,5% do
consumo). Durante a inducgdo de acidose o consumo de matéria seca (22,9 kg/d) e a producéo
de leite (26,3 kg/d) também ndo diferiram. O BIC tendeu a aumentar os teores no leite de
proteina (3,36 vs 3,30%) e de caseina (2,63 vs 2,58%) e aumentou a sintese de proteina
microbiana no rimen mensurada pela excrecao diaria de alantoina na urina. O pH, HCO3 e o
excesso de base sanguineo foram menores durante a inducdo de acidose. O PHP aumentou a
pressdo parcial de CO- e tendeu a aumentar a concentracdo de ions bicarbonato e CO; total no
sangue em comparacdo ao CTL. A relacdo entre acetato e propionato no fluido do rimen foi
3,8 antes da acidose e 2,7 durante a acidose e ndo foi afetada pelos tratamentos. O pH fecal foi
menor durante acidose e foi maior para o PHP antes e durante acidose. Durante a acidose, 0
PHP tendeu a aumentar o pH ruminal médio (6,29 vs 6,24), tendeu a diminuir a duracao de pH
< 6,2 (555 vs 653 min/d) e aumentou o pH ruminal minimo (5,84 vs 5,72) em comparagdo a
BIC. O PHP também tendeu a aumentar o pH minimo em comparacdo ao CTL (5,75). A
concentracdo sérica de Mg foi maior para o PHP e o BIC tendeu a aumentar o Na sérico em
comparagdo ao PHP. Vacas alimentas com PHP antes da acidose tenderam a ter menor tempo
de refei¢des (394 vs 408 min/d) e de ruminacdo (460 vs 489 min/d e 73 vs 78 min/pH ruminal)
que CTL. Durante a acidose, o PHP tendeu a reduzir o tempo de ingestao (336 vs 353 min/d) e
de ruminacdo (19,4 vs 20,4 min/kg MS) em comparagdo ao CTL. A suplementacdo de PHP
para vacas em final de lactagdo alimentadas com menor teor de amido tendeu a aumentar o teor
de gordura e a secrecdo de acidos graxos insaturados pre-formados no leite, a digestibilidade
do extrato etéreo e o pH ruminal minimo. Os aditivos neutralizantes aumentaram a capacidade
tamponante do sangue durante acidose e PHP induziu pH ruminal mais alto que BIC.

Palavras-chave: Acidose. Bicarbonato de sdio. Digestibilidade. Oxido de magnésio. pH
ruminal. Gordura do leite.



GENERAL ABSTRACT

Neutralizing pH feed additives might improve the performance of dairy cows through
mechanisms related to the control of ruminal and systemic acidosis and a greater digestibility
of the nutrients. A MgO calcinated source was developed to have high and persistent action on
ruminal pH (pHix-Up, PHP). This experiment has evaluated the effect of sodium bicarbonate
(BIC. 1% of DM) or PHP (0.5% of DM) addition in a basal diet (CTL) on dry matter intake,
milk performance, milk fatty acids profile, digestibility of nutrients, rumen fermentative profile,
ruminal and fecal pH, chewing behavior and venous acid-base balance. Fifteen Holstein cows
(29.5 kg/d of milk and 193 £ 120 days in milk) formed 5 latin-squares 3 x 3 and received a
sequence of the 3 treatments in periods of 21 days and 13 days of adaptation to the treatments.
During the first 17 days of each period the cows were fed a 22.6% starch diet on a dry matter
basis. At day 17, the feed was removed at 2200 h and a 31.6% starch diet was allowed ad libitum
from days 18 to 21 and measurements were taken over time. The contrasts evaluated were: CTL
vs PHP and BIC vs PHP. Before inducing acidosis, the dry matter intake (22.6 kg/d) and the
milk production (27.5 kg/d) did not differ. PHP tended to increase the milk fat content (3.81%)
in comparison to CTL (3.63%) and BIC (3.65%). PHP tended to increase the milk fat content
of monounsaturated, unsaturated, stearic and oleic fatty acids and increased the daily secretion
of monounsaturated, unsaturated and oleic. There was a tendency for increasing the total-tract
ether extract to PHP in comparison with CTL (92.8 vs 91.5% of intake). During the acidosis
induction the dry matter intake (22.9 kg/d) and the milk production (26.3 kg/d) also did not
differ. BIC tended to increase the milk protein (3.36 vs 3.30%) and casein (2.63 vs 2.58%)
content and increased the rumen microbial yield measured by the daily urine allantoin excretion.
The blood pH, HCO3™ and base excess were lower during the acidosis induction. PHP increased
the partial pressure of CO> and tended to increase the concentration of bicarbonate ions and
total COz in the blood in comparison to CTL. The rumen fluid acetate to propionate ratio was
3.8 before the acidosis and 2.7 during the acidosis and was not affected by the treatments. The
fecal pH was lower during the acidosis and was higher for PHP before and during the acidosis.
During the acidosis, PHP tended to increase the mean ruminal pH (6.29 vs 6.24), tended to
decrease the duration of pH < 6.2 (555 vs 653 min/d) and increased the minimum rumen pH
(5.84 vs 5.72) in comparison to BIC. PHP also tended to increase the minimum rumen pH in
comparison to CTL (5.75). The blood serum Mg concentration was higher for PHP and BIC
tended to increase Na serum in comparison with PHP. Cows fed PHP before the acidosis tended
to have lower meal (394 vs 408 min/d) and rumination time (460 vs 489 min/d and 73 vs 78
min/ruminal pH) than CTL. During the acidosis, PHP tended to reduce the eating (336 vs 353
min/d) and rumination time (19.4 vs 20.4 min/kg DM) in comparison to CTL. PHP
suplemmentation to late lactation dairy cows with lower starch levels tended to increase the
milk fat content and the milk fat secretion of unsaturated preformed fatty acids, the ether extract
digestibility and the minimum ruminal pH. The neutralizing additives increased the buffering
capacity of the blood during the acidosis and PHP induced a higher ruminal pH than BIC.

Keywords: Acidosis. Sodium bicarbonate. Digestibility. Magnesium oxide. Ruminal pH. Milk
fat.



RESUMO INTERPRETATIVO E RESUMO GRAFICO

Dietas para vacas leiteiras com alto teor de alimentos concentrados podem induzir acimulo
excessivo de acidos graxos volateis no fluido do rimen e reduzir o pH. A acidose ruminal pode
reduzir o consumo de alimentos, o desempenho leiteiro, a secrecdo de componentes do leite e
a longevidade de vacas leiteiras. Aditivos alimentares neutralizantes podem auxiliar no controle
do pH ruminal. Este experimento avaliou o efeito de uma fonte calcinada de éxido de magnésio
(0,5% da matéria seca) ou bicarbonato de sodio (1% da matéria seca) sobre o consumo,
desempenho leiteiro, digestibilidade, mastigacéo e perfil fermentativo e pH ruminal de vacas
leiteiras. A inclusdo do 6xido do magnésio foi efetivo em aumentar os teores de gordura no
leite, digestibilidade do extrato etéreo e em controlar o pH ruminal.

BICARBONATO DE SODIO OU
OXIDO DE MAGNESIO PARA

CONTROLAR ACIDOSE RUMINAL
EM VACAS LEITEIRAS
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Efeito da adi¢do de bicarbonato de sédio ou 6xido de magnésio em dietas de vacas leiteiras.
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_ PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

Vacas em leiteiras apresentam alta demanda nutricional durante a lactacdo. Uma prética
comum para suportar essa alta exigéncia é o fornecimento de grandes quantidades de
concentrado, especialmente os ricos em amido. Essa pratica, normalmente, leva a um
comprometimento dos teores de fibra fisicamente efetiva da dieta (peFDN). Fibra fisicamente
efetiva, € necesséria para estimular a mastigacéo, consequentemente, salivagdao, melhorando o
tamponamento do contetdo ruminal, além do mais, promove a motilidade ruminal fazendo com
que os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) produzidos pelo processo de fermentacdo entrem
em contato com a parede ruminal para que ocorra a sua absor¢do. A rapida fermentacéo ruminal,
guando em descompasso com a taxa de absorcdo de AGCC, pode resultar no acumulo desses
produtos da fermentacdo e afetar a regulacdo &cido basico do rimen, levando a uma queda do
pH ruminal. Uma alternativa para minimizar os efeitos negativos da utilizacdo de dietas com
altas quantidades de concentrado e amido é a adi¢do de agentes neutralizantes.

Os agentes neutralizantes tém se mostrado efetivos, a depender da dieta basal, em
controlar os efeitos negativos da acidose ruminal, tais como, queda na gordura do leite, baixo
pH ruminal, diminuicdo do consumo e producéo de leite. Dessa forma, o presente trabalho de
pesquisa teve como objetivo elucidar, de maneira mais clara, as formas pelas quais, bicarbonato
de sodio e Oxido de magnésio agem para controlar a acidose ruminal. Os mecanismos
responsaveis por ocasionar as diferentes variaveis respostas estdo discutidos nas diversas se¢oes
dessa presente tese, juntamente com os resultados prévios reportados pela literatura. Sugestdes
de futuros trabalhos de pesquisa foram feitos para que novos avancos sejam alcancados com

relacdo a literatura de agentes neutralizantes.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aditivos neutralizantes do rimen em producéo animal

Os agentes neutralizantes podem ser definidos em tamponantes ou agentes
alcalinizantes (ERDMAN, 1988). Tamponante é qualquer substancia que em solugdo aquosa
causa resisténcia a variacdo do pH da solucdo a adi¢do de um &cido ou uma base forte, e para
gue isso ocorra trés premissas devem ser respeitadas. A primeira é que o tamponante seja
sollvel. A segunda € que precisa ser um acido fraco, ou uma base fraca, ou que seja um sal
resultante destes. A terceira € que 0 pKa (pH em que se tem 50% da substancia na sua forma
dissociada e 50% na sua forma néo dissociada) seja proximo do pH da solu¢cdo (ERDMAN,
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1988). Agente alcalinizante é qualquer substancia que em solucéo aquosa causa aumento do pH
da solugéo (STAPLES; LOUGH, 1989).

O principal tamponante e agente alcalinizante na nutrigdo de ruminantes é,
respectivamente, bicarbonato de sodio (BicNa) e 6éxido de magnésio (MgO) (ERDMAN, 1988;
HU; MURPHY, 2005). Os primeiros relatos da utilizacdo de BicNa e MgO na nutri¢do de vacas
leiteiras é da década de 60 (DAVIS; BROWN; BEITZ, 1964; EMERY; BROWN; THOMAS,
1964; EMERY; BROWN; BELL, 1965). Desde entdo, inumeros avancos com relagdo aos
mecanismos de ac¢do destes compostos foram alcangados (ERDMAN; HEMKEN; BULL, 1982;
HU; MURPHY, 2005; KALSCHEUR et al., 1997; RAZZAGHI et al., 2022; RUSSELL;
CHOW, 1993).

Um fato interessante que deve ser observado quanto a suplementacdo de MgO é que as
caracteristicas intrinsecas do produto a base de MgO parecem interferir na resposta animal, tais
como temperatura de producdo e tamanho de particula, (GOFF, 2014; XIN; TUCKER,;
HEMKEN, 1989). O MgO € um produto com diversas aplicacGes, podendo ser desde uma
alternativa que pode ser utilizada para o controle de problemas relacionados a acidose ruminal
quanto usado para a construgdo de fornos e reatores industriais capazes de resistir a altas
temperaturas. Dessa forma, é necessario entender que nem todo MgO apresenta as mesmas
caracteristicas e reatividades, o que pode ser explicado pelo seu processo de fabricacdo. O MgO
normalmente é produzido por um processo industrial chamado de calcinacdo, reacédo
endotérmica, na qual o carbonato de magnésio (MgCOz), normalmente presente na natureza,
guando aquecido forma o0 MgO com a liberagéo de CO». A duragéo e a temperatura do processo
de calcinagdo afetam a estrutura e a reatividade do 6xido de magnesio formado (EUBANK,
1951), consequentemente, influenciando na destinacdo que esse produto terd. De acordo com
esse autor o MgO pode ser dividido em MgO sinterizado ou calcinado. O primeiro, passa pelo
processo de calcinacdo a mais altas temperaturas, enquanto que o segundo, temperaturas
menores. Quando em menores temperaturas, ao redor de 300°C, ha perda de gases (CO2)
fazendo com que a estrutura do MgO fique porosa, com uma grande area de superficie interna,
consequentemente, grande reatividade. Entretanto, quando atingida temperaturas acima de
900°C o MgO passa por um processo de recristalizacdo, tornando-se muito menos reativo
(EUBANK, 1951). Ao contrario do que ocorre para MgO, as caracteristicas intrinsecas das
fontes de BicNa ndo parecem interferir na resposta animal, muito provavelmente pela alta

solubilidade e capacidade do BicNa se ionizar em solucgdes aquosas (GOFF, 2018). De acordo
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com esses autores, cerca de 100% das moléculas de BicNa se dissociam quando em solugéo,
formando Na+.
2.2 Consumo e desempenho leiteiro

De acordo com Allen (2000), o consumo de matéria seca (CMS) é determinado pelo
tamanho e pela frequéncia das refei¢fes. Os fatores que influenciam o tamanho das refeicGes
tém sido bastante estudados e sdo relacionados a saciedade. Os fatores que influenciam a
frequéncia das refei¢des, por sua vez, tém sido menos estudados e séo relacionados a fome, ou
a vontade de se alimentar. Ou seja, quanto mais rapido um animal se saciar, menor sera a sua
refeicdo, e quanto mais vezes ele sentir fome no dia, maior sera o nimero de refeicdes.

A regulacdo do CMS parece ser fruto de um mecanismo integrado de diferentes sinais,
sejam eles fisicos ou quimicos, que atuam sobre os centros de saciedade do cérebro (ALLEN,
2000). Dietas contendo baixa relagéo entre forragens e concentrados, normalmente tém alto
poder acidogénico, ou seja, grande capacidade de gerar acidos graxos volateis (AGV) oriundos
da fermentacdo ruminal (KRAUSE; OETZEL, 2006). Nesse tipo de dieta o teor de amido e sua
taxa de degradacdo ruminal sdo importantes determinantes do CMS. Fatores como tipo, forma
de conservacdo e processamento do grao, afetam diretamente a degradacdo ruminal do amido
(MILLS; FRANCE; DIJKSTRA, 1999). Normalmente, nesse tipo de dieta temos uma maior
proporcdo de propionato como produto da fermentacdo ruminal (ROGERS et al., 1979). O
aumento na taxa de producao e na absor¢do de propionato pode induzir queda no CMS, através
de mecanismos relacionados a maior geracdo de equivalentes redutores, produzidos pela
oxidagdo do propionato pelo figado, o que levaria a uma diminuicdo na frequéncia de
despolarizacédo das fibras aferentes de neurdnios vagais levando a saciedade (ALLEN, 2000).

Existem diferentes teorias para explicar o mecanismo de acdo dos agentes neutralizantes
como o0 MgO e o BicNa sobre o desempenho animal. Dentre essas teorias, podemos destacar o
maior fornecimento de bases capazes de neutralizar os AGV formados durante o processo de
fermentacdo ruminal. Dessa forma, hd o aumento ou menor variagdo do pH ruminal, o que
resultaria em mais AGV na sua forma ndo protonada (acetato, propionato e butirato) quando
comparado a animais ndo consumindo agentes neutralizantes. A velocidade de absor¢do dos
AGV é mais rapida quando eles estdo na forma protonada (DIJKSTRA et al., 1993). Logo 0s
agentes neutralizantes teriam a capacidade de diminuir a velocidade de absorcdo dos AGV,
tendo como énfase, principalmente, o propionato, importante por causar saciedade. Pela
equacdo de Henderson-Hasselbach, pH = pKa + LOG ([A]/[HA]), temos que em pH 6,0 a
proporcao de acido propiénico (pKa = 4,88) na forma ndo protonada é 13,2 vezes maior que na
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forma protonada, e em pH 5,6 esta relacdo cai para 5,2 vezes. Outro ponto importante que deve
ser levado em consideracgéo se tratando do processo de absor¢do de AGV na sua forma néo
protonada é que, dependendo do mecanismo absortivo utilizado, pode haver influxo de ions
bicarbonato para o rimen (DIJKSTRA et al., 2012), auxiliando no controle do pH ruminal.
Estimasse que cerca de metade do influxo diario de ions bicarbonato ocorra através da parede
ruminal e a outra metade pela saliva (DIJKSTRA et al., 2012).

Vacas de leite de alta producdo podem produzir até 160 moles de AGV por dia
(RUSSELL, 2002). Um animal com CMS de 25 kg/d em uma dieta contendo BicNa a 1% da
MS, sendo a inclusdo tipica em dietas de vacas leiteiras de 0,7 a 1,5% da MS (HU; MURPHY,
2005), ou em uma dieta contendo MgO a 0,5% da MS, metade da dose de BicNa conforme
proposto por Bach et al. (2018) teria um consumo de aproximadamente 3,0 moles/d de BicNa
ou MgO, uma vez que a massa molar do BicNa é de 84,0 g/mol e do MgO ¢ 40,3g/mol. Nesse
exemplo, a relagéo entre moles de AGV produzido e moles de agente neutralizante consumido
através da dieta seria de 53,3:1. Valores que nos fazem refletir e até mesmo duvidar que a agdo
dos agentes neutralizantes, BicNa e MgO, seja apenas por tamponamento ruminal. O
tamponamento sanguineo, conforme discutido em se¢des seguintes, também parece explicar a
acao desses agentes neutralizantes em vacas leiteiras (GOFF, 2018; PEREIRA et al., 1999;
ROGERS et al., 1985).

O alimento quando ingerido pelos ruminantes passa inicialmente pelos pré-estdmagos.
O rdmen ¢ o local aonde ocorre a maior parte da degradacdo dos alimentos por acdo dos
microrganismos ruminais. As taxas de passagem e de degradacdo determinam o quanto do
alimento ingerido passa intacto pelo rimen ou € degradado. Quanto maior a taxa de passagem,
maior a propor¢do do alimento ingerido que passa intacto pelo rimen e uma menor propor¢do
é degradada pelos microrganismos ruminais.

De acordo com Russell e Chow (1993), 0 mecanismo de acdo dos agentes neutralizantes
parece ndo ser apenas pela neutralizacdo de acidos oriundos da fermentagcdo ruminal, mas
também por efeito direto sobre a taxa de passagem da fase liquida ruminal por aumento da
ingestdo de agua. O rimen representa cerca de um sétimo da massa de um ruminante, sendo
dessa forma um importante compartimento em que a pressao osmaotica deve ser precisamente
regulada para evitar tanto hemoconcentracdo como hemodilui¢cdo. Harrison et al. (1975)
infundiram tamp®es no rimen e perceberam que a taxa de passagem da fase liquida aumentou,
0 que foi acompanhado do aumento do fluxo de amido para fora do rimen e na relagéo entre

acetato e propionato no fluido. Um fato interessante é que quando agua foi infundida
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diretamente no rdmen ndo houve efeito sobre a taxa de passagem e perfil fermentativo,
indicando que a maioria da &dgua infundida ndo passou para 0 omaso, mas foi absorvida através
da parede ruminal. Esses resultados somados a relativa constancia da pressdo osmética do
rimen, mesmo com a infusdo de agua, sugerem que o transporte de dgua através da parede
ruminal € um mecanismo efetivo em regular a pressdo osmoética (HARRISON et al., 1975). A
maior taxa de reciclagem da fase liquida do rimen pode ser alcancada através da infusdo de
cloreto de sodio ou bicarbonato de sédio (ROGERS et al., 1979). Nestas infusdes a maior taxa
de reciclagem da fase liquida do ramen foi associada a um maior consumo de agua pelo animal.
O uso de aditivos neutralizantes do rimen pode aumentar o CMS, uma vez podem promover
maior consumo de agua e promover maior taxa de passagem da fase liquida e de amido, levando
a uma menor concentracdo e fluxo ruminal de propionato.

Infelizmente, poucos trabalhos na literatura tém se preocupado em medir 0 consumo de
agua, principalmente em experimentos avaliando a inclusdo de MgO, uma variavel fisiolégica
extremamente importante. Edwards e Poole (1983), avaliaram o efeito da incluséo de 2% de
BicNa fornecido através de dieta total em vacas em inicio de lactacdo. Os autores observaram
qgue o fornecimento de BicNa aumentou o consumo diario de &gua do grupo de animais
comparado com animais ndo suplementados (45 vs 51 L/d), apesar do consumo individual de
agua por animal ndo ter sido mensurado no experimento.

Pérez-Ruchel, Repetto e Cajarville (2014) avaliaram o efeito da suplementacdo de
ovinos com 2% da MS consumida de uma mistura contendo 75% de BicNa e 25% MgO. A
mistura de aditivos neutralizantes foi fornecida, por via oral, uma vez ao dia antes do
fornecimento da forragem. A dose diéria foi ajustada com base no consumo de MS observado
no dia anterior e 0s animais tiveram acesso a forragem temperada por 6 h/d. Os animais
consumindo os neutralizantes ingeriram mais agua total (1278 vs 897 mL/d, P < 0,05) e houve
tendéncia de aumento na ingestdo de agua livre (632 vs 322 mL/d, P = 0,08) relativamente aos
ndo suplementados. Os autores associaram a maior ingestdo de agua a reducdo do tempo de
retencdo médio da digesta no trato digestivo total (53,8 vs. 45,2 horas, P < 0,09), mensurado
através da utilizacdo de fibra em detergente neutro (FDN) cromo mordente. Em vacas leiteiras,
o fornecimento de 1,7% de BicNa em dieta contendo 33% de forragem e 67% de concentrado
e com silagem de milho como forragem Unica também aumentou o consumo médio de dgua do
grupo (100,4 vs 79,4 kg/d) (ESCOBOSA et al., 1984).

Khelil-Arfa, Faverdin e Boudon (2014) avaliaram o efeito do teor de Na na dieta (0,21
vs 0,49% da MS da dieta) em diferentes temperaturas ambiente (15°C e 66,0 de indice de
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Temperatura e Umidade ou 28°C e 78,7 de ITU) sobre a particdo da agua ingerida por vacas
lactantes e ndo-lactantes. O aumento de Na na dieta foi feito por aumento no teor de BicNa na
dieta (1,9 vs 0,5% da MS). A ingestao de dgua foi maior para as vacas em lactacdo consumindo
maior teor de BicNa (84,0 vs 78,5 kg/d, P < 0,05), o que foi associado a maior (P < 0,01)
excrecdo de urina tanto em vacas nao-lactantes (15,7 vs 11,6 kg/d) como em lactantes (22,3 vs
15,9 kg/d). Nas vacas ingerindo mais Na a ingestdo de 4gua por unidade de CMS tendeu a ser
mais alta (P < 0,10) tanto para vacas nao-lactantes (2,58 vs 2,39 kg/kg de CMS) como para
vacas em lactacdo (4,22 vs 4,01 kg/kg de CMS). A excrecdo de urina também aumentou (P <
0,01) para vacas secas (1,13 vs 0,84 kg/kg de CMS) e em lactagéo (1,11 vs 0,81 kg/kg de CMS)
com o maior teor de BicNa na dieta. De acordo com os autores, 0 aumento da ingestdo de agua
com o maior fornecimento de BicNa se deve ao maior estimulo do centro da sede por aumento
na osmolaridade do plasma devido ao maior aporte de Na. Ainda de acordo com esses autores,
a maior excrecdo urindria provavelmente se deve a uma inibicdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, o que levaria a uma menor reabsorc¢do renal de Na e &gua em resposta
a aumento do volume de liquido extracelular causado por aumento no consumo de Na. O
aumento no nivel de suplementacdo de Na (25 vs 210 g/d) reduziu a concentracdo sanguinea de
aldosterona (12 vs 36 pg/mL) em vacas gestantes e ndo-lactantes (ROUFFET et al., 1990). A
aldosterona é hormonio esteroide, sintetizado a partir do colesterol na zona glomerulosa das
glandulas adrenais com importantes funcdes sobre o balanco eletrolitico. A sua principal funcéo
¢ aumentar na reabsorcdo de Na pelos rins atrdves do aumento de canais de Na ha membrana
apical e da enzima Na/K ATPase na membrana baso-lateral (SHERWOOD; KLANDOREF;
YANCEY, 2013). A reabsorcao de Na ocasionado pela secrecdo de aldosterona também leva a
reabsorcao de dgua pelo mecanismo da osmose.

Os aditivos neutralizantes também podem afetar o consumo de agua e a taxa de
passagem da fase liquida do rimen em bovinos jovens. Kellaway et al. (1977) forneceram para
bezerros teores crescentes de Na no concentrado (0,2, 1,1, 2,0 e 2,9% da MS), oriundo de BicNa
ou NaCl. Houve aumento (P < 0,01) linear para o consumo diario de agua (3,42, 3,99, 4,07,
5,15 L/kg de CMS) com maior teor de Na na dieta, ndo havendo diferenca entre as fontes. A
inclusdo de 6% de BicNa no concentrado de bezerros aumentou o consumo de agua (6,37 vs
4,90 L/d) e o fluxo de liquido do ramen (25,5 vs 23,2 L/d) (KELLAWAY et al., 1978).

Apesar do consumo de agua ser uma variavel pouca avaliada em experimentos, existem
evidéncias indiretas de que aditivos neutralizantes podem aumentar a ingestdo de dgua em
bovinos. Aumento do volume urinario (HU; MURPHY, 2004; KILMER; MULLER; SNYDER,
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1981; THOMAS et al., 1984) e diminuigdo na concentracao urinaria de creatinina (CASSIDA;
MULLER; SWEENEY, 1988; THOMAS et al., 1984) normalmente ocorre com o fornecimento
de aditivos neutralizantes. Entretanto, existem experimentos nos quais nao foi observado efeito
de aditivos neutralizantes sobre a taxa de passagem da fase fluida do ramen (HAALAND;
TYRRELL, 1982; ERDMAN; HEMKEN; BULL, 1982; STAPLES et al., 1988), supostamente
em decorréncia do baixo niumero de observacgdes e de poder estatistico para detectar diferengas
significativas entre tratamentos.

O compilado de trabalhos publicados (TABELA 1) sugere que ocorre aumento ou
auséncia de efeito da adicdo de BicNa ou MgO sobre 0 CMS e a producédo de leite de vacas
leiteiras. As caracteristicas da dieta parecem afetar o padrdo de resposta. Entre elas, se destacam
o0 tipo de forragem e o teor de fibra na dieta (HU; MURPHY, 2005) e a propor¢do de
concentrado (KENNELLY; ROBINSON; KHORASANI, 1999). Hu e Murphy (2005) em uma
metanalise reportaram que a resposta em CMS ao fornecimento de BicNa parece depender da
dieta basal. As dietas foram categorizadas como 1) MS, quando as dietas tinham como fonte de
forragem unicamente ou majoritariamente silagem de milho. 2) NMS, quando as dietas tinham
outras forragens, sem ser silagem de milho, como a Unica ou como por¢do majoritaria da
forragem da dieta. BicNa, seja em inclusdo moderada (0,7-1,0% da MS) ou alta (1,0-1,5% da
MS) somente afetou 0 CMS quando incluido em dietas MS. Entretanto, teor de fibra e tipo de
forragem foram confundidos, sendo que dietas MS tiveram menores teores de fibra. A inclusao
de 1,2% da MS de BicNa a dietas com 50% ou 75% de alimentos concentrados na MS aumentou
a producéo de leite apenas em dietas com maior teor de concentrado (32,0 vs 35,1 kg/d, P =
0,01 para interacdo entre teor de concentrado e BicNa) (KENNELLY; ROBINSON;
KHORASANI, 1999).

Erdman (1988) em sua revisao de literatura avaliou o efeito do fornecimento de aditivos
neutralizantes para vacas leiteiras. Os dados resumiram o achado de 50 publicacdes, 82
experimentos e 3.065 vacas em diferentes regimes alimentares. O autor avaliou o efeito da
inclusdo de BicNa e MgO a dietas diferindo no teor de forragem. As dietas foram divididas em
com teor de forragem baixo (< 30% da MS) ou alto (> 30% da MS). De acordo com o autor,
em trabalhos onde silagem de milho era a forragem Unica os animais suplementados com BicNa
tiveram aumento de 0,5 kg/d no consumo de matéria seca, 0,6 kg/d na producéo de leite e 1,1
kg/d no leite corrigido para gordura quando comparados aos animais nao suplementados (P <
0,05). Entretanto, o efeito positivo dos aditivos neutralizantes sobre o consumo e o0 desempenho

leiteiro parecem sem menores quando silagens de pré-secado de alfafa e gramineas fazem parte
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da dieta. Alguns fatores como, o maior teor de fibra oriunda de alfafa quando comparado com
silagem de milho em uma mesma relagéo entre forragens e concentrados na dieta e 0 maior
poder tampao da alfafa em comparacdo a silagem de milho parecem explicar parte da diferenca
da efetividade dos aditivos neutralizantes em dietas diferindo no tipo da forragem (DePETERS
etal., 1984).

O fornecimento de agentes neutralizantes normalmente ndo afeta o teor e a producao de
proteina e lactose no leite (BACH et al., 2018; RAZZAGHI et al., 2021; RAZZAGHI et al.,
2022). Hu e Murphy (2005) em sua metanalise compilaram dados de 30 experimentos,
incluindo 73 tratamentos e 369 vacas e ndo observaram o efeito do fornecimento de BicNa
sobre o teor e a producdo de proteina no leite, independentemente da forragem utilizada.
Entretanto, alguns trabalhos pontuais na literatura demonstram, tanto aumento como
diminuicdo com o uso de aditivos neutralizantes sobre esses parametros.

Kennelly, Robinson e Khorasani (1999) avaliaram a inclusdo de 1,2% da MS de BicNa
em dietas de baixa (50% da MS) e alta (75% da MS) inclusdo de concentrado. A suplementacéo
de BicNa na dieta com alta inclusdo de concentrado reduziu o teor de proteina no leite (3,10 vs
3,34%, P = 0,01) e aumentou o teor de lactose (4,85 vs 4,69%, P < 0,05), entretanto
justificativas para esses resultados ndo foram dadas. Thomas et al. (1984) avaliaram 1% da MS
de BicNa e 0,5% da MS de trés MgO com diferentes granulometrias em vacas leiteiras em meio
de lactagdo. O fornecimento dos aditivos neutralizantes reduziu (P <0,01) o teor de proteina no
leite, entretanto os autores relataram néo ter uma explicacdo do porgue animais controle tiveram
maior teor de proteina no leite.

Cabrita et al. (2009), em experimento com delineamento do tipo Quadrado Latino 4x4,
avaliaram o efeito da suplementacéo de uma mistura de BicNa (0,65% da MS) e MgO (0,48%
da MS) em dietas contendo milho ou trigo como fonte de amido. Os aditivos neutralizantes
aumentaram o teor de proteina no leite apenas na dieta contendo trigo (2,88 vs 2,79%, P = 0,01),
nenhuma explicagédo foi dada pelos autores suportando esse resultado. Em outro experimento
(ESCOBOSA et al., 1984), a adicdo de 1,7% da MS de BicNa em dieta de 33% silagem de
milho da MS aumentou o teor de proteina do leite (3,43 vs 3,31%, P < 0,05).

Uma possivel justificativa para a reducdo do teor ou producdo de proteina no leite
qguando se suplementa aditivos neutralizantes, BicNa e MgO, seria 0 aumento na taxa de
passagem da fase fluida do rimen por aumento na ingestéo de agua, o que, dependendo do grau
de processamento e tipo de amido, poderia levar a menos amido sendo degradado no ramen.

Logo, menos carboidrato rapidamente fermentavel estaria disponivel para crescimento
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microbiano no rumen. Entretanto, maior taxa de passagem da fase fluida do radmen poderia
aumentar o teor e a secre¢do diaria de proteina no leite por maior eficiéncia na sintese de
proteina microbiana por diluicdo da mantenca (HARRISON et al., 1975). Microorganismos
ruminais precisam gastar parte da energia produzida, ATP, para manter as suas células, seja por
mecanismos relacionados a motilidade, renovacdo de constituintes celulares ou para o
reestabelecimento do gradiente idnico através da membrana celular (RUSSELL, 2002). Dessa
forma, quanto maior a taxa de diluicdo menor sera a mantenca dos microorganismos
proporcionalmente a energia produzida (ATP). Adicao de 2% da MS de uma mistura de aditivos
neutralizantes (75% BicNa e 25% MgO) na dieta de ovinos aumentou a excrec¢do total de
derivados de purina na urina (0,47 vs 0,22 g/d, P < 0,05) (PEREZ-RUCHEL; REPETTO;
CAJARVILLE, 2014). Estas duas possibilidades de mecanismo de acdo sugerem que o efeito
antagbnico de aditivos neutralizantes sobre a secrecdo de proteina no leite, via maior taxa de
passagem de amido ou ganho na eficéncia de sintese microbiana no rimen, poderiam resultar

em auséncia de efeito destes aditivos sobre a secrecdo de proteina do leite.
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Tabela 1- Consumo de matéria seca (CMS) e producdo de leite (PL) de vacas leiteiras suplementadas com BicNa ou MgO.

Agente
neutralizante

Inclusédo
(% da MS)

Relacéo
forragem:concentrado

Forragem

CMS

PL

kg/d*

A

kg/d

Estudo
A

MgO

BicNa

BicNa

BicNa

0,40

0,80

0,40

0,70

0,80

35:65

40:60

46:54

35:75

26% silagem de
milho

5% silagem de
alfafa

4% feno de alfafa

28% silagem de
milho
12% feno de
alfafa

22% silagem de
graminea
22% silagem de
milho
1,7% palha de
trigo

17,5% feno de
aveia
17,5% feno de
alfafa

26,4

22,8

20,7

23,1

+0,3

+0,9

+0,4

+1,9%*

+1,1

44,8

33,4

32,2

27,6

+0,2 (RAZZAGHI et al., 2022)

+1,6%
(RAZZAGHI et al., 2021)
+1,1*

(NEVILLE et al., 2019)

+0.2 Experimento 2

+1,5* (CRUYWAGEN et al.,2015)



BicNa

(BicNa + MgO)

BicNa

BicNa

0,85

(0,65 + 0,48)

1,20

1,20

49,4:50,6

50:50

50:50

25:75

50:50

25:75

34,2% silagem
de milho
5,7% feno de
alfafa

9,5% pré-secado

de azevém

45% silagem de
milho

5% palha de trigo

25% silagem de
alfafa
25% silagem de
graminea
12,5% silagem
de alfafa
12,5% silagem
de graminea

25% silagem de
alfafa
25% silagem de
graminea
12,5% silagem
de alfafa
12,5% silagem
de graminea

22,1

22,6

18,3

19,9

20,4

20,2

+0,9

+1,0

+0,7

43,0

36,8

21,9

24,3

32,9

30,5

19

+1,2 (BERNARD et al., 2014)

0,1 (CABRITA et al., 2009)
+1,6

(KHORASANI; KENNELLY,

2001)

+0,4
-0,9

(KENNELLY; ROBINSON;

KHORASANI, 1999)

+4,6%



31,5:68,5
(sem subproduto
fibroso)

31,5:68,5
(47% subproduto
fibroso)

BicNa 0,8

49:51

60:40
(BicNa+ MgO) (1,50 + 0,50)
25:75

BicNa 0,75 40:60

BicNa 1,2 40:60

17,2% silagem
de alfafa
14,3% silagem
de milho
17,2% silagem
de alfafa
14,3% silagem
de milho
34,5% silagem
de alfafa
14,5% silagem
de milho

36% silagem de
milho
24% pre-secado
de alfafa
15% silagem de
milho
10% pré-secado
de alfafa

40% silagem de
milho

40% silagem de
graminea

21,1

24,2

22,7

20,6

23,7

19,6

21,7

+2,3

+0,2

+0,9

+1,3

+0,4

0,0

-1,4%

29,3

31,8

30,4

28,1

31,5

26,3

34,5

+2,5

+0,5

+1,6

+1,2

-1,7

(PEREIRA et al., 1999)?
Experimento continuo

(KALSCHEUR et al., 1997)

(HARRISON; RILEY;

LONEY, 1989)

20

(ERDMAN; SHARMA, 1989)



BicNa
MgO

(BicNa + MgO)

BicNa

BicNa

BicNa
MgO

(BicNa + MgO)

BicNa
MgO

(BicNa + MgO)

0,8
0,4

(0,8 +0,4)

1,7

2,0

1,0
0,8

(1,0+0,8)

1,0
0,8

(1,0+0,8)

43:57

33:67

40:60

40:60

40:60

36% feno de
alfafa
7% silagem de
milho

33% silagem de
milho

40% silagem de
azevem

40% silagem de
milho

40% silagem de
milho

20,8

17,9

13,9

18,6

16,4

+1,5
+1,1

+1,1

+3,2*

+1,0

+1,2
+1,2

+1,0

+1,0
+0,6

+0,7

31,6

18,1

24,1

34,6

24,6

+0,5
+0,6

+0,5

(ARAMBEL et al., 1988)

(ESCOBOSA et al., 1984)

1982)
Experimento 1

1982)
Experimento 2

21

(EDWARDS; POOLE., 1983)

(ERDMAN; HEMKEN; BULL,

(ERDMAN; HEMKEN; BULL,
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BicNa 15 +2,2% +1,6
.
MgO 0.8 40:60 40% fr']'l?ﬁgm d 185 407 345 +04 (ERDMAN et al., 1980)
(BicNa+Mg0O)  (1,5+0,8) +2,1% +3,8%

Valores comparados ao tratamento controle e variagdo da resposta dos animais suplementados (A): + aumento — reducdo. *P < 0,05; **P < 0,10
2Comparacdes diretas entre os tratamentos contendo ou ndo BicNa néo foram feitas. Para efeito de BicNa: P < 0,01 em CMS, P = 0,02 em produgéo
de leite
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2.3 Digestibilidade da gordura e perfil de 4cidos graxos da gordura do leite

Como iremos tratar nesse capitulo sobre perfil de acidos graxos (AG) no leite, € primeiro
preciso entender quais sao 0s grupos que compde a gordura do leite. A gordura do leite é
composta por trés grandes grupos de AG: De novo, mistos e pré-formados. De acordo com
Woolpert et al. (2017), os AG De novo sdo aqueles de 4 a 14 carbonos e sdo sintetizados pela
glandula mamaria através da utilizacdo de precursores da fermentacdo ruminal, o acetato e o
butirato. Os AG mistos sdo aqueles de 16 carbonos e podem ser sintetizados tanto pela glandula
mamaria, através de precursores da fermentagdo ruminal, o acetato e butirato, como também
serem incorporados ao leite, diretamente do sangue, atrdves de AG previamente absorvidos da
dieta ou mobilizacao pelo tecido adiposo. Os AG pré-formados sdo os de 18 ou mais carbonos
incorporados ao leite, diretamente do sangue, atraves da sua prévia absorcdo da dieta ou
mobilizacao pelo tecido adiposo.

A depressdo da gordura do leite induzida por fatores dietéticos pode ser definida como
a reducao no teor e producéo de gordura decorrente de alteracdo na rota de biohidrogenacéo de
lipides insaturados no ramen, sem que ocorra queda na producdo de leite ou de outros
componentes do leite (BAUMAN; GRIINARI, 2001). O &cido linoleico (C18:2, cis-9, cis-12),
durante o processo normal de biohidrogenacdo, é primeiramente isomerizado, formando o acido
linoleico conjugado (CLA) (C18:2, cis-9, trans-11), que é rapidamente hidrogenado formando
0 &cido vacénico (C18:1, trans-11) que levara a formacdo do acido estearico (C18:0) através de
mais uma etapa de hidrogenacdo (QIU et al., 2004). A isomerizacdo do acido linoleico e a
biohidrogenacdo do AG C18:2, cis-9, trans-11 ocorrem de maneira rapida. Entretanto, a
conversdo do é&cido vacénico em &cido estedarico € a etapa limitante (HARFOOT,;
HAZELWOOD, 1997). Uma caracteristica comum de dietas com capacidade de induzir
depressao na gordura no leite é uma alteracao na rota de biohidrogenacdo de trans-11 para trans-
10 (ALVES; BESSA, 2014). Essas mudangas que ocorrem no ambiente ruminal s&o
acompanhadas por mudancas no perfil dos AG da gordura do leite, normalmente, através de
reducbes na proporcdo e secrecdo de AG de cadeia curta e média, consequentemente,
aumentando a proporg¢do de AG pré-formados sem que se altere a secrecdo didria dos mesmos
(LOCK et al., 2008; RICO; HARVATINE, 2013). Isso sugere que ocorre inibicdo mais
expressiva da sintese de novo do que da captacdo de AG pré-formados pela glandula mamaria
(BAUMAN; GRIINARI, 2001; BAUMAN; HARVATINE; LOCK, 2011). Entretanto, em
algumas situac@es a captagdo dos AG pré-formados pode ser mais afetada do que a sintese de
novo (REGO et al., 2005).
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Infusbes no abomaso de CLA C18:2, trans-10, cis-12 nas quantidades de 3,5, 7,0 e 14,0
g/d reduziram (P < 0,01) a secre¢do mamaria de gordura por dia em 25, 33 e 50%, e o teor de
gordura do leite em 24, 37 e 46%, respectivamente, sem afetar a producdo de leite (25,6 L/d) e
o0 teor (3,06%) e secrecdo (779 g/d) de proteina comparativamente ao tratamento controle
(BAUMGARD; SANGSTER; BAUMAN, 2001). Os AG De novo, mistos e pré-formados
tiveram suas secrecdes no leite, em mmol/d, reduzidas com as infusées do CLA C18:2, trans-
10, cis-12. Entretanto, na dose mais baixa de infuséo, a reducdo, em comparacdo ao controle
em mmol/d, dos trés grupos grupos de AG foi equivalente, sendo que a medida que a dose de
infuséo de C18:2, trans-10, cis-12 aumentou houve uma redugdo mais expressiva dos De novo
em comparacdo aos mistos e pré-formados. De acordo com os autores, quanto maior a
quantidade de C18:2 trans-10, cis-12, maior a inibicdo dos AG De novo comparativamente aos
AG mistos e pré-formados. Nesse mesmo trabalho, diminuicéo da atividade da enzima delta-9-
desaturase foi evidenciada pelo aumento da relacdo dos AG saturados maiores que 14 C e seus
respectivos AG monoinsaturados. Peterson, Matitashvili e Bauman., (2004) mostraram in vitro
diminuicdo progressiva da lipogénese com o aumento da concentracdo (0, 25, 50, 75 e 100
pumol/L) do AG C18:2, trans-10, cis-12. Houve reducao na abundancia de mRNA das enzimas
acetil-coa carboxilase, acido graxo sintetase e estaroil-coa desaturase quando C18:2, trans-10,
cis-12 estava presente. Esses autores demonstraram que SREBP-1 é responsavel pela regulacéo
da expresséo de enzimas lipogénicas importantes em bovinos, sendo que na presenca do AG
C18:2, trans-10, cis-12 ndo houve reducdo na expressdo do mRNA do SREBP-1, nem da
proteina precursora do SREBP-1, mas sim do componente ativo do SREBP-1. O SREBP-1 é
sintetizado como precursor (125 KDa), fica no reticulo endoplasmético até ser clivado e
liberado na sua forma ativa (68 KDa), esse por sua vez € o componente responsavel por migrar
até o nucleo e ativar a transcricdo de genes. Os resultados desse experimento suportam que 0s
efeitos in vivo do CLA C18:2, trans-10, cis-12 sobre a gordura do leite se deve a alteracdes no
fator de transcricdo SREBP-1.

Inimeros sdo os efeitos do CLA C18:2, trans-10, cis-12 em diferentes espécies, entre
eles, reducdo na deposicdo de gordura, reducdo da atividade da enzima lipoproteina lipase
(LPL), diminuicdo da proliferacdo e a diferenciacdo de células precursoras de adipécitos,
aumento do gasto energetico dos animais através do aumento de proteinas desacopladoras,
aumento da oxidacao de &cidos graxos atraveés do aumento da atividade da enzima carnitina-
palmitoil transferase, diminui¢do da atividade da enzima estaroil-coa desaturase e aumento da
apoptose de adipocitos (MERSMANN, 2002).
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Razzaghi et al. (2022), em um experimento com 24 vacas multiparas, avaliaram o efeito
da incluséo de 0,4% de MgO em uma dieta com alta capacidade de deprimir a gordura no leite
(35% de forragem, 35,5% de amido, 29,0% de FDN na MS). Os autores observaram aumento
no teor e na producao de gordura do leite em reposta a suplementagdo com MgO por 20 dias (P
= 0,01). O aumento na secrec¢do de gordura ocorreu a partir do quarto dia de suplementagédo do
MgO, se manteve durante todo o restante do periodo de suplementacdo, e se estendeu até o
sétimo dia apo6s o fim do fornecimento de MgO. Esses dados sugerem que a suplementacao
com MgO parece ter efeito residual curto sobre o teor e a secre¢do de gordura no leite. O
aumento da gordura do leite foi associado a mudanca na rota de biohidrogenacéo do AG C18:2,
cis-9, cis-12 no rimen, uma vez que com apenas dois dias de suplementacdo animais recebendo
MgO tiveram menor relacdo entre C18:1, trans-10 e C18:1, trans-11 na gordura do leite que
vacas no tratamento controle (0,69 vs 0,98, P < 0,05). A suplementacdo de MgO tendeu (P <
0,10) a aumentar a proporcéo dos AG de novo (21,9 vs. 21,1 g/100g de AG) e mistos (33,1 vs
31,9 g/100g de AG), sem alterar a proporcdo dos pré-formados (45,9 g/100g de AG). O MgO
reduziu a proporcao na gordura de C18:1, trans-10 (1,19 vs 1,49 ¢/100g de AG, P < 0,05),
aumentou C18:1, trans-11 (1,78 vs 1,54 g/100g de AG, P < 0,05) e tendeu a aumentar C16:0
(31,2 vs 30,1 g/100g de AG, P <0,10), sem afetar C18:0 (11,3 g/100g de AG) e C18:1, cis-9
(22,9 9/100g de AG). Experimentos tém demonstrado que a incluséo de aditivos neutralizantes,
BicNa e MgO, na dieta de vacas leiteiras pode reduzir o teor de C18:1, trans-10 e de AG trans
totais na gordura no leite (CABRITA et al., 2009; RAZZAGHI et al., 2020; RAZZAGHI et al.,
2021), provavelmente por reduzir o fluxo duodenal, absorcdo intestinal, e consequente
incorporagdo desses AG no leite (KALSCHEUR et al., 1997). Entretanto, esses autores
observaram reducdo do fluxo duodenal do AG C18:1, trans, através do fornecimento de 2% da
MS de uma mistura de BicNa e MgO (75:25) em dietas com baixo teor de forragem (25% da
MS), mas ndo observaram reducao em dietas de alta forragem (60% da MS).

O aumento do teor e producéo de gordura do leite com o uso de MgO, BicNa ou mistura
de ambos é frequentemente relatado na literatura (EMERY; BROWN; BELL, 1965; HUBER
etal., 1969; KALSCHEUR et al., 1997; RAZZAGHI et al., 2021; XIN; TUCKER; HEMKEN,
1989). Entretanto, 0 aumento da gordura no leite atraves da suplementacdo de BicNa parece ser
mais expressiva em dietas de maior poder acidogénico (ERDMAN, 1988). Kennelly, Robinson
e Khorasani (1999) avaliaram a inclusdo de 1,2% da MS de BicNa a dietas com 50% ou 75%
de alimentos concentrados na MS. A suplementagdo com BicNa aumentou a producéo (1,10 vs

0,72 kg/d) e o teor de gordura (3,18 vs 2,37%) do leite apenas na dieta de alto concentrado. Na
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metanalise de Hu e Murphy (2005) observou-se aumentos de 0,27 unidades percentuais no teor
de gordura do leite e 105 g/d na producéo de gordura apenas quando BicNa foi adicionado a
dietas contendo silagem de milho como fonte de forragem Unica ou principal, ndo ocorrendo
efeito quando a forragem néo era silagem de milho.

Além do possivel efeito de aditivos neutralizantes sobre a biohidrogenacao de lipides
insaturados no ramen, o efeito positivo de MgO sobre a secre¢cdo mamaria de gordura pode
envolver outro mecanismo. A formacéo de sais de Ca ou Mg com AG livres pode ocorrer no
rumen e intestinos (JENKINS; PALMQUIST, 1984; STEELE, 1983). A formacéo de sais é
favorecida em pH mais alto (SUKHIJA; PALMQUIST, 1990). Entretanto, vérios fatores podem
limitar a formacdo de sais de Ca e Mg no rumen. Dentre eles, estdo o tipo e a quantidade de
mineral fornecido, tipo do AG, pH ruminal e possivelmente a taxa de passagem da fase sélida
no ramen (JENKINS; PALMQUIST, 1982). Idealmente, sais de AG pré-formados ndo devem
se dissociar no rimen, mas devem dissociar-se completamente pos-ruminalmente, fazendo com
que os AG fiquem disponiveis para absorcéo intestinal (JENKINS; PALMQUIST, 1984). O pH
entre 2,0 e 2,5 no inicio do duodeno € capaz de induzir dissocia¢do da quase totalidade dos sais
de AG que chegam ao intestino (JENKINS; PALMQUIST, 1984).

Dessa forma, podemos ter dois mecanismos principais pelo qual a suplementagéo de
MgO pode aumentar aa gordura do leite. O primeiro seria um mecanismo predominante nas
dietas com alto poder acidogénico, seja por ter baixa relacéo entre forragens e concentrados ou
alto teor de amido de alta degradacdo ruminal. Nessa situacdo esperasse que aumento no pH do
ramen induzido por MgO reduza o acimulo e a absorcéo de intermediarios da biohidrogenacéo
de lipides insaturados, principalmente C18:2, trans-10, cis-12, capaz de inibir a sintese mamaria
de lipideos de cadeia curta (SUKHIJA; PALMQUIST, 1990). A concentracdo de Mg?" no
ramen tem correlacdo inversa ao pH ruminal. Entre valores de pH 5 e 7, 0 que normalmente é
observado no rimen, uma pequena alteracdo no pH pode afetar de maneira significante a
concentracéo de Mg?* no fluido do rimen (DALLEY et al., 1997). O segundo mecanismo seria
predominante em dietas com menor poder acidogénico, através da formacao de sais de Mg e
AG. O maior pH ruminal facilitaria a formacéo de sais de Mg no ramen, fazendo com que 0s
AG cheguem mais parecidos aos consumidos no intestino delgado para serem absorvidos.

A digestdo de lipideos ocorre em um ambiente de duas fases, uma insoltvel, na qual os
AG livres oriundos da lipdlise ruminal e fosfolipidios estdo presentes, e a outra, soluvel, que
consiste nas micelas contendo os AG ja dissolvidos (BAUCHART, 1993). A transferéncia dos

AG livres da fase insoluvel para a solivel ocorre de maneira gradativa, a medida que a digesta
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flui ao longo do intestino. Para que ocorra esse processo de transferéncia € necessario que haja
a participacao dos sais biliares.

Em animais ndo ruminantes, o acido de origem estomacal é rapidamente neutralizado e
valor de pH préximo de 6,5, ideal para que ocorra a lipdlise, é rapidamente atingido mesmo nas
porcdes mais craniais do intestino delgado. Ao contrario, em ruminantes esses valores de pH
sdo atingidos apenas nas porcdes terminais do jejuno (CHRISTIE, 1981). Mesmo com essa
diferenca, a absorcdo de AG pelos ruminantes ¢ eficiente, isso se deve pelo menos em parte ao
fato de que nesses animais praticamente nenhum triglicerideo, a ndo ser que protegido da
degradacdo ruminal, chega na forma esterificada no duodeno, gracas a lipélise previa por agdo
dos microrganismos ruminais. Christie (1981) relatou que em carneiros, 0 tempo para o inicio
da absorcdo de AG quando infundidos na forma de triglicerideos foi mais demorado do que
guando os AG foram infundidos na sua forma nao esterificada.

A digestibilidade intestinal dos AG parece ser mais alta em ruminantes do que em
animais monogastricos. Este fato parace ser atribuido a maior capacidade dos acidos biliares e
micela em solubilizar os AG e ao menor pH da digesta intestinal de ruminantes, o que se deve
a uma menor concentracdo de bicarbonato de origem pancreatica. O menor pH facilita a
dissolucdo de sais de AG formados no rimen, sejam eles de Ca ou Mg. O menor pH é benéfico
para a absorcao de AG (BAUCHART, 1993). Ruminantes também tém transito da digesta pelo
doudeno mais lento e mais continuo ao longo do dia quando comparado a monogastricos, 0 que
pode auxiliar na absorcdo dos AG (CHRISTIE, 1981).

De Souza, Preseault e Lock (2018) avaliaram em 24 vacas em lactacdo o efeito do perfil
de AG de dietas sem ou com 8,6% da MS de carogo de algoddo. O carogo de algod&o substituiu
casca de soja na dieta. As fontes suplementares de AG foram incluidas em 1,5% da MS e
forneceram: 1) PA (80% de C16:0), 2) PA+SA (40% de C16:0 + 40% de C18:0), 3) PA+OA
(45% de C16:0 + 35% de C18:1, cis-9). A suplementacdo de PA+OA aumentou (P < 0,05) a
digestibilidade dos AG totais (79,4 vs 68,2% do consumido), AG de 16 carbonos (79,1 vs 66,0%
do consumido) e AG de 18 carbonos (79,7 vs 72,0% do consumido) comparativamente a
PA+SA. O consumo de AG ndo diferiu: AG total foi 1,25 kg/d, AG de 16 carbonos foi 0,36
kg/d e AG de 18 carbonos foi 0,88 kg/d. Vacas alimentadas com PA+OA tiveram menor
concentragdo (23,5 vs 24,5 g/100g de AG) e secrecéo (366 vs 396 g/d) de AG De novo do que
PA+SA, sem diferenca nos AG mistos (37,2 g/100g de AG e 574 g/d). A proporc¢édo na gordura
de AG pré-formados aumentou (39,4 vs 37,3 g/100g de AG, P < 0,05) e a secrecdo tendeu a
aumentar (600 vs 570 g/d, P < 0,10) com o fornecimento de PA+OA em comparacao a PA+SA.
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A proporcéo e secrecdo de C16:0 (35,6 g/100g de AG e 550g/d) e de C18:0 (8,71 g/100g de
AG e 134 g/d) nédo diferiram entre PA+OA e PA+SA. Entretanto, houve aumento na proporgéo
(19,6 vs 17,6 g/100g de AG) e na secrecao (297 vs 270 g/d) de C18:1, cis-9 com PA+OA
relativo a PA+SA. Esses achados suportam a ideia de que o perfil de AG que chega ao intestino
afeta a digestibilidade de lipides e o perfil da gordura no leite.

Em sua metanélise, Boerman et al. (2015) observaram queda linear na digestibilidade
dos AG com o aumento do fluxo duodenal de C18:0. Explicagbes para essa queda na
digestibilidade de AG com o aumento do fluxo de C18:0 pode ser uma limitacdo na secrecao
de lisolecitina, diminuindo o fluxo de AG para as micelas (BOERMAN et al., 2015) e uma
possivel saturacdo dos locais de absorcdo no intestino (GLASSER et al., 2008a). Embora o
fluxo total de AG para o duodeno afete a digestibilidade dos AG (BOERMAN et al., 2015), o
perfil de AG que chegam ao duodeno € um fator critico para a digestibilidade dos AG
(DOREAU; CHILLIARD, 1997). Os AG insaturados apresentam maior digestibilidade
comparados aos AG saturados (BOERMAN et al., 2015) e podem aumentar a solubilidade dos
AG saturados, facilitando a sua transferéncia para as micelas (FREEMAN, 1969) e a captura e
re-esterificacdo nos enterdcitos (OCKNER; PITTMAN; YAGER, 1972). Freeman (1969)
relatou que C18:1, cis-9 pode ter efeito positivo sobre a digestibilidade do AG C18:0 por alterar
a solubilidade da micela.

Kalscheur et al. (1997) avaliaram o efeito do fornecimento de 2% de uma mistura de
BicNa e MgO (75:25) sobre a digestibilidade de lipides em vacas leiteiras. Os autores relataram
coeficientes de digestibilidade negativos para C18:0 no trato total independente do
fornecimento dos aditivos neutralizantes, indicando que mais AG C 18:0 foi excretado através
das fezes do que consumido. Entretanto, mesmo as vacas alimentadas com aditivos
neutralizantes tendo maior biohidrogenacdo ruminal do AG C 18:2 (P =0,03) e AG C 18:3 (P
= 0,07), indicando maior formacao ruminal de C18:0, tiveram menor digestibilidade de C18:0
em termos absolutos (valores menos negativos), sugerindo que uma maior quantidade (g/d) de
C18:0 foi absorvida, uma vez que o fluxo fecal de C18:0 foi similar entre os tratamentos.
Resultados que indicam um melhor ambiente intestinal, favorecendo a absorcdo do AG C 18:0.

A formacao de sais de Mg no rimen pode favorecer a digestibilidade de AG no intestino
delgado por fornecer uma maior quantidade de AG insaturados e possivelmente melhorar o
perfil de AG que chega no local de absorcéo. Outros mecanismos parecem explicar o aumento
na gordura no leite com o fornecimento de MgO. Emery, Brown e Bell (1965) propuseram que

o efeito positivo do MgO sobre a gordura do leite seria por maior remogdo de acetato e
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triglicerideos da corrente sanguinea pela glandula mamaria. Thivierge et al. (1998) observaram
que a concentragdo de triglicerideos na veia mamaria foi menor em vacas consumindo dietas
com 1,9% da MS de BicNa ou 0,5% da MS de MgO. A suplementacdo com MgO tendeu a
aumentar a diferenca arteriovenosa e aumentou a taxa de extracdo de triglicerideos pela
glandula mamaria.

A sintese de lipideos pela glandula mamaria é dependente de AG de cadeia curta, média
e longa (GLASSER et al., 2008b). O suprimento insuficiente de AG de cadeia longa pela dieta
poderia limitar a sintese de gordura no leite (GLASSER et al., 2008b), induzindo aumento na
proporcdo de AG De novo e mistos na gordura. Esses autores observaram que a proporcgéo de
AG de cadeia curta e média foi maior na gordura do leite quando a dieta supriu quantidade
limitada de AG de cadeia longa. Entretanto, quando o fornecimento de AG de cadeia longa néo
é limitado pode haver competicdo com AG de cadeia curta pela esterificacdo com o glicerol
durante a formac&o dos triglicerideos no leite (HANSEN; KNUDSEN, 1987). O mecanismo
competitivo, entre AG de cadeia curta e longa, durante a etapa de esterificacdo com o glicerol
parece ser o maior determinante do perfil de AG da gordura no leite quando outros AG
bioativos, pontes inibidores da sintese da lipogénese na glandula mamaria, estdo ausentes (Ex:
C18:2, trans-10, cis-12 BAUMAN; HARVATINE; LOCK, 2011).
2.4 Digestibilidade de nutrientes no trato digestivo total

A degradacdo ruminal de carboidratos fibrosos é um atributo fisiolégico do ruminante
e que envolve a adesdo de microrganismos, quebra de polimeros como celulose e hemicelulose,
e formacdo de AGV, CO; e metano por respiracdo anaerdbica e fermentacdo (WEIMER, 1996).
O baixo pH ruminal parece reduzir a digestao de fibra (MOULD; @RSKOV, 1983), por reduzir
da taxa fracional de degradacdo e por aumentar o tempo de colonizacdo microbiana (Lag time)
(GRANT; MERTENS, 1992). Além do mais, o baixo pH pode diminuir o crescimento
microbiano (SHI; WEIMER, 1992), por aumentar o gasto energético com a mantenca
(FIRKINS, 1996; SHI; WEIMER, 1992)

O fornecimento de agentes neutralizantes, BicNa e MgO, é uma alternativa plausivel
para controlar o pH ruminal (HUMER et al., 2017). Dessa forma, em teoria podem aumentar a
degradacéo dos carboidratos fibrosos. O fornecimento de 1% da MS de BicNa em uma dieta
contendo 35% da MS de forragem, 15% da MS silagem de alfafa e 20% da MS de silagem de
milho, tendeu a aumentar (P < 0,10) a digestibilidade da FDN no trato total (FIRKINS;
EASTRIDGE; PALMQUIST, 1991). Erdman, Hemken e Bull (1982) avaliaram em dois
experimentos, com dieta contendo 40% da MS de silagem de milho o efeito da inclusdo de 1%
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da MS BicNa ou 0,8% da MS MgO fornecidos de maneira separada ou conjunta sobre a
digestibilidade de nutrientes no trato total. No primeiro experimento, BicNa e MgO
aumentaram (P < 0,05) a digestibilidade da FDN e da fibra em detergente acido (FDA), tanto
quando foram fornecidos de maneira individual quanto em conjunta. No segundo experimento,
0s agentes neutralizantes melhoram a digestiblidade da FDN apenas quando fornecidos de
maneira conjunta, e ndo afetaram a digestiblidade da FDA.

Erdman (1988) demonstrou em metandlise que o fornecimento de BicNa foi efetivo em
aumentar a digestibilidade da FDN e da FDA, entretanto, apenas em dietas contendo mais de
30% da MS de forragem e sendo a forragem silagem de milho. Entretanto, a adi¢cdo de BicNa
ndo foi efetivo em aumentar o pH ruminal médio dessas dietas, sugerindo que outros fatores
além do pH ruminal podem interferir na resposta dos agentes neutralizantes sobre a
digestibilidade da fibra. A adicdo de BicNa ndo aumentou a digestibilidade da FDN e FDA
quando a forragem ofertada foi silagem de graminea, pré secado ou feno de alfafa (ERDMAN,
1988).

Mourifio, Akkarawongsa e Weimer (2001) avaliaram no primeiro experimento o efeito
do pH ruminal inicial (5,3, 5,7, 6,1, 6,5, 6,7) sobre a taxa fracional de degradacao da celulose
in vitro. A méxima taxa degradacdo da celulose, medida pela producdo de gas, foi atingida
quando o pH inicial foi ao redor de 6,5, e caiu de forma linear com maior redugéo do pH inicial.
N&o foi observado uma producdo liquida de gas quando o pH inicial foi de 5,3, indicando que
ndo houve degradacdo da celulose. No segundo experimento os autores avaliaram o efeito do
pH ruminal inicial (6,02, 6,56, 6,86) sobre a taxa fracional de degradacdo da celulose em
diferentes concentragdes de inoculo ruminal. Quedas de até 1,5 unidades ocorreram para o valor
de pH durante o processo de fermentacéo, entretanto a taxa fracional de degradacéo da celulose
se manteve constante ao longo do processo de fermentacdo. No quarto experimento os autores
avaliaram o efeito do pH inicial (5,5, 6,0, 6,5, 6,6, 6,7) sobre a adesdo microbiana a celulose. O
pH inicial de 5,5 reduziu a adesd@o microbiana comparativamente aos valors de pH iniciais
acima de 6,0, indicando a importancia do pH inicial em que se inicia 0 processo fermentativo
sobre a adeséo microbiana e consequente degradacao da fibra.

Conforme ja discutido, a suplementacdo de ruminantes com aditivos neutralizantes,
BicNa e MgO, parece afetar o pH ruminal (CRUYWAGEN et al., 2015; HU; MURPHY, 2005;
RAZZAGHI et al., 2021). Entretanto, parecem ndo afetar o pH no momento da primeira
refeicio (ERDMAN; HEMKEN; BULL, 1982; GALIP, 2006; ROGERS; DAVIS; CLARK,
1982; SNYDER; ROGERS; MULLER, 1983; WEST, et al., 1987), possivelmente, néo
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melhorando a adesdo de microrganismos a fibra e consequentemente sua degradacdo
(MOURINO; AKKARAWONGSA; WEIMER, 2001). BicNa e MgO n&o foram efetivos em
aumentar a digestibilidade da FDN e FDA no trato digestivo total (DOEPEL; HAYIRLI, 2011;
KALSCHEUR et al., 1997; KENNELLY; ROBINSON; KHORASANI, 1999; KHORASANI;
KENNELLY, 2001; PEREZ-RUCHEL; REPETTO; CAJARVILLE, 2014; QIU et al., 2004;
THOMAS et al., 1984; WAGNER et al., 1993). O fornecimento de 0,8% da MS de BicNa nao
alterou a digestibilidade da FDN em dietas de alta (48,8% da MS) e baixa (31,5% da MS)
forragem, com ou sem a adicédo de subprodutos fibrosos (PEREIRA; ARMENTANO, 2000). O
fornecimento de 1% da MS de BicNa néo alterou a digestibilidade da FDN no trato total em
dietas contendo 30% da MS forragem (FIRKINS; EASTRIDGE, 1992). Marden et al. (2008)
ralataram aumento da digestibilidade da FDA no trato digestivo total (24,4 vs 18,1%, P < 0,05)
para vacas leiteiras consumindo BicNa. Entretanto, o fornecimento de 150 g de BicNa foi feito
1 vez ao dia em top dress a dieta basal.

O efeito de aditivos neutralizantes sobre a digestibilidade de carboidratos néo fibrosos,
principalmente amido, tem sido avaliado. Os dados sugerem que 0s agentes neutralizantes do
ramen, BicNa e MgO, podem aumentar a passagem da fase fluida do rimen para o intestino
(CHRISTIANSEN; WEBB, 1990; HARRISON et al., 1975; ROGERS et al., 1979; RUSSELL,
CHOW, 1993), potencialmente capaz de aumentar do fluxo de amido do rimen para o duodeno
(BOERNER et al., 1987; HARRISON et al., 1975) ou ndo (CHRISTIANSEN; WEBB, (1990).
Harrison et al. (1975), ao aumentarem a taxa de diluicdo da fase liquida do ramen, através da
infusdo de tampdes, observaram aumento do fluxo de amido nao degradado pelo rimen quando
a fonte de amido era milho floculado. Boerner et al. (1987), demonstraram em novilhos que a
adicdo de agentes neutralizantes pode reduzir a degradacdo ruminal do amido quando a fonte
de amido foi milho moido. Christiansen e Webb (1990) observaram em novilhas angus,
aumento do fluxo de liquido duodenal (71,3 vs 60,5 L/d, P < 0,05) com o fornecimento de 0,5%
da MS de MgO e ndo observaram efeito sobre o fluxo de amido do rimen para o duodeno,
entretanto, a fonte de amido era milho inteiro a 80% da MS da dieta. Com base nesses
experimentos, pode-se supor que o tipo de processamento da fonte de amido, o tamanho de
particula, ou o tipo do amido podem determinar o efeito de aditivos neutralizantes sobre a
particdo da digestdo do amido entre rimen e intestinos, mas nao existe literatura que evidenciou
este efeito. Como mostrado por Ewing, Johnson e Rumpler (1986) e de acordo com Allen
(1997) é muito mais facil que particulas finamente moidas saiam do rimen suspensas através

da fase liquida do que particulas grosseiras, ou mesmo inteiras.
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Embora a particdo de amido possa ser alterada com a utilizacdo dos agentes
neutralizantes, BicNa e MgO, entre rimen e intestinos, a digestdo do amido no trato total parece
ndo ser afetada. O fornecimento de 1% da MS de BicNa para novilhos, independente do nivel
de inclusédo de concentrado, 50 ou 90% da MS nao afetou a digestibilidade do amido no trato
total (BOERNER et al., 1987). Em vacas leiteiras consumindo dietas de baixa forragem (31,5%
da MS), contendo ou ndo 47% da MS de subprodutos fibrosos, e alta forragem (49% da MS)
néo foi observado o efeito da adicdo de 0,8% da MS de BicNa sobre a digestibilidade de glicose
livre mais amido no trato digestivo total (PEREIRA; ARMENTANO, 2000). Nao houve efeito
da suplementacéo de vacas leiteiras com 1% da MS de BicNa, ou de trés fontes de MgO a 0,5%
da MS sobre a digestibilidade do amido no trato total (THOMAS et al., 1984). Adi¢do de MgO
em 0,5% da MS ndo afetou a digestibilidade aparente do amido no trato total de novilhas angus
em dietas contendo 80% da MS milho inteiro (CHRISTIANSEN; WEEB, 1990). Vacas leiteiras
com o CMS de 26,5 kg/d e recebendo 200g/d de BicNa néo tiveram a digestibilidade do amido
no trato total alterada em comparagdo com animais controle (NEIDERFER et al., 2020).
Erdman et al. (1988) reportaram através de uma metandlise que a adi¢do de BicNa parece nao
afetar a digestibilidade do amido no trato total de vacas leiteiras.

Apesar da grande parte da literatura reportar que ndo ha efeito dos agentes
neutralizantes, BicNa e MgO, sobre a digestibilidade do amido no trato total, existem trabalhos
em que se observou reducdo na digestibilidade do amido no trato total (ERDMAN; HEMKEN;
BULL, 1982). No primeiro experimento os autores observaram queda na digestibilidade do
amido no trato total com 1% da MS de BicNa na dieta (93,1 vs 95,8% do ingerido, P < 0,05),
mas este efeito ndo foi observado no segundo experimento. Adic¢do de 0,8% da MS de MgO
ndo afetou a digestiblidade do amido no trato total, mesmo quando fornecido em conjunto com
1% da MS BicNa em ambos os experimentos. Explicacdes ndo foram dadas pelos autores
(ERDMAN; HEMKEN; BULL, 1982) com relacdo a diferenca de resposta com relagdo a
inclusdo de 1% da MS de BicNa no experimento 1 e 2. Reducédo na digestibilidade do amido
no trato total de vacas leiteiras ocorreu com a incluséo de 1,2% da MS de BicNa em uma dieta
contendo 40% da MS de forragem (ROGERS et al., 1985). Ha trabalhos em que se observou
aumento na digestibilidade de amido no trato total. Em vacas leiteiras, a adi¢cdo de 2% da MS
de BicNa em uma dieta rica em amido (51,8% da MS) tendeu a aumentar (P < 0,10) a
digestibilidade do amido no trato total (ROGERS; DAVIS; CLARK, 1982).

Oba e Allen (2003) avaliaram, em um arranjo fatorial 2 x 2 o efeito do teor e fonte de

amido sobre a particdo da digestdo do amido. Oito vacas com canulas ruminais e duodenais,
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receberam dietas contendo baixo (21% da MS), ou alto (32% da MS) amido e a fonte de amido
era grdo umido de milho ensilado ou milho moido seco. O consumo de milho moido seco
diminuiu a quantidade (kg/d) e a proporc¢do (% do consumido) do amido degradado no rdmen
e aumentou a quantidade (kg/d) e a proporcdo (% do consumido, e % do que chegou ao
duodeno) da digestdo do amido que ocorreu nos intestinos. Os autores (OBA; ALLEN, 2003)
néo reportaram diferenca na digestdo do amido no trato total (% do consumido) em animais
consumindo milho moido seco ou grdo Umido de milho ensilado, indicando um efeito
compensatério pelo intestino delgado sobre a digestdo de amido. Os autores demonstraram uma
correlagéo positiva e forte (r? = 0,99, P < 0,01) entre o fluxo duodenal de amido (kg/d) e a
quandidade de amido digerido (kg/d) nos intestinos. Mills, France e Dijkstra (1999) mostraram
que a digestdo pos ruminal de amido (g/d) é diretamente proporcional ao consumo diario e
passagem de amido do ramen para o duodeno, mas a digestdo do amido no trato total varia
pouco devido a compensacdo da menor digestdo ruminal pela digestéo intestinal.

Trabalhos na literatura suportam que o baixo pH intestinal pode reduzir a digestdo
intestinal do amido por diminuir a atividade da amilase pancreatica (RUSSELL; YOUNG;
JORGENSEN, 1981; WHEELER; NOLLER, 1977). O pH ideal para a acdo da amilase
pancredtica parece ser de 6,9 e para a maltase intestinal de 5,8 (RUSSELL; YOUNG;
JORGENSEN, 1981). Poucos trabalhos na literatura avaliaram o efeito dos agentes
neutralizantes, BicNa e MgO, sobre o pH do intestino delgado. Christiansen e Weeb (1990),
avaliaram em novilhas angus com canulas no duodeno e ileo a inclusdo de 0,5% da MS de
MgO. MgO néo aumentou o pH duodenal, mas, elevou o pH ileal comparativamente aos
animais controle. O pH fecal parece estar relacionado positivamente com o pH do intestino
delgado (CHRISTIANSEN; WEEB, 1990; WHEELER; NOLLER, 1977). Entretanto, a
suplementacdo de BicNa parece ndo afetar o pH fecal (ERDMAN et al., 1980; ERDMAN;
HEMKEN; BULL, 1982; ESCOBOSA et al., 1984; KILMER; MULLER; WANGSNESS,
1980; NEIDERFER et al., 2020; RUSSELL; YOUNG; JORGENSEN, 1980; THOMAS et al.,
1984), mas a suplementagdo de MgO parece aumentar de maneira consistente (ERDMAN et
al., 1980; ERDMAN; HEMKEN; BULL, 1982; SCHAEFER et al., 1982; TEH; HEMKEN;
HARMON, 1985; THOMAS et al., 1984), sugerindo que a suplementacdo de MgO, mas ndo
de BicNa, pode suportar maiores digestibilidades intestinais de amido.

2.5 Perfil de fermentacdo ruminal
Os AGV produzidos no ramen pela fermentacdo microbiana sdo a maior fonte de

energia para os ruminantes (BERGMAN, 1990). O perfil fermentativo do rimen varia de
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acordo com o substrato disponivel e 0 metabolismo sistémico de cada AGV difere (MORVAY
et al., 2011). A proporcdo molar entre os AGV ¢é definida pela rota metabdlica do
microrganismo envolvido da degradacdo de determinado substrato (RUSSELL, 2002) e pela
taxa de producdo, interconversdo, e remocao de AGV por absor¢do pela parede ou passagem
com a fase fluida para 0 omaso (BANNINK et al., 1997). Em bovinos adultos, apesar da area
de superficie absortiva do ruminoreticulo ser maior em termos absolutos (m?) que a do omaso,
a area absortiva do omaso por quilograma de digesta foi maior que a do ruminoreticulo em
83%, demonstranto a importancia fisiolégica do omaso para a taxa de remocdo de AGV
(DANIEL; RESENDE JUNIOR; CRUZ, 2006) .

O efeito de aditivos neutralizantes sobre o perfil de AGV no rimen tem sido bastante
estudado. Hu e Murphy (2005) relatam que a resposta ao fornecimento de BicNa sobre o perfil
de AGV no ramen parece depender da dieta basal. As dietas foram categorizadas como: 1) MS,
quando as dietas tinham como fonte de fonte de forragem, unicamente ou majoritariamente
silagem de milho. 2) NMS, quando as dietas tinham outras forragens, sem ter silagem de milho
como forragem Unica ou por¢cdo majoritaria da forragem na dieta. O BicNa, seja em inclusao
moderada (0,7-1,0% da MS) ou alta (1,0-1,5% da MS) somente afetou a proporcdo molar de
propionato e a relacéo entre acetato e propionato quando incluido em dietas MS. Na dieta MS,
o fornecimento de BicNa reduziu (P = 0,04) a propor¢do molar de propionato em 2,4 mol/100
mol e aumentou (P = 0,04) a relagcdo entre acetato e propionato em 0,26 unidades
comparativamente a dietas sem BicNa. As dietas MS tinham menor teor de fibra que as dietas
NMS.

O efeito da incluséo de 1,2% de BicNa em vacas em final de lactagdo, 240 + 18 dias em
lactacdo (DEL), foi avaliado em dietas com alta (75% da MS) ou média (50% da MS) incluséo
de concentrado (KHORASANI; KENNELLY, 2001). As concentra¢fes ruminais de acetato e
butirato aumentaram com o fornecimento de BicNa, mas o aumento foi mais expressivo na
dieta contendo maior teor de concentrado (P < 0,01). A suplementacdo de BicNa reduziu (P =
0,01) a concentracdo de propionato no fluido do rimen apenas na dieta de alto concentrado,
aumentando a relagdo entre acetato e propionato. Kennelly, Robinson e Khorasani (1999)
avaliaram em vacas de comeco de lactagdo (100 + 20 DEL) a adicdo de 1,2% de BicNa em
dietas de media (50% da MS) e alta (75% da MS) incluséo de concentrado. A incluséo de BicNa
aumentou (P < 0,01) a concentracdo de acetato no rumen principalmente na dieta de alto
concentrado e reduziu a concentragdo de propionato apenas nesta dieta (P < 0,01), aumentando

a relacdo entre acetato e propionato.
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Apesar da suplementacdo de aditivos neutralizantes ser mais efetiva em alterar o perfil
de AGV no rimen em dietas contendo alto teor de concentrados, o tipo de processamento da
fonte de amido parece interferir na resposta. Haaland e Tyrrell (1982) avaliaram o efeito de 2%
da MS de BicNa em novilhos angus e vacas Holandesas nao-lactantes, CONSUMindo dieta contendo 55% de milho
processado grosseiramente e inteiro. A fonte de forragem era silagem de milho com uma
inclusdo de 35% na MS. Inclusdo de BicNa ndo afetou a propor¢cdo molar de acetato (62,8
mol/100 mol de AGV). Entretanto, diferentemente do esperado, aumentou a propor¢do molar
de propionato (21,0 vs 19,2 mol/100 mol, P < 0,05), induzindo queda na relacéo entre acetato
e propionato (3,03 vs 3,41, P < 0,05). Dietas contendo alto teor de amido normalmente
aumentam a propor¢do molar de propionato (CASTRO et al., 2009), mas os agentes
neutralizantes podem alterar o local de digestdo do amido, reduzindo a quantidade de amido
degradado no rumen e aumentando a sua digestdo pos ruminal (RUSSELL; CHOW, 1993).

Na metanalise de Hu e Murphy (2005) foi detectado aumento apenas numérico na
proporcdo molar de acetado em resposta a BicNa. Entretanto, outros trabalhos tém observado
aumento na proporcdo molar de acetado em resposta a BicNa e MgO (EMERY; BROWN;
THOMAS, 1964; QIU et al., 2004; RAZZAGHI et al., 2021; STAPLES et al., 1988). O
aumento da proporgdo molar de acetato, muitas vezes vém acompanhado de reducdo da
proporcdo molar de propionato, induzindo aumento da relacdo entre acetato e propionato no
ramen (CRUYWAGEN et al., 2015; ERDMAN; HEMKEN; BULL, 1982; KAPLAN et al.,
2010).

Alguns trabalhos na literatura ndo detectaram efeito de aditivos neutralizantes, BicNa e
MgO, sobre a propor¢cdo molar de acetato e propionato e sobre a relagdo entre acetato e
propionato. Alguns pontos devem ser avaliados nesses trabalhos. Harrison, Riley e Loney
(1989) forneceram 1,2% da MS de BicNa em dieta com 40% da MS de silagem de graminea, o
que resultou em alto teor de FDN na dieta (42,3% da MS). Arambel et al. (1988) avaliaram
0,8% de BicNa, 0,4% de MgO ou a a¢do conjunta dos dois aditivos neutralizantes em dieta com
alta incluséo de feno de alfafa (36% da MS), resultando em um alto teor de fibra (28,0% de
FDA). Doepel e Hayirly (2011) avaliaram 0,75% da MS de BicNa em dieta com 50% de
forragem (30% de feno de alfafa e 70% de silagem de cevada), o que resultou em teores de
FDN de 33,6% da MS. Demonstrando que normalmente ndo ha efeito da adicdo de BicNa e
MgO sobre o perfil de AGV no ridmen quando em dietas de alta forragem ou baixo poder

acidogénico.
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Parece ndo haver consenso sobre o efeito de aditivos neutralizantes sobre a proporgao
molar de butirato no rdmen. A suplementacdo com aditivos neutralizantes, BicNa e MgO,
parece nao afetar (ARAMBEL et al.,, 1988; DOEPEL; HAYIRLI, 2011; ERDMAN;
HEMKEN; BULL, 1982; HARRISON; RILEY; LONEY, 1989; KALSCHEUR et al., 1997;
KAPLAN et al., 2010; RAZZAGHI et al., 2021) ou aumentar (CRUYWAGEN et al., 2015;
EMERY; BROWN; THOMAS, 1964; QIU et al., 2004) a proporc¢ao molar de butirato no fluido
ruminal. Entretanto, o padréo de resposta parece ndo ser tao evidente quanto para as proporgoes
molares de acetato e propionato. A suplementacéo de vacas Holandesas em lactacdo com 0,8%
da MS de BicNa ou 0,4% da MS de MgO em uma dieta de 43% da MS de forragem ndo alterou
as proporcdes molares de butirato (ARAMBEL et al., 1988). A proporcdo molar de butirato
ndo foi afetada, em vacas em lactacdo, pela inclusao de 0,75% da MS de BicNa em uma dieta
de 50% da MS de forragem (DOEPEL; HAYIRLI, 2011). Em uma dieta de 40% da MS de
forragem para vacas em lactagdo, o fornecimento de 1% da MS de BicNa ou 0,8% da MS de
MgO, fornecidos de maneira individual ou conjunta, ndo afetou a propor¢do molar de butirato
(ERDMAN; HEMKEM; BULL, 1982). A proporcdo molar de butirato em vacas em lactacao
ndo foi alterada pela adi¢do de 1,2% da MS de BicNa em dietas contendo 40% da MS de silagem
de graminea (HARRISON; RILEY; LONEY, 1989). O fornecimento, para vacas em lactacg&o,
de 2% da MS de uma mistura (75:25) contendo BicNa e MgO néo alterou as proporgdes molares
de butirato em dietas contendo alto (60% da MS) ou baixo (25% da MS) teor de forragem
(KALSCHEUR et al., 1997). Em uma dieta contendo 40% da MS de forragem a adi¢do de 0,8%
de BicNa ou 0,4% de MgO, de maneira individual ou conjunta, ndo alterou as propor¢oes
molares de butirato em vacas em lactagdo (RAZZAGHI et al., 2021). Entretanto, a adicéo de
0,8% de BicNa em dietas de vacas em lactagdo, aumentou a concentra¢do ruminal de butirato
em comparacdo com controle (20,3 vs 17,7 mM, P < 0,05) (CRUYWAGEN et al., 2015).
Emery, Brown e Thomas (1964) reportaram aumento na proporcdo molar de butirato (16,1 vs
11,5 mol/100 mol, P < 0,05), em vacas em lactacdo, consumindo 450 g/d de BicNa em uma
dieta restrita a apenas 0,9 kg de MS/d de feno e concentrado ad libitum. Em uma dieta para
vacas em lactacdo, contendo 36% da MS de forragem, a adicéo de 0,8% de BicNa aumentou
(13,9 vs 11,7 mol/100 mol, P < 0,05) a propor¢do molar de butirato (QIU et al., 2004).

Menores quantidades de trabalhos tém avaliado o efeito dos aditivos neutralizantes,
BicNa e MgO, sobre a propor¢do molar de AGV de cadeia ramificada, 2-metil-butirato,
isovalerato, isobutirato e valerato, produtos da deaminacdo dos aminodcidos isoleucina,

leucina, valina e prolina, respectivamente (APAJALAHTI et al., 2019). A concentragdo de
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isoacidos no rumen pode refletir a degradacdo da proteina dietética no rimen. Parece existir
uma correlagdo positiva entre pH ruminal e a deaminacao de aminoacidos (LANA; RUSSELL;
VAN AMBURGH, 1988). Alguns autores relatam que a proporcdo molar de AGV de cadeia
ramificada ndo é afetada por BicNa e MgO (ARAMBEL et al., 1988; DOEPEL; HAYIRLI,
2011; RAZZAGHI et al., 2021). Entretanto, Kalscheur et al. (1997) ndo observaram, em vacas
em lactagéo, alteracGes nas propor¢des molares de isobutirato (0,69 mol/100 mol de AGV) e
valerato (1,76 mol/100 mol de AGV) com o fornecimento de uma mistura de 1,5% de BicNa e
0,5% de MgO na MS, mas a propor¢do molar de isovalerato tendeu a aumentar como a
suplementacéo de aditivos neutralizantes (1,59 vs 1,34 mol/100 mol de AGV, P = 0,09). Qiu et
al. (2004) ndo detectaram efeito, em vacas em lactagéo, de 0,8% da MS de BicNa sobre a
proporcéo molar de isovalerato (1,67 mol/100 mol de AGV), mas houve reducdo na propor¢ao
molar de valerato (1,33 vs 1,56 mol/100 mol de AGV, P < 0,05) e aumento de isobutirato (1,17
vs 0,95 mol/100 mol, P < 0,05). Staples et al. (1988) observaram, em vacas em lactacéo,
aumento nas proporgdes molares de isobutirato (1,2 vs 0,9 mol/100 mol, P < 0,01) e isovalerato
(0,9 vs 0,6 mol/100 mol, P < 0,01) com suplementacdo de 1% de BicNa. A suplementacéo de
1,2% da MS de BicNa elevou (P < 0,05), em vacas em lactagéo, as concentracdes ruminais de
valerato (1,70 vs 1,59 mM) e isovalerato (1,56 vs 1,49 mM), mas ndo afetou a concentracédo de
isobutirato (0,93 mM) (KHORASANI; KENNELLY, 2001). A suplementacéo de 1,2% da MS
de BicNa aumentou (P <0,03), em vacas em lactacéo, as concentragdes de isobutirato, valerato
e isovalerato no fluido do rumen, entretanto o aumento foi mais significativo em dieta com
maior teor de concentrado do que em baixo concentrado (KENNELLY; ROBINSON;
KHORASANI, 1999).
2.6 pH do ramen e do trato digestivo

O actmulo ruminal de AGV, sem o adequado tamponamento, pode reduzir o pH do
fluido e ter efeitos prejudiciais sobre a motilidade (CRICHLOW,; LEEK, 1986) e anatomia
(ASCHENBACH et al., 2019; GAEBEL; BELL; MARTENS, 1989) ruminal, digestao de fibra
(GRANT; MERTENS, 1992), produgdo microbiana (HOOVER, 1986), produtividade
(KALSCHEUR et al., 1997; KRAUSE; OETZEL, 2005), consumo (NOCEK, 1997), e saude
(PLAIZIER et al., 2008) de vacas leiteiras, e pode afetar o comportamento ingestivo (DeVRIES
et al., 2009). Acidose ruminal subaguda € um fator importante sobre o bem estar animal e
lucratividade por estar relacionada com o desempenho lactacional e a taxa de descarte do
rebanho (KLEEN et al., 2003).



38

Os AGV produzidos no rimen sdo removidos do ambiente ruminal por passagem com
a fase liquida e absorcdo pela parede do omaso ou por absorcdo pela parede do rumen. A
concentracdo de AGV no ramen varia de 60 e 150 mM e tem grande variacdo ao longo dia
(BERGMAN, 1990). Vacas de leite de alta producdo podem produzir até 160 moles de AGV
por dia (RUSSELL, 2002). Peters, Shen e Robinson (1992) demonstraram em novilhos de corte
alimentados a nivel de mantenca a importancia da absorcdo de AGV pela parede do rimen e da
passagem para 0 omaso. Cerca de 87% do acetato produzido ou infundido desapareceu do
reticulo rimen por absorcéo pela parede e cerca de 13% despareceu por passagem para 0 0maso.
Entretanto, quando a quantidade de acetato infundido foi aumentada a taxa fracional de
absorcdo pela parede ruminal passou a ser em média de 64%, demonstrando a importancia do
processo de absorcdo de AGV pela parede ruminal, além desses autores ressaltarem a
importancia de 6rgdos como 0 omaso, para a absorcdo de AGV. Em bovinos adultos, apesar da
area de superficie absortiva do ruminoreticulo ser maior em termos absolutos (m?) que a do
omaso, a area absortiva do omaso por quilograma de digesta foi maior que a do ruminoreticulo
em 83% (DANIEL; RESENDE JUNIOR; CRUZ, 2006). Daniel e Resende Jinior (2012)
demonstraram, in vitro, que a taxa de absorcdo de AGV por cm? no omaso foi 11 vezes maior
que no rimen, demonstranto a importancia fisiolégica do omaso para a taxa de remocdo de
AGV.

A absorcao de AGV pelo epitélio pode ocorrer para a forma protonada ou ndo-protonada
(DIJKSTRA et al., 2012). A absorc¢do da forma protonada (ndo-dissociada) ocorre por difuséo
por gradiente de concentracdo devido a natureza lipofilica e sem carga na molécula. A absorcéao
do AGV dissociado dependente de ions bicarbonato e varios transportadores (ASCHENBACH
et al., 2011). Além da absorcdo de AGV, os mecanismos que mantém o pH intracelular das
células epiteliais préximos a neutralidade sdo extremamente importantes (GABEL,;
ASCHENBACH; MULLER, 2002).

A absorcdo de AGV de maneira ndo dissociada € um processo passivo, ou seja, sem
gasto de energia e contribui positivamente para o controle do pH do rimen, uma vez que um
préton é removido juntamente com o AGV. Entretanto, como o pH do rimen é normalmente
maior que o pKa dos AGV, a grande maioria dos AGV se encontra em forma dissociada. Dessa
forma, o mecanismo de contratransporte realizado por meio de proteinas apicais de Na*/H*
torna-se importante (GABEL; ASCHENBACH; MULLER, 2002). Os prdtons que entram no
rimen juntamente com a saida de ions de Na* parecem criar um microambiente proximo ao

epitélio ruminal capaz de protonar os AGV. Esse contratransporte € estimulado pelo aumento
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das concentragfes ruminais de Na* e pela absorcdo de AGV na forma protonada (DIJKSTRA
etal., 2012).

A absorcdo de AGV na sua forma dissociada € um processo ativo, ou seja, ha gasto de
energia, necessitando de proteinas transportadoras. Uma vez que o anion do acido é absorvido,
€ necessario para a manutengdo do equilibrio de cargas, que haja a absorcdo de cétions ou o
retorno de outros anions para o rimen. A principal forma de absor¢do dos AGV na sua forma
dissociada € através do contratransporte de bicarbonato (GABEL; ASCHENBACH; MULLER,
2002) e parece ocorrer na relacdo de dois AGV para um ion bicarbonato (BERGMAN, 1990).
Podemos dizer que a parede ruminal é uma importante fonte de bicarbonato, que por sua vez
pode ser oriundo do sangue ou ser formado De novo dentro das células do epitélio ruminal
através da conversdo de CO2 em bicarbonato pela acdo da enzima citoplasmatica anidrase
carbdénica (GABEL; ASCHENBACH; MULLER, 2002). Vale ressaltar a importancia da
secrecdo de bicarbonato no rimen para o controle do pH ruminal, seja esse bicarbonato oriundo
da saliva ou oriundo diretamente da parede ruminal durante o processo de absor¢édo dos AGV.
O bicarbonato oriundo da saliva parece ser metade ou menos do que o bicarbonato que entra
através da parede ruminal (DIJKSTRA et al., 2012).

O modo de agdo que o sistema bicarbonato age para causar tamponamento ruminal é
mais complexo do que outros sistemas tampdes, uma vez que nao é dependente apenas do
equilibrio com a sua forma protonada (&cido carbdnico, H.COs3) cujo pKa é 3,80 (KOHN;
DUNLAP, 1998). O acido carbdnico também estad em equilibrio com a agua e o gas carbdnico
dissolvidos. A concentracdo de CO2 em meio aquoso é determinado pela pressdo parcial do
CO2 na fase gasosa e pela constante de Henry. A remoc¢édo de CO> da fase gasosa pode se dar
por eructacdo ou difusdo pela parede ruminal, o que por sua vez diminuira a sua pressao parcial,
fard com que haja uma menor quantidade de CO> soluvel, facilitando a ag¢do do sistema de
tamponamento do bicarbonato, uma vez que a reacdo se deslocara mais para a formacdo de
acido carb6nico e consequentemente CO- e 4&gua (KOHN; DUNLAP, 1998).

A absorcdo dos AGV também ocorre por transporte ativo da forma dissociada
envolvendo gasto energético e mediado por proteinas, mas independente de bicarbonato
(ASCHENBACH et al., 2009). Esse processo parece ndo ser tdo benéfico com relacdo a
absorcéo de prétons e no controle do pH ruminal uma vez que o anion do &cido, que por sua
vez pode ser considerada uma base, e que de certa maneira poderia exercer tamponamento €
absorvido. Somado a isso, o proton do anion do AGV absorvido continua presente no ambiente

ruminal, contribuindo para a reducdo do pH.
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A suplementacdo de aditivos neutralizantes pode ser utilizada como estratégia para
controle do pH ruminal (HUMER et al., 2017). BicNa e MgO podem auxiliar na absorcéo de
AGV. O BicNa pode aumentar o aporte de Na para o ambiente ruminal e estimular o
contratransporte de Na*/H* (DIJKSTRA et al., 2012), favorecendo um microambiente mais
acido proximo a parede ruminal, aumentando a doacao de prétons para os AGV dissociados e
consequentemente a sua taxa de absorcdo pela parede ruminal por difusdo. Outro possivel
beneficio na utilizacdo de MgO e BicNa, é que esses compostos podem fornecer um maior
aporte de cations para o rimen e conforme abordado anteriormente, quando o anion do &cido é
absorvido, para manter o equilibrio de cargas é necessario que haja maior absorcéo de cétions
ou uma maior excre¢do de anions para dentro do rimen. Dessa forma, os agentes neutralizantes
podem aumentar a quantidade de cations disponiveis para a absorcéo através da parede ruminal
guando os anions dos AGV forem absorvidos.

A suplementacdo de cétions, atraves do aumento do DCAD da dieta pode elevar as
concentragdes de ions bicarbonato e a pressao parcial de CO2no sangue (HU; MURPHY, 2004).
O aumento desses compostos pode suportar maiores absorcGes de AGV pela parede ruminal
através do mecanismo dependente de bicarbonato. Maiores quantidades de bicarbonato, seja de
maneira direta, ou indireta, através da conversdo de CO; pela enzima anidrase carbdnica estaria
disponivel para ser transportado para dentro do rimen favorecendo a absor¢do de AGV na
forma dissociada.

Embora o pH ruminal seja uma varidvel de extrema importancia ao se avaliar a
efetividade de um agente neutralizante, parece ndo existir um consenso na literatura com relagédo
a maneira correta de se fazer isso. O ambiente ruminal é algo dindmico e que apresenta um
padrdo de fermentacdo circadiano. Dessa forma, ndo pode ser resumido apenas através do valor
médio do pH durante determinado periodo de tempo, normalmente /dia. Outras variaveis, como
o tempo de pH abaixo de 5,6 ou 5,8, pH minimo, pH méaximo, além de medidas de varia¢do do
pH diario (PEREIRA et al., 1999; RAZZAGHI et al., 2021) precisam ser exploradas para
auxiliar na compreensdo do modo de acdo dos aditivos neutralizantes sobre o pH ruminal.

Inimeros trabalhos na literatura, avaliando aditivos neutralizantes relatam apenas o pH
ruminal médio ou o valor pontual do pH ruminal obtido ao longo do dia (ERDMAN et al.,
1980; ERDMAN; HEMKEN; BULL, 1982; KALSCHEUR et al., 1997; KAPLAN et al., 2010;
KENNELLY; ROBINSON; KHORASANI, 1999; KHORASANI; KENNELLY, 2001;
MARDEN et al., 2008; PEREZ-RUCHEL; REPETTO; CAJARVILLE, 2014; THOMAS et al.,

1984), mesmo quando o pH ruminal foi mensurado durante diversas vezes ao dia (DOEPEL;
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HAYIRLI, 2011; KENNELLY; ROBINSON; KHORASANI, 1999; KHORASANI;
KENNELLY, 2001; PEREZ-RUCHEL; REPETTO; CAJARVILLE, 2014). O que pode
explicar, pelo menos em parte, a falta de efeito dos agentes neutralizantes sobre o pH ruminal
em alguns trabalhos. Cruywagen et al. (2015) mensuraram o pH ruminal através de probes
(WTW 340i, Merck), durante 24 horas em intervalos de 10 minutos. Os autores ndo observaram
efeito da adicdo de 0,8% de BicNa sobre o pH ruminal médio (5,58), e nem sobre 0 pH mé&ximo
(6,09). Entretanto, BicNa aumentou o pH minimo (5,37 vs 5,19, P < 0,05) e reduziu o tempo
de pH < 5,5 (7,5 vs 13,8 horas, P < 0,05). Razzaghi et al. (2021) avaliaram o efeito da inclusdo
de 0,8% de BicNa ou 0,4% de MgO e ndo observaram efeito dos aditivos neutralizantes sobre
0 pH médio diario (5,78) mensurado a cada 10 minutos. Ambos aditivos neutralizantes
aumentaram (P < 0,05) o pH maximo (6,05 6,28, 6,22, controle, BicNa, MgO,
respectivamente) e MgO elevou o valor de pH minimo atingido comparativamente ao controle
(5,11 vs 5,46, P < 0,05) e ambos agentes neutralizantes reduziram (P < 0,05) o tempo de pH <
5,8 (12,5, 5,8, 8,7, controle, BicNa, MgO, respectivamente).

O horério de coleta das amostras para a avaliagdo do pH ruminal parece interferir na
resposta. Inclusdo de 0,9% de BicNa tendeu a aumentar o pH meédio diario, com mensuracoes
feitas a cada 10 minutos, em comparacdo aos animais ndo recebendo agentes neutralizantes
(5,92 vs 6,15, P <0,10) e reduziu o tempo de pH < 5,5 (6,10 vs 3,17 horas, P <0,05) (NEVILLE
etal., 2019). Entretanto, quando o pH ruminal foi avaliado pela média de intervalos a cada duas
horas, a partir da hora dois até a hora doze apds a refeicdo, BicNa aumentou o pH médio da
hora dois a quatro (5,78 vs 6,14, P < 0,05) ap0s a refeicdo, mas nao afetou os demais intervalos
(4-6, 6-8, 8-10, 10-12) comparativamente ao controle. Galip (2006) demonstraram em carneiros
que o fornecimento de 10 gramas/d de BicNa foi eficiente em aumentar o pH ruminal apenas
na hora trés (5,3 vs 5,8, P < 0,10) e seis (5,6 vs 6,0, P < 0,05) apds a refeicdo, mas nao, antes
do fornecimento da mesma (7,1). Kennelly, Robinson e Khorasani (1999) observaram que o
pH ruminal noturno foi mais baixo para animais consumindo 1,2% de BicNa em dietas de baixa
forragem (25% da MS) do que animais controle. De acordo com o0 exposto, diferentes
explicagOes podem ser dadas. Uma delas seria que BicNa teria a capacidade de alterar o padréo
ingestivo, consequentemente, o padrdo fermentativo. A outra, seria que BicNa nédo apresenta
uma capacidade tamponante igualmente eficiente ao longo dia, algo que pode ser explicado
pela alta solubilidade (GOFF, 2018) e possivel maior tamponamento nas primeiras horas apos

a ingestdo. Mistura de MgO, com diferentes cinéticas de solubilizacdo ruminal, visando uma
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acdo rapida e duradoura tém sido testados como uma maneira de melhorar o ambiente ruminal
ao longo de todo dia (BACH et al., 2018).

Apesar do pH ruminal médio, ou o valor pontual em determinada hora apos a refeicao
ndo serem muitas vezes adequados para avaliar a efetividade dos agentes neutralizantes, Hu e
Murphy (2005) em sua revisdo de literatura mostraram que BicNa, independente de seu nivel
de inclusdo, moderado (0,7-1,0% da MS) ou alto (1,0-1,5% da MS), aumentou (P = 0,01) o pH
ruminal em 0,13 unidades em comparagdo a animais controle. Entretanto, esse aumento foi
observado apenas para dietas que continham silagem de milho como Unica ou porcao
majoritaria da forragem da dieta. Nivel de fibra da dieta e tipo de forragem foram confundidos
no experimento, sendo dietas a base de silagem de milho as dietas com menores teores de fibra.
Kalscheur et al. (1997) reportaram que o fornecimento de 2% da MS de uma mistura na
proporcédo de 75:25 para BicNa e MgO, respectivamente tendeu a ser mais eficiente em elevar
o pH ruminal (P = 0,07) quando animais estavam recebendo uma dieta de baixa forragem (40%
da MS). Através de uma revisdo de literatura, Erdman (1988), dividiram as dietas de acordo
com o teor de forragem. Dietas foram classificadas como baixa forragem quando continham
menos que 30% de forragem na MS da dieta e como alta forragem quando continham mais que
30% da MS. BicNa e MgO elevaram (P < 0,05) o pH ruminal em 0,26 e 0,15 unidades
percentuais, respectivamente, entretanto, apenas quando incluidos em dietas de baixa forragem.

Bach et al. (2018) avaliaram o efeito do fornecimento de 0,8% da MS de BicNa e 0,4%
da MS de MgO. Os animais receberam durante a primeira semana uma dieta de relacdo
forragem concentrado de 39:61 na MS e tiveram um incremento de 1 kg por semana de gréo de
cevada na dieta em substituicdo a forragem até receberem 3 kg de cevada adicional durante a
quarta semana experimental. Animais recebendo BicNa e controle tiveram uma queda no pH
ruminal médio diario quando desafiados com 3 kg de cevada, entretanto, animais recebendo
MgO ndo. Na quarta semana, quando os animais foram desafiados com 3 kg de cevada, animais
recebendo MgO tiveram maior (P < 0,05) pH médio comparativamente aos animais controle,
néo diferindo do tratamento contendo BicNa, além, de apresentarem menor tempo de pH < 5,8
comparativamente aos animais controle e BicNa (P < 0,05).

Dados na literatura tém mostrado que a acdo dos agentes neutralizantes pode ndo se dar
apenas no ambiente ruminal, mas também, quando se tratando do fornecimento de MgO, das
diversas partes do trato gastrointestinal. Christiansen e Webb (1990), avaliaram em novilhas
com cénulas no duodeno e ileo o efeito da adi¢cdo de 0,5% da MS de MgO sobre o pH em

diferentes porgdes do trato gastrointestinal. Os autores observaram que o pH nas porgoes
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craniais do duodeno ndo foram afetadas, apresentando valores de pH médio de 2,55. Porém, o
fornecimento de MgO aumentou (P < 0,05) o pH no ileo (7,49 vs 7,85) e nas fezes (6,54 vs
7,18). O aumento do pH fecal atraves da suplementacdo de MgO é algo bastante comum na
literatura (ERDMAN et al., 1980; ERDMAN; HEMKEN; BULL, 1982; THOMAS et al.,
1984), sendo que a resposta parece ser dose dependente (SCHAEFER et al., 1982; TEH,;
HEMKEN; HARMON, 1985). A suplementacdo de novilhas com MgO nas doses de 0, 50 e
100 g/d aumentou (P < 0,01) o pH fecal de maneira diretamente proporcional a dose, entretanto,
a consisténcia fecal se comportou de maneira inversamente proporcional (SCHAEFER et al.,
1982). MgO parece diminuir o teor de MS do contetdo fecal (ERDMAN; HEMKEN; BULL,
1982). O aumento do pH fecal através da adi¢cdo de MgO parece ndo ocorrer por uma reducdo
do amido fecal (ERDMAN et al., 1980; TEH; HEMKEN; HARMON, 1985; THOMAS et al.,
1984), mas sim, por uma maior neutralizacdo das fezes. Fornecimento de MgO parece aumentar
o teor de magnésio nas fezes (0,34 vs 1,64% da MS, P < 0,01) (THOMAS et al., 1984).

Embora os dados na literatura sejam consistentes para o efeito da adicdo de MgO sobre
0 aumento do pH fecal, a adicdo de BicNa parece ndo afetar essa varidvel (ERDMAN et al.,
1980; ERDMAN; HEMKEN; BULL, 1982; ESCOBOSA et al., 1984; KILMER; MULLER;
WANGSNESS, 1980; NEIDERFER et al., 2020; RUSSELL; YOUNG; JORGENSEN, 1980;
THOMAS et al., 1984). Apesar de incomum, o fornecimento de 2% da MS de BicNa aumentou
o pH fecal (5,97 vs 6,54, P < 0,01) em comparagdo com animais controle (HAALAND;
TYRRELL, 1982).

Destarte, o efeito da suplementacdo de agentes neutralizantes sobre a integridade do
trato gastrointestinal, através de mecanismos relacionados ao aumento de pH precisam ser
melhor avaliados na literatura. Uma vez que, baixo pH pode afetar a permeabilidade da mucosa
do ramen e célon (ASCHENBACH et al., 2019; EMMANUEL et al., 2007) e levar a aumentos
as concentracdes de LPS e proteinas de fase aguda no sangue (KHAFIPOUR; KRAUSE;
PLAIZIER, 2009).

2.7 Absorcéo e metabolismo dos ions magnésio e sodio

Entender os mecanismos absortivos e o metabolismo de Na e Mg se faz necessario para
uma melhor compreensédo de como a suplementacéo de BicNa e de MgO podem alterar diversas
variaveis respostas. Entre elas, as relacionadas aos pardmetros sanguineos, concentragéo de ions
no sangue e equilibrio acido basico. Apds atingirem a corrente sanguinea, esses ions tém
diversas fungdes metabdlicas nas quais serdo discutidas detalhadamente nas secdes desse

capitulo.
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2.7.1 Magnésio

O magnésio € um cation, em sua maioria intracelular, € um importante cofator
enzimatico, vital para a maioria das rotas metabdlicas, indispensavel para a conducéo nervosa,
funcdo muscular e formacdo mineral dos ossos (NRC, 2001). Em bezerros o magnésio €
absorvido principalmente através do intestino delgado (NRC, 2001), entretanto, o lugar de
absor¢do muda com a idade. Em ruminantes adultos, a maioria da absor¢do de Mg?* parece
ocorrer através do rumen e reticulo (TOMAS; POTTER, 1976), mas, pode ocorrer através do
intestino grosso, podendo ser utilizado para o tratamento de hipomagnesemia aguda (MEYER;
BUSSE, 1975). Uma importante caracteristica para que o magnésio seja absorvido € que ele
precisa estar na sua forma ionizada (Mg?*). A proporcdo do magnésio na sua forma ionica
parece ser de 34 a 77 % de todo magnésio (DALLEY et al., 1997; GRACE; CAPLE; CARE,
1988) e é dependente de varios fatores (DALLEY et al., 1997; JOHNSON; HELLIWELL,
JONES, 1988; XIN; TUCKER; HEMKEN, 1989). A absorcao desse mineral parece ocorrer de
trés maneiras: 1) Transporte paracelular. 2) Transporte transcelular dependente de diferenca
potencial e sensivel ao potassio. 3) Transporte transcelular independente de diferenca potencial
e ndo sensivel ao potassio (GOFF, 2018).

O transporte paracelular de Mg?* através da parede ruminal parece ser incomum com as
dietas tipicamente utilizadas, niveis moderados de magnésio. Entretanto, no intestino delgado
existe uma significativa secre¢do de magnésio para o limen intestinal através da via paracelular,
fato que esta ligado a secrecdo de CI pelas células da cripta no intestino (LEONHARD-
MAREK; MARTENS, 1996). O fato de ocorrer uma secrecao liquida de magnésio no intestino
delgado, deveria ser levado em considera¢do quanto a avaliacdo da biodisponibilidade de
produtos a base de magnésio. Talvez, a avaliacdo da absor¢do aparente no compartimento
ruminal seja de mais valia do que a avaliacdo da absorcdo quando se leva em consideracdo todo
trato gastrointestinal.

O transporte transcelular de magnésio através do epitélio ruminal e reticular é o de maior
importancia. Nesse tipo de transporte, a primeira barreira que os ions de magnesio encontram
é amembrana apical das células da camada granulosa. A concentracdo de magnésio total dentro
dessas células pode variar de 5 a 20 mM, desses, apenas uma pequena parte esta na forma de
magnésio livre 0,7 mM, variando de 0,4 a 1,0 mM (GOFF, 2018). No microambiente ruminal,
proximo as células da granulosa, as concentragdes de Mg?* parecem variar de 2 a6 mM, quando
dietas com tipicas concentracdes de magnésio sdo fornecidas (JOHNSON; AUBREY-JONES,
1989; SCHWEIGEL; MARTENS, 2000). Menores valores de pH séo observados no
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microambiente proximo a superficie absortiva, sendo cerca de 0,3 a 0,7 unidades inferior que o
pH observado em outras partes do rimen. Esse fendmeno ocorre devido ao contratransporte de
ions sddio e hidrogénio na membrana apical das células da granulosa levando uma maior
proporcao magnésio na sua forma iénica (Mg?*) (DALLEY et al., 1997). Dessa forma, temos
que as concentragBes de Mg?* sdo maiores na membrana apical do que no interior dessas
células, que junto ao fato de que quando observamos a diferenca de potencial na membrana
apical temos que o0 meio intracelular € mais negativo que o microambiente em contato com a
membrana apical (LEONHARD-MAREK; MARTENS, 1996). Esses dois fatores,
concentracéo de Mg?* e diferenca de potencial, sdo forcas que fazem com que haja a entrada de
ions magnésio para o interior da célula.

O transporte transcelular, conforme comentado anteriormente, pode ocorrer através de
mecanismos dependentes ou ndo da diferenca de potencial entre a membrana apical das células
da granulosa. Com relacdo ao mecanismo dependente de potencial, parecem existir canais do
tipo receptores de potencial transitorio (TRP) especificos para ions divalentes na membrana
apical das células da granulosa (MARTENS et al., 2018). Através desses canais, ions Mg?*
podem adentrar no citosol dessas células, mesmo quando em baixas concentracdes no ramen.
Aumento na expressdo de canais TRP ocorre em dietas de baixo magnésio (SCHWEIGEL,;
VOIGT; MOHR, 2009). Entretanto, quando altas concentracdes de ions potéassio estdo
presentes no ambiente ruminal, ocorre a difusdo desse ion para o interior das células da
granulosa, diminuindo a diferenca de potencial na membrana apical (MARTENS et al., 2018).
Dessa forma, o gradiente elétrico responsavel por arrastar o magnésio para o interior da célula
é reduzido, e é por esse motivo que essa forma de transporte transcelular também é chamado
de sensivel ao potéassio (GOFF, 2018). O segundo mecanismo de transporte transcelular
independe da diferenca de potencial existente ha membrana apical para a interiorizacdo de
magnésio e ocorre através do cotransporte com ions Cl-. Esse mecanismo de transporte envolve
dois ions Mg?* e dois ions Cl-e é eficiente apenas quando ha altas concentragdes ruminais de
Mg?* no fluido ruminal (GOFF, 2018). Concentragdes de ions potassio ndo afetam a eficiéncia
de absorcdo dessa forma de transporte, por isso é também chamado de ndo sensivel ao potéassio
(MARTENS; SCHWEIGEL, 2000).

Independente da forma que o magnésio atravessa a membrana apical das células da
granulosa, ocorre a sua difusdo atraves das jungdes do tipo gap, atingindo assim as células do
estrato espinhoso e basal (GOFF, 2018). Na membrana basolateral das células do estrato basal

do rimen existem mecanismos de contratransporte para que ocorra a passagem de fons Mg?*
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para o sangue. Os ions Na*, presentes em grande quantidade no espaco intersticial sdo lancados
para dentro e ions Mg?* langados para fora das células do estrato basal, dessa forma, permitindo
gue ions magnésio atinjam o compartimento sanguineo (SCHWEIGEL et al., 2006). A grande
concentracdo de ions s6dio no espaco intersticial € mantida pela presenca da enzima Na*/K*
ATPase presente na membrana basolateral das células do extrato basal.

Apbs exposto os diferentes mecanismos pelos quais fons Mg?* podem ser
absorvidos é preciso compreender os inimeros fatores que afetam a solubilidade, absorcéao e
biodisponibilidade de magnésio. Entre eles podemos destacar os niveis dietéticos de potassio,
sodio, e célcio, uso ou ndo de monensina, nivel de amonia e presenga de &cidos graxos no
ramen, tamanho de particula da fonte de magnésio, pH ruminal e até mesmo fatores genéticos
do animal.

Baixas concentracfes de magneésio no fluido ruminal podem ser observadas quando se
fornece dietas contendo baixos teores de magnésio, ou quando os animais estdo sendo
alimentados com pastagens adubadas com altos teores de potassio (MAYLAND, 1988). Alta
concentracdo de potassio na dieta pode reduzir a absor¢do de magnésio (NEWTON et al.,
1972). Por outro lado, quando sddio esta em baixa concentracao no fluido ruminal, a sua adicao
pode beneficiar a absorcdo de magnésio. Falta de sédio induz a secre¢do de aldosterona,
reduzindo a quantidade de sodio na saliva e aumentando a concentragdo de potéssio
(MARTENS et al., 1987). Alta concentracdo de potassio, por sua vez, pode reduzir a absorcao
de magnésio. Dietas contendo altas concentracdes de calcio e consequentemente altas
concentracdes ruminais desse ion podem aumentar a competicdo dos jons Ca?* e Mg?* pelos
canais de ions divalentes presentes na membrana apical das células da granulosa (KRONQVIST
et al.,, 2011; LEONHARD-MAREK et al., 2005). Monensina pode aumentar a absorcdo de
Mg?* (GREENE; SCHELLING; BYERS, 1986), esse efeito parece ser devido a uma reducio
nas concentracGes ruminais de K*. O efeito negativo do potassio sobre a absor¢do de magnésio
parece estar relacionado com a despolarizacdo da membrana apical das células epiteliais
(MARTENS et al., 2018). Dietas com teores mais elevados de potassio e nitrogénio resultaram
em menores eficiéncias de absor¢do de magnésio (GREENE; FONTENOT; WEBB, 1983).
Elevacdo répida nos niveis de aménia pode reduzir a absor¢do de magnésio, entretanto, parece
ocorrer adaptacdo com o tempo (GABEL; MARTENS, 1986). Magnésio também pode se
complexar com acidos graxos, sejam eles palmitico, linoleico, linolénico e formar sais
insoltveis (NRC, 2001).
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Outro fator que afeta a absor¢do do magnésio € o tamanho de particula do MgO (XIN;
TUCKER; HEMKEN, 1989), sendo que a solubilidade e consequentemente a absorcéo séo
maiores quando se reduz o tamanho de particula do 6xido. O MgO é a fonte de magnésio
inorganico mais usada na dieta de ruminantes (GOFF, 2018). Estudos tem mostrado que o
coeficiente de absorcdo de magnésio de fontes de 6xidos de magnésio é entre 28 a 49%
(MOORE; FONTENOT; TUCKER, 1971; STORRY; ROOK, 1963).

A concentragdo de Mg?* no rimen é extremamente dependente do pH ruminal, se
comportando de uma maneira inversamente proporcional. Entre valores de pH 5 e 7, 0 que
normalmente é observado no rumen, uma pequena alteracdo no pH pode afetar de maneira
significante a concentracio de Mg?* (DALLEY et al., 1997). Essa relacdo entre pH e
concentracio de Mg?* parece explicar o fato de magnésio oriundo de concentrado ser mais
disponivel para absor¢cdo do que magnésio oriundo de forragem (MILLER; BRITTON;
ANSARI, 1972), baixos niveis de CNF diminuir a disponibilidade de magnésio (METSON et
al., 1966). Fornecimento de solucdo de amido na forma de drench aumentar as concentracées
plasmaticas (WILSON et al., 1969) e a digestibilidade (GIDUCK; FONTENOT, 1987) de
magnésio. A explicacio da relacdo entre pH e Mg?* ocorre segundo Martens et al. (2018) porque
0 aumento do pH causa aumento da dissociacdo dos protons dos seus respectivos anions, dessa
forma, ocorre um aumento de anions ligantes no material ingerido, facilitando a ligacdo do
Mg?*.

O transporte de magnésio pelo ramen parece ser influenciado pela raca do animal
(LEONHARD-MAREK; MAREK; MARTENS, 1998). Dessa forma, efeitos genéticos
parecem estar envolvidos na diferenca de capacidade de transporte de magnésio, o que pode
contribuir para a herdabilidade da caracteristica concentracdo de magnésio no plasma
(TSIAMADIS et al., 2016).

Em um animal adulto, apenas cerca de 0,2% do magnésio esta no sangue, outros 1,0%
nos fluidos extracelulares, 28,8% dentro das células e 70,0% nos ossos (MARTENS et al.,
2018). As concentragdes de magnésio no plasma normalmente variam de 0,75 a 1 mmol/L, ou
1,8 a 2,4 mg/dL (MAYLAND, 1988). Embora a maioria do magnésio estando nos 0ssos, eles
ndo sdo uma fonte significativa desse mineral (HOUILLIER, 2014). O que regula o
metabolismo 0sseo sdo 0s niveis sanguineos de célcio e ndo o status de magnésio. A relacéo
entre célcio e magnésio nos 0ssos é cerca de 42:1. Logo, uma mobilizacdo Ossea para
fornecimento de magnésio resultaria em problemas no metabolismo de calcio (FONTENOT et

al., 1989). Dessa forma, o magnésio oriundo da dieta é de extrema importancia para a
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manutencdo dos niveis séricos. De acordo com Martens et al. (2018), o fato de os animais ndo
terem um sistema integrado e regulado para controlar os niveis de magnésio, como se tem para
o calcio, parece ser uma evidéncia que o deficit de magnésio ndo foi um problema durante o
processo de evolucao.

Do magnésio presente no sangue cerca de 60 a 80% do parece ser filtrado pelo rim e
fazer parte do ultrafiltrado. No tabulo proximal, cerca de 20 a 30% do magnésio € reabsorvido.
A reabsorcdo nessa por¢do do néfron parece ser um processo passivo e ndo regulado. A maior
parte da reabsorcdo ocorre na porcdo ascendente da al¢a de Henle, correspondendo a cerca de
60 a 70% do magnésio reabsorvido (MARTENS et al., 2018). Cerca de 5 a 10% ocorre no
tibulo contorcido distal. A excrecdo renal de Mg?* parece ser dependente da sua concentragéo
plasmatica. Maior concentracdo plasmatica, maior a excrecao urinaria de magnésio, justamente
pelo fato de os rins serem os locais de maior regulacdo dos niveis plasmaticos de magnésio.
ConcentracOes plasmaticas em vacas de leite menores que 0,8 mmol/L é considerado um risco
para hipomagnesemia. De acordo com Goff (1988), concentracdo sanguinea de magnésio
parece dar uma boa ideia da adequacdo dos niveis de magnésio vindos da dieta e sua absorcao.
2.7.2 Sodio

O sddio é o cation predominante do sangue e fluidos extracelulares, de extrema
importancia no processo de absorcao de agucares, aminoacidos e dgua. No processo de evolugao
dos bovinos, o sodio aparentemente era um mineral pouco presente nas dietas. Uma evidéncia
para isso € que esses animais evoluiram um processo absortivo bastante efetivo que ocorre ao
longo de quase todo trato gastrointestinal, destacando o rimen, intestino delgado e intestino
grosso. Praticamente 100% do sédio dietético é absorvido, uma possivel explicacdo se deve ao
fato de que em solucgdo quase a totalidade do sddio esteja em seu estado ionizado (Na*) (GOFF,
2018). Outro ponto importante com relacdo a absorcao de sédio é que um processo intimamente
ligado a absorcdo de cloro, uma maneira encontrada pelo organismo para a manutencao da
eletroneutralidade dos fluidos corporais. De acordo com Goff (2018), o processo de absor¢édo
do sodio pode acontecer de duas maneiras. 1) transporte paracelular, através das “tight
Jjunctions”. 2) transporte transcelular.

O transporte passivo paracelular dificilmente ocorre em condigdes de baixas
concentragdes de sodio na dieta. Ao contrério, normalmente ocorre em condigdes nas quais ha
altas concentrac@es de sddio na dieta e consequentemente no Iimen do trato digestivo (GOFF,
2018). Essa dependéncia de altas concentracOes dietéticas de sodio para que o transporte

passivo paracelular ocorra se deve ao falto de que no espaco intersticial, logo abaixo das “tight
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Jjunctions”, altas concentragdes de Na* sdo encontradas, o que € causado, entre alguns motivos,
pelo transporte transcelular de sodio. A alta concentracdo de sdédio presente no espago
intersticial além criar um gradiente quimico que dificulte a difusdo de sédio, cria um gradiente
elétrico, que dificulta ainda mais que ocorra a passagem de sodio de maneira paracelular.

Conforme ja discutido, o transporte transcelular é responséavel por quase a totalidade do
sodio absorvido. Existem diferentes maneiras, nas quais trataremos adiante, pelas quais o sodio
atravessa a membrana apical das células. Entrando, todas ocorrem a favor de um gradiente
quimico e elétrico. Apos atingir o citosol, os ions sodio, através da difusdo vao em direcdo a
membrana basolateral, local por onde os ions de sodio sdo bombeados para o espago intersticial,
contra seu gradiente elétrico e de concentragdo, através da enzima 3Na*/2K*™ ATPase (bomba
de sodio e potassio) (GURNEY et al., 2017).

Dentre os diferentes tipos de transportes de sodio que ocorrem atraves da membrana
apical das células em contato com o lumen do trato gastrointestinal temos 1) Contratransporte
de Na*/H*. 2) Simporte de Na*/Hexoses e Na*/aminoacidos. 3) Canais epiteliais de Na*. 4)
Cotransporte de Na*/HCOs". Esses diferentes mecanismos absortivos podem estar em porgdes
especificas do trato gastrointestinal ou em sua totalidade.

O contratransporte Na*/H* parece ocorrer em todo o trato gastrointestinal (GOFF,
2018). Nesse tipo de transporte, um ion Na* presente no limen do trato gastrointestinal adentra
a célula, através da membrana apical a favor do seu gradiente, favorecendo a saida, em direcdo
ao limen, de um fon H* (MARTENS; GABEL, 1988). Ou seja, ha a acidificacdo no limen do
trato gastrointestinal. Cerca de metade do sodio oriundo da dieta e saliva ja parece ser absorvido
nos pré-estdmagos (DOBSON, 1959). No ramen, reticulo e omaso, os ions de sddio absorvidos
através do contratransporte com ions H*, processo que ocorre nas células do estrato granuloso,
se difundem através de juncdes do tipo gap, que conectam as células do estrato granuloso com
as células do estrato espinhoso e basal. Ao atingirem o extrato basal, as células ali presentes,
com alta atividade metabdlica por terem grandes quantidades de mitocondrias, sdo capazes
transportar o0 s6dio para o espaco intersticial através da enzima 3Na*/2K* ATPase (GRAHAM,;
SIMMONS, 2005; MARTENS; GABEL,; STROZYK, 1991). A acidificacdo do microambiente
préximo a membrana apical das células da granulosa através desse tipo de transporte, pode
auxiliar na absorcao de acidos graxos de cadeia curta, uma vez que mais desses acidos estardo
na sua forma néo dissociada, ou seja, eletricamente neutros, facilitando a sua difusédo pelas
células da parede dos pré-estbmagos (ASCHENBACH et al., 2011).
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O simporte de Na'/Hexose e Na‘/aminoécido acontece na membrana apical dos
enterdcitos, tanto no duodeno como no jejuno (WRIGHT, 1993). fons de sodio presentes no
limen intestinal, a favor do seu gradiente quimico e elétrico sdo responsaveis pela difuséo
facilitada de aminoacidos e glicose através da membrana apical dos enterocitos.

Outro mecanismo de absorcdo de Na* é através dos canais epiteliais presentes no célon.
Eles permitem que a absorcdo de sodio, a favor do seu gradiente elétrico e quimico, ocorra
mesmo em baixas concentracfes de sddio luminal. Esses canais sofrem regulacdo hormonal da
aldosterona, secretada em situacdes de baixa pressdo sanguinea, fazendo com que haja aumento
da sintese das proteinas constituintes desses canais de sodio no célon. O aumento desses canais
pode aumentar ainda mais a absor¢do de so6dio nessa porcdo do trato gastrointestinal
(KUNZELMANN; MALL, 2002).

O mecanismo de cotransporte de Na*/HCOz3™ parece estar presente em todas as porgoes
do trato gastrointestinal, sendo mais relevante no ileo e célon. E um processo eletroneutro pois
a entrada de fons Na* através da membrana apical esta relacionado a entrada de ions HCO3
(GLEESON, 1992; SANDLE, 1988).

De acordo com a literatura revisada, e diferente do que acontece para 0 magnésio,
parecem nao existir fatores evidentes que interfiram na absor¢édo das fontes de sédio. De acordo
com Goff (2018), fontes de Na* apresentam quase 100% na eficiéncia de absorcéo,
provavelmente pelo sédio estar quase em sua totalidade, quando em solucdo, na sua forma
ionizada.

2.8 Parametros sanguineos e balanco acido bésico

Os trabalhos na literatura sdo consistentes com relacédo ao efeito da suplementacdo de
MgO sobre 0 aumento da concentracao sérica de magnésio (ERDMAN et al., 1980; ERDMAN;
HEMKEN; BULL, 1982; TEH; HEMKEN; HARMON, 1985; THOMAS et al., 1984).
Entretanto, existem relatos de que esse parametro nao foi alterado (ARAMBEL et al., 1988).
Resposta na concentracdo de magnésio no sangue pode ser considerada uma medida da
solubilidade e da efetividade do produto MgO testado. Uma maneira pratica que pode ser
utilizada para mensurar a disponibilidade do MgO foi proposta por Goff (2014). De acordo com
0 autor se o produto a base de MgO for de boa qualidade ele deve resultar em um pH maior que
oito apos a realizagdo da metodologia proposta. O processo de calcinagdo é uma importante
etapa da producdo de MgO (BACH et al., 2018), o superaquecimento do material, carbonato de
magnésio, pode reduzir a reatividade e a disponibilidade do magnésio (GOFF, 2014). O

processo de moagem e o tamanho de particula resultante também podem afetar a resposta
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animal (XIN; TUCKER; HEMKEN, 1989). Em um animal adulto, apenas cerca de 0,2% do
magnésio esta no sangue, outros 1,0% nos fluidos extracelulares, 28,8% dentro das células e
70,0% nos ossos (MARTENS et al.,, 2018). As concentracbes de magnésio no plasma
normalmente variam de 0,75 a 1 mmol/L, ou 1,8 a 2,4 mg/dL (MAYLAND, 1988). Embora a
maioria do magnésio estando nos 0ssos, eles ndo sdo uma fonte significativa desse mineral
(HOUILLIER, 2014). Dessa forma, 0 magnésio oriundo da dieta é de extrema importancia para
a manutencdo dos niveis séricos.

Ao contrario do que acontece com 0 magnésio, a suplementacdo de BicNa, parece nao
afetar de maneira significativa os niveis séricos de sédio (ARAMBEL et al., 1988; BERNARD
et al., 2014; EMERY; BROWN; THOMAS, 1964, ERDMAN et al.,, 1980; ERDMAN;
HEMKEN; BULL, 1982; ESCOBOSA et al., 1984; KILMER; MULLER; SNYDER, 1981;
THOMAS et al., 1984). Hu e Murphy (2004) mostraram em sua meta-analise que as
concentragOes de sédio na dieta ndo afetaram as concentragcfes de sddio no sangue, sendo que
os valores reportados por esses autores variaram de 123,75 a 161,50 mEg/L, com uma média
de 140,75 mEg/L. Entretanto, ha trabalhos na literatura que reportaram aumento nas
concentracdes séricas de sodio com a suplementacao de BicNa (STAPLES et al., 1988; TEH;
HEMKEN; HARMON, 1985). O aumento na excre¢do urinaria de sodio é uma explicagdo ao
fato de que normalmente ndo se tem aumento de sédio sérico com o fornecimento de BicNa ou
aumento nas concentragcdes de sédio na dieta (HU; MURPHY, 2004; KILMER; MULLER,;
SNYDER, 1981; PEREZ-RUCHEL; REPETTO; CAJARVILLE, 2014; THOMAS et al.,
1984). De fato, existem preocupacOes relacionadas ao fornecimento de BicNa e a maior
excrecdo de sodio (BERG et al., 2010). De acordo com esses autores altos niveis de sodio
podem afetar a 4gua para consumo humano, animal e para irrigacdo. Além do mais, alta
concentracdo de sodio pode contribuir para a degradacdo do solo, reduzindo a producdo de
biomassa (MENGEL; KIRKBY, 2001).

Goff (2018) em sua revisdo sobre minerais avaliou importantes conceitos quando se
tratando de equilibrio acido béasico de uma solucdo. De acordo com esse autor, a Visdo
tradicional que se tem sobre a fisiologia do equilibrio acido basico é que um acido € uma
substancia capaz de doar um préton (H*) e uma base é uma substancia que é capaz de aceitar
um préton. De acordo com essa visdo tradicional, muitas explicacdes podem ser dadas atraves
da equacdo de Henderson-Hasselbalch. Um &cido em seu estado ndo dissociado pode ser
representado por HA, nesse caso, é considerado um &cido porque pode doar um préton. O

quanto desse &cido sera dissociado pode ser definido pela constante de dissociacdo do acido
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(pKa), algo intrinseco da substancia, e do pH do meio. Quando em seu estado dissociado o &cido
pode ser descrito como H* + A", sendo que 0 anion resultante do acido agora pode ser
considerado uma base, uma vez que pode receber um proton. Ainda de acordo com o autor, as
mudancas de pH em solugdes biologicas podem ser facilmente previstas de acordo com a
equacéo de Henderson-Hassilbalch. Por exemplo, no sangue aonde o principal sistema tampé&o
é 0 de ions bicarbonato temos que o pH pode ser definido como pH= 6,1 + log10(HCO3"
/H2CO3). De acordo com Goff (2018), um dos problemas da forma tradicional em lidar com
equilibrio acido basico € que ela ndo é capaz de explicar o efeito da suplementacdo de sais
aniodnicos sobre o pH sanguineo. Uma visdo alternativa proposta para explicar esse efeito sobre
0 pH é a teoria que leva em consideracdo o efeito de ions e acidos fracos sobre o pH de
determinada solugdo. De acordo com essa teoria pode-se definir um acido como uma substancia
que quando em agua é capaz de gerar um aumento de ions H* e base, uma substancia capaz de
gerar reducdo na concentracdo de ions H* (CONSTABLE, 2014; TREFZ; CONSTABLE;
LORENZ, 2015). De acordo com essa teoria, qualquer solucdo deve ser mantida em
eletroneutralidade, ou seja, a quantidade de cargas positivas e negativas de uma solucdo devem
permanecer iguais. Um exemplo dado pelo o autor € quando temos agua pura, teremos uma
concentracéo tanto de H* como de OH de 1 x 107", Logo, o pH da agua sera de 7 uma vez que
pH é dado por pH = Log 1/[H*]. Se a essa solu¢do de agua for adicionado Na*, para manter o
equilibrio de cargas, a concentracdo de H* sera reduzida, de tal maneira que [H*] + [Na'] =
[OH] seja atingido, nesse caso a adi¢do de ions de sddio resultardo em um aumento do pH. As
concentracfes de H* e OH™ sdo manipuladas em resposta a adicdo de cargas através da
dissociagdo da agua (H20 < H* + OH").

No sangue, em condi¢cGes normais, a quantidade de céations excede, levemente, a
concentracdo de anions, fazendo com que o pH seja levemente basico (GOFF, 2018). A
concentracdo de fons H* deve ser minuciosamente controlada e mantida em limites bastante
restritos para que os processos bioldgicos ocorram normalmente. O pH sanguineo é dependente
de basicamente trés fatores: 1) Respiracao, na qual remove do sangue ions bicarbonato na forma
de CO>. 2) Concentracgdo de proteinas, que em sua grande maioria sdo produzidas pelo figado e
apresentam geralmente carga negativa. 3) Diferenca entre cations e &nions presentes no sangue,
gue em grande parte vém da dieta. A eficiéncia de absorcdo de sodio parece ser praticamente
100%. O magnésio, apesar de ndo ser absorvido com tanta eficiéncia como o sodio, também
pode exercer seu efeito sobre os parametros acido basico do sangue uma vez que for absorvido

e atingir o sangue (GOFF, 2018). De acordo com esse mesmo autor, mesmo 0s microminerais
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tém essa capacidade de influenciar o equilibrio &cido basico do sangue. Entretanto, por estarem
presentes em quantidades tdo pequenas, normalmente, ndo consideramos os seus efeitos. Por
exemplo, quando o BicNa € suplementado, cerca de 100% dos ions sodio sdo absorvidos e
entram no sangue, entretanto, os ions bicarbonato gerados formardo em sua grande maioria CO>
e H>0, ndo chegando ao sangue. Logo, para cada mol de NaHCO3 suplementado levara a um
mol extra de ions Na* e minimas quantidades de cargas negativas chegando ao sangue (GOFF,
2018). Essa quantidade extra de cargas positivas que chegam ao sangue leva a uma necessidade
de reducdo da concentracdo de ions H* para manter a eletroneutralidade, ocasionando um
possivel aumento do pH sanguineo. A adicdo de cations na dieta, tém em um primeiro momento
uma a¢do de tamponamento ou neutralizacdo do rimen, depois, quando absorvidos podem agir
através da alcalinizacdo do sangue.

Com relagdo aos parametros acidos basico do sangue, Hu e Murphy (2004) mostraram
em sua meta-analise, com vacas leiteiras, um aumento linear para pressao parcial de CO2 (pCOz)
e aumento quadratico para os ions bicarbonato no sangue com o aumento do DCAD da dieta
(Na" + K* - CI"). Kellaway et al. (1977) forneceram para bezerros doses crescentes de BicNa
no concentrado (0, 3, 6 e 9%) e observaram aumento (P < 0,01) linear da concentracao de ions
bicarbonato no sangue (26,7, 28,2, 33,7, 37,4 mEqg/L), excesso de bases (0,75, 1,78, 7,67, 11,17
mEg/L) e pCO2 (46,3, 47,7, 51,0, 54,5 mmHg). Todos os fluidos corporais devem ser mantidos
em eletroneutralidade, portanto, quanto maior o DCAD, teoricamente mais cargas positivas
serdo absorvidas e mais ions bicarbonato terdo que ser gerados para manter o balanco de cargas
(HU; MURPHY, 2004). O aumento dos ions bicarbonato leva, por sua vez, a um aumento do
CO., uma vez que a relacdo entre os dois deve ser mantida praticamente constante no sangue
(JONES, 2010). Apesar do DCAD ter seu efeito sobre os parametros acido basicos do sangue,
outros fatores parecem interferir na reposta. Xin, Tucker e Hemken (1989) suplementaram trés
tipos de MgO com diferentes reatividades. Os autores observaram que a pCO2 aumentou
comparativamente ao controle apenas para um tipo de MgO, o de maior solubilidade. Diferentes
solubilidades e consequentemente diferentes absorcdes de magnésio influenciam a quantidade
de ions que chegam no sangue e consequentemente, a quantidade de ions bicarbonatos gerados
para manter a eletroneutralidade. Dessa forma, o simples calculo do DCAD de uma dieta, ndo
levando em consideracéo a fonte, e por sua vez a solubilidade e disponibilidade de determinado
mineral parece ndo ser correto. Outro ponto importante que deve ser levado em consideracdo é
que as formulas utilizadas para o calculo do DCAD normalmente utilizam apenas os ions sodio,
potassio e cloro (HU; MURPHY, 2004) ou sédio, potassio, cloro e enxofre (BLOCK, 1984),
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ndo levando em consideracdo os efeitos que outros ions, quando absorvidos e atingem o sangue,
podem exercer.

Apesar do discorrido, existem trabalhos na literatura em que o fornecimento de agentes
neutralizantes ndo alterou o balango acido basico do sangue. A suplementacéo de 0,4% de MgO
e 0,8% de BicNa ndo afetaram o balango acido basico do sangue de vacas em comecgo de
lactacdo (ARAMBEL et al., 1988). O fornecimento de 0,85% de BicNa nédo afetou as
concentracdes de ions bicarbonato no sangue (BERNARD et al., 2014). A adicdo de 1% de
BicNa e 0,8% de MgO nao afetaram as concentragdes de ions bicarbonato e pCO2 no sangue
(ERDMAN; HEMKEN; BULL, 1982). Além do mais, existem trabalhos em que a resposta foi
até mesmo diferente do esperado. Escobosa et al. (1984) observaram que a suplementacao de
BicNa ndo alterou a pO», reduziu (P < 0,05) a pCO2, concentracdo de CO; total, ions
bicarbonato e o excesso de bases. Entretanto, nesse trabalho amostras de sangue foram
coletadas, de acordo com os autores, na artéria coccigea, o que pode ser duvidoso, uma vez que
artéria e veia coccigea estdo intimamente relacionadas. Como ja discutido anteriormente, uma
explicacdo para a diferenca de resultados, pelo menos quando se trata da suplementacdo de
MgO, é a solubilidade e qualidade do material utilizado. Entretanto, a hora de coleta do sangue
e a temperatura/indice de temperatura e umidade (ITU) do ambiente parecem afetar a resposta
dos agentes neutralizantes sobre o balanco &cido-bésico do sangue (KHELIL-ARFA,
FAVERDIN; BOUDON, 2014).

Khelil-Arfa, Faverdin e Boudon (2014) avaliaram o efeito da temperatura ambiente (15
vs. 28°C, ITU de 66,0 e 78,7, respectivamente) e do nivel de sddio na dieta (0,21 vs. 0,49 % da
MS) sobre o balanco acido basico de vacas em lactagdo e vacas secas. O aumento de sodio na
dieta foi feito atraves de uma inclusdo extra de BicNa na dieta (0,5 vs. 1,9% da MS). Maior
inclusdo de BicNa tendeu aumentar (P < 0,10) o pH sanguineo apenas das vacas secas durante
a mensuracdo na parte da manha (7,396 vs. 7,420), entretanto ndo houve diferenca na parte da
tarde, tanto para vacas secas como em lactacdo. Pressdo parcial de CO2 ndo foi afetada pela
maior inclusdo de BicNa, independente do tempo de coleta ou do estadio fisiolégico dos
animais. Durante o periodo da manha, as vacas secas, e durante o periodo da tarde, as vacas em
lactacdo, recebendo maior inclusdo de BicNa tiveram aumento (P < 0,05) das concentragdes de
ions bicarbonato (23,9 vs. 28,0 mmol/L; 30,6 vs. 34,3 mmol/L; vacas secas e lactaco,
respectivamente) e excesso de base no sangue (-0,6 vs. 3,7 mmol/L; 6,4 vs. 10,0 mmol/L; vacas
secas e lactacdo, respectivamente), entretanto, essa diferenca foi observada apenas para as vacas

na temperatura ambiente mais baixa. Temperatura mais elevada aumentou (P < 0,01) a
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frequéncia respiratoria tanto em vacas secas (23,1 vs. 40,3 respiragdes/min) como em lactacdo
(22,7 vs. 49,3 respiracdes/min), o que levou a uma reducdo da pCO2 (P <0,05) tanto em vacas
secas (43,4 vs. 39,9 mm de Hg) como em vacas em lactacdo (47,0 vs. 41,6 mm de Hg). A partir
desse dado podemos compreender que o efeito dos agentes neutralizantes, nesse caso o BicNa,
pode ou ndo influenciar o balanco &cido basico do sangue dependendo da temperatura ambiente.
Animais quando em temperaturas mais elevadas, tendem a aumentar a frequéncia respiratdria
na tentativa de controlar a temperatura corporal. Essa resposta homeorrética do animal leva a
uma diminuigdo das concentracdes de CO, ions bicarbonato e aumento na concentragdo de O>
no sangue, podendo causar anulagdo dos efeitos da suplementacdo de BicNa sobre esses
parametros. Em resumo, agentes neutralizantes parecem ser mais efetivos em causar alteragdes
dos parametros acido basicos do sangue sobre condicdes de termo neutralidade do que em

condicdes de estresse térmico.
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Abstract

A calcinated magnesium oxide was developed to be a persistent rumen neutralizer
(pHix-Up). Our objective was to evaluate lactation performance, intake, diet digestibility,
rumen pH and fermentation profile, jugular blood acid-base balance, and chewing
behavior of cows fed either pHix-Up [PHP, 0.5% of dry matter (DM)], sodium
bicarbonate (BIC, 1% of DM), or control (CTL). Fifteen Holstein cows (29.5 kg of milk/d,
620 kg, 193 days in milk) were individually fed a sequence of these 3 treatments in 5, 3
x 3 Latin squares, with 21-d periods. On day 17 of each period, feed was removed at 2100
h and dietary starch concentration was abruptly increased, on d 18 to 21, from 22.6 to
31.6% of DM by replacing citrus pulp with ensiled corn grain. A mean value per cow
during d 14 to 17 of each period was obtained and data obtained during the induction of
ruminal acidosis was analyzed as repeated measures over time. Models had the effects of
cow, period, and treatment. Contrasts were: CTL vs PHP and BIC vs PHP. Before the
induction of acidosis, PHP tended to increase milk fat concentration (3.81%) relative to
CTL (3.63%) and BIC (3.65%). No differences were detected in milk yield (27.5 kg/d)
and DM intake (22.6 kg/d). The PHP increased the secretions in milk (g/d) of unsaturated
and oleic fatty acids relative to BIC. The total tract digestibility of EE tended to be higher
on PHP than CTL (92.8 vs 91.5% of intake). The daily minimum reticular pH tended to
be higher on PHP (5.90) than CTL (5.82). Relative to CTL, cows on PHP tended to spend
less time ruminating per day (460 vs 489 min) and per unit of rumen pH (73 vs 78 min).
Rumen microbial yield, evaluated by the daily excretion of allantoin in urine, was higher
on BIC than PHP. Mean reticular pH (6.22 vs 6.28) and minimum pH (5.65 vs 5.81) were
lower and daily duration <6.2 (703 vs 573 min) was higher on d 18 than d 19 to 21. The
acetate to propionate ratio was 3.8 on d 17 and 2.7 on d 21. During the induction of
acidosis, milk protein and casein concentrations tended to be increased by BIC relative to
PHP (3.36 vs 3.30% and 2.63 vs 2.58%, respectively). Fecal pH was reduced during
acidosis and was highest on PHP both before and during acidosis. PHP tended to increase
mean reticular pH (6.29 vs 6.24) and to reduce the duration of pH <6.2 (555 vs 653 min/d)
and increased minimum pH (5.84 vs 5.72) relative to BIC. PHP also tended to increase
minimum pH relative to CTL (5.75). Jugular blood pH, HCOs3, and base excess were
lower during than before acidosis and CTL tended to have lower blood HCO3 than PHP.
Blood Mg concentration was highest on PHP and BIC tended to have higher Na
concentration than PHP. Daily milk fatty acid secretion and profile, milk yield, and DM

intake during acidosis did not differ for the contrasts evaluated. Overall, PHP tended to
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increase milk fat concentration, total tract EE digestibility, the secretion of preformed
unsaturated fatty acids in milk fat, and minimum rumen pH of cows in late lactation.
Rumen neutralizers improved blood buffering capacity and PHP resulted in higher
reticular pH than BIC.

Key Words: acidosis, magnesium oxide, milk fat, rumen pH, sodium bicarbonate.

Introduction

The increase in dietary energy supply from rapidly fermentable carbohydrates can
increase the fractional rate of rumen VFA production relative to the rate of clearance by
rumen wall absorption or passage with the fluid phase to the omasum (Resende Junior et
al., 2006). Excessive ruminal VFA accumulation can induce ruminal and systemic
acidosis in dairy cows (Aschenbach et al., 2011). Ruminal VFA accumulation, without
adequate buffering, can decrease fluid pH and can have detrimental effects on rumen
motility (Crichlow and Leek, 1986) and anatomy (Gaebel et al., 1989; Aschenbach et al.,
2019), fiber digestion (Grant and Mertens, 1992), microbial yield (Hoover, 1986), and
productivity (Kalscheur et al., 1997; Krause and Oetzel, 2005), intake (Nocek, 1997), and
health (Plaizier et al., 2008) of dairy cows, and can affect chewing behavior (DeVries et
al., 2009). Subacute ruminal acidosis is an important factor on animal welfare and
economics related to lactation performance and herd turnover rate (Kleen et al., 2003).

The supplementation of dairy cows with rumen neutralizers, such as buffers and
alkalizers, is a strategy to control ruminal pH, and has been extensively evaluated (Hu
and Murphy, 2005; Rauch et al., 2012; Bach et al., 2018). However, the positive effect of
sodium bicarbonate on feed intake and performance of dairy cows post-partum was
associated to reduced rumen pH and increased VFA concentration, with no effect on diet
digestibility (Rogers et al., 1985a). Sodium bicarbonate also induced acute increase in
intake and milk yield of dairy cows in mid lactation, with no effect on rumen pH,
fermentation profile, and total tract fiber digestibility (Pereira et al., 1999). These are
suggestive that due to systemic action, rumen neutralizers may be an acute modulator of
intake in dairy cows.

Rumen neutralizers supply cations such as Na*, as in sodium bicarbonate, or Mg™™,
as in magnesium oxide. Cations can affect blood acid-base balance and intake of dairy
cows (Stewart, 1983; Rogers et al., 1985a; Goff, 2018). The Dietary Cation-Anion
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Difference (DCAD) has been calculated to evaluate the balance between positively and
negatively charged macrominerals in the diet. Equations have been proposed to calculate
DCAD and may use only Na*, K*and CI- (Hu and Murphy, 2004), or include S?* (Block,
1984), or also include Mg?*, Ca?*, and P* (Goff, 2000). Sanchez et al. (1994) detected a
quadratic effect of DCAD (Na, K, Cl) on milk yield and intake of dairy cows, with
maximum response at + 38 mEqg/100 g DM, based on 10 experiments with 326 cows.
Similarly, Hu and Murphy (2004) also observed a quadratic effect of DCAD (Na, K, ClI)
on milk yield and intake, and maximum responses at 34 and 40 mEqg/100 g DM,
respectively. Blood pH and HCOs™ concentration followed the same quadratic trends and
peaked at similar DCAD values as intake and milk yield. Based on these surveys of the
literature (Sanchez et al., 1994; Hu and Murphy, 2004), extremelly negative or positive
DCAD diets reduce blood pH, HCOs™ concentration, intake, and lactation performance.
Excessively positive DCAD may induce blood hypoxia due to hypoventilation to retain
COz in order to reduce blood pH, and may cause intake depression by various mechanisms
(Quintero et al., 2010). More recently, Iwaniuk and Erdman (2015) detected an
exponential relationship between DCAD (Na, K, ClI, S) with intake and milk yield of
dairy cows, with a plateau at DCAD greater than + 200 mEqg/kg DM. In their review of
published literature, a more positive DCAD during lactation was linearly associated to
greater milk fat concentration and yield, ruminal pH and acetate to propionate ratio, and
fiber digestibility. There was a linear relationship between DCAD and blood HCO3™ and
base excess of dairy cows in the experiment of Borucki Castro et al. (2004). On the
opposite, negatively charged diets have negative effect on feed intake, as demonstrated
by the reduction in feed intake induced by anionic salts pre-partum (Santos et al., 2019).
Rumen neutralizer can also increase the osmolarity of ruminal contents, the intake of
water, and the passage rate of the ruminal fluid phase (Rogers et al., 1985b), with potential
effects on ruminal starch degradation, rumen VFA clearance, and the efficiency of
microbial yield (Harrison et al., 1975; Russell and Chow, 1993).

Past studies have shown benefits to provide magnesium oxide-based products on
milk yield (Razzaghi et al., 2021), milk fat (Razzaghi et al., 2022) and rumen pH (Erdman
et al., 1982), although, magnesium oxide-based products might differ in reactivity
(Eubank, 1951). The calcination process is an important step on magnesium oxide
production (Bach et al., 2018), overheating the ore might decrease its reactivity and
bioavailability (Goff, 2014). Moreover, the grinding process and the particle size resulted

also might influence the animal response (Xin et al., 1989). Thus, evaluating the specific
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magnesium oxide to be used is necessary. A rumen neutralizer was manufactured by
changing the calcination temperature of magnesium oxide to achieve increased capacity
to neutralize acids (pHix-UP). Based on preliminary studies described in Bach et al.
(2018), the neutralizing capacity of pHix-Up was 38 mEq/g and sodium bicarbonate was
12 mEq/qg, assessed in vitro as milliequivalents of protons from hydrochloric acid required
to lower solution pH from 6.5 or 5.5 to 3.0. These authors (Bach et al., 2018) showed that
cows fed diets with increasing concentrations of barley in replacement to forage in the
diet maintained more stable and higher rumen pH with pHix-Up at 0.5% of DM than cows
fed 1% of DM of sodium bicarbonate.

The objective of this experiment was to evaluate the effect of pHix-Up at 0.5% of
diet DM relative to a control diet and to a diet with 1% of DM of sodium bicarbonate on
lactation performance, feed intake, diet digestibility, rumen pH and fermentation profile,
blood acid-base balance, and chewing behavior of dairy cows before a during the
induction of ruminal acidosis. Our hypothesis was that based on the capacity to neutralize
acids pHix-Up at 0.5% of DM would be more effective in improving ruminal pH and

lactation performance than sodium bicarbonate at 1% of DM.

Materials and Methods

The experimental protocol was approved by the University of Lavras Bioethic
Committee in Utilization of Animals (Protocol 015/2020).
Cows and treatments

The experiment was conducted in an open-walled, sand-bedded tie-stall barn with
fans and high-pressure sprinklers during the dry-cool season of Southeast Brazil. Fifteen
Holstein cows (193 + 120 days in lactation at the beginning of the experiment, 3
primiparous) formed 5 Latin squares by parity (1 vs. >1) and milk yield during 7 d pre-
blocking. Within a square, cows were randomly allocated to a sequence of 3 treatments
in 3 x 3 Latin squares, with 21-d periods, and 13 d of adaptation to treatments. During
the first 17 days of each period, cows were individually fed a low starch diet (Table 1) to
evaluate the short-term response to the treatments under normal feeding management.
Then, ruminal acidosis was imposed to each cow by removing feed at 2200 h of day 17
and ad libitum availability of a high starch diet (Table 1) at 0700 h during days 18 to 21.
The starch content of the diet was increased by substitution of citrus pulp pellets by silage

of ground and rehydrated corn grain, with no change in other feed ingredients. Treatments
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were: a TMR with no supplementation (Control), a TMR supplemented with 1% of
sodium bicarbonate (BIC), and a TMR supplemented with 0.5% of magnesium oxide
(PHP. pHix-Up, Timab, France).

The TMR for each treatment was mixed in a 1.2 m? stationary feed mixer (Unimix
1200. Casale, Brazil) and offered 1 x/d at 0700 h. The daily feed refusal per cow during
the experiment was 12.2 + 6.6 % of offered on a DM basis and 13.4 + 7.0 % of offered
on an as-fed basis. Feed was pushed up at least 10 x/d. The DM concentration of the
whole plant corn silage, alfalfa haylage, and ensiled corn grain were monitored weekly
with a microwave oven (by drying for 5 min and then in 3 min steps until a stable weight
was obtained) and the TMR was adjusted accordingly.
Feed sampling and analysis

Daily samples of feed ingredients and orts per cow were collected from d 14 to 21
of each experimental period. Composite samples of feeds were formed per period and
composite samples of orts were formed for days 14 to 16 of each period. Orts during days
18 to 21 of each period were analyzed per cow per day per period. Samples were dried in
a forced-air oven at 55°C for 72 h and ground to pass a 1-mm screen (Wiley mill, Thomas
Scientific, USA). The DM concentration was determined at 105°C for 24 h and ash was
evaluated at 550°C for 8 h. The composition of the offered TMR in ingredients and the
daily intake of DM were calculated. The nutrient composition of the consumed TMR
before (d 14 to 17) and during (d 18 to 21) the induction of acidosis was calculated by the
total nutrient intake of all cows on a treatment divided by the total DMI for the treatment
during the same period. Samples were sent to a commercial laboratory (3rLab/Rock River
Laboratories, Brazil) for determination of CP with a micro Kjeldhal steam distillator
(method 990.03; AOAC International, 2006), NDF by filter bag (nonwoven textile; 100
g/m?) technique with heat-stable o-amylase and without sodium sulfite (ANKOM
Technology, USA. Schlau et al., 2021), ether extract (method 2003.05; AOAC
International, 2006), and starch plus free glucose with a-amylase and amyloglucosidase
and colorimetry for glucose as described in Fernandes et al. (2022), adapted from Hall
(2015). Samples of the ingredients were subjected to digestion in HCO3 (70%) + H202
(30%) using a digestion block for mineral measurements according to the procedure
described by Mills and Jones (1996). Concentrations of calcium, magnesium, phosphorus,
potassium, sodium, and sulfur in the diet were determined by inductively coupled plasma

optical emission spectrometry (ICP-OES, Optima 4300DV, Perkin Elmer). Chloride in



77

TMR was determined by silver nitrate titration after extraction with 0.5% nitric acid. Two
equations were used to calculate the DCAD of the diets. DCAD 1 = (Na/23 + K/39.1) -
(Cl1/35.5 + S/32.1 x 2) (Ender et al., 1962). DCAD 2 = (Na/23 + K/39.1 + 0.15 x Ca/40 x
2 +0.15 x Mg/24 x 2) - (CI/35.5 + 0.25 x S/32.1x 2 + 0.50 x P/31 x 3) (Goff, 2000).
Performance and milk composition

Cows were milked 2 x/d starting at 0500 and 1600 h in an adjacent herringbone
parlor. Milk yield was recorded daily throughout the experiment and the mean yield of
days 14 to 17 was used to compare treatments before acidosis. During acidosis, milk yield
of each day from d 18 to 21 was analyzed separetly. Milk samples were obtained daily
during d 15 to 21 in duplicate per cow per d and in proportion of the yield at each milking.
Both samples were analyzed and the average result were used. Samples were stored in
flasks containing 2-bromo-2-nitropropane-1-3-diol under refrigeration until shipment to
the Laboratory of the Parana State Holstein Breeders Association (APCBRH, Curitiba,
Brazil). Milk components (crude protein, casein, fat, lactose, TS), urea-N, and the profile
of fatty acids in milk fat were measured by mid-infrared analysis (Nexgen FTS/FCM;
Bentley Instruments Inc., USA). Milk energy secretion (Mcal/d) was calculated (NRC,
2001): [(0.0929 x % fat) + (0.0547 x % protein) + (0.0395 x % lactose)] x kg of milk.
The secretion 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). The BCS (1 to 5, thin to
fat) was the mean of two independent evaluators obtained on d 21. The BW was measured
on d 16 to 21 immediately after the morning milking with an individual walk-over weigh
scale (Eziweigh5. Tru-Test Brasil, Brazil).
Total tract digestibility, ruminal microbial yield, and fecal viscosity and pH

On d 14 to 16 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. Fecal samples were immediately weighed and sub-
samples (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, ash, ether extract, and starch were measured, as previously described for
feed analysis. The total tract apparent digestibilities of DM, OM, NDF, ether extract,
starch, and the non-NDF OM were calculated. Digestible OM intake (DOMI) was
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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 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 a relative measure of ruminal microbial
yield (Valadares et al., 1999; Pereira et al., 2021). Allantoin was analyzed according to
Chen and Gomes (1992). The relative efficiency of ruminal microbial growth was
estimated as allantoin/DOMI (mmol/Kkg).

Additional spot fecal samples were collected from each cow 12 h after morning
feeding on d 20. Fecal samples were frozen at -20°C until viscosity and pH measurements.
Briefly, 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 30 s 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, Brazil).
Ruminal fermentation

Ruminal fluid samples were obtained on d 17 and 21 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 x g for 15 min. The supernatant was
analyzed for VFA by gas-liquid chromatography (CP 3800 Gas Chromatography Varian.
Varian Chromatography Systems, USA), with a capillary column [CP-Wax 58 (FFAP)
CB. Varian Analytical Instruments, USA]. 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 (Models US-3046 and US-

4046. Smaxtec, Austria) were inserted into the reticulum of each cow 1 d before the
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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 14 to 21 of each period
were used for treatment comparisons. Daily rumen pH data from d 14 to 16 were averaged
per cow to represent rumen fermentation before acidosis and data per cow per d was used
to evaluate rumen pH from d 18 to 21 during acidosis.

Blood sampling

Blood serum samples from the coccygeal vessels were collected on d 16 at 0700
h, immediately before feeding, for calcium, magnesium, and sodium analysis. Samples
were analyzed in a commercial laboratory (Laboratorio Santa Cecilia, Brazil) with an
AU480 analyzer (Beckman Coulter, Sdo Paulo, Brazil). The jugular blood acid-base
balance was evaluated on d 17 and 18, 6 h after morning feeding with a Cobas b 121
blood gas analyzer (Roche Diagndstica Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brazil). 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. Coccygeal blood samples were also obtained on d 17 to
21, 10 h after morning feeding with tubes with a clot activator plus gel for haptoglobin
evaluation (Cooke and Arthington, 2012) and on d 17 to 19, at the same sampling times,
with tubes containing potassium fluoride and EDTA for D-lactate analysis (D-lactate
Colorimetric Assay Kit, MAKO058, Sigma-Aldrich, USA).

Chewing

During d 16, 18, 19, and 20 of each period, rumination and eating behaviors were
monitored by visual observation at 5-min intervals continuously for 24 h/d as in Pereira
et al. (1999). Buccal activities were: rumination, eating, drinking, and idleness. Eating,
rumination, and chewing (eating + rumination) were calculated (min/d and min/kg DMI).
Rumination time (min/d) per unit of mean rumen pH during the day of chewing
measurement was calculated.

Individual feeding observations were combined and separated into meals using a
meal criterion (i.e., the minimum duration of time between meals) calculated for each
cow. Meal criteria were calculated for each cow using methods described by DeVries et
al. (2003); in summary, a software package (MIX 3.1.3; MacDonald and Green, 1988)
was used to fit normal distributions to the frequency of logio-transformed intervals of time
between recorded eating observations. If the interval of time between 2 recorded

observations of eating exceeded the determined meal criterion, this was classified as a
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different meal. The number of different meals in a day was termed meal frequency
(meals/d). Total meal time (min/d) was the total eating time (eating observations/d x 5
min), plus all the non-feeding intervals shorter than the length of the meal criterion of
each cow. Meal duration (min/meal) was calculated as the total daily meal time divided
by the meal frequency. Finally, meal size was the ratio between daily DMI (kg/d) and
meals/d. The duration, size, and time post-feeding of the longest daily meal was
calculated, as well as time post-feeding (min) and the duration of the longest meal
interval. The duration of the first daily meal was measured with a stopwatch. Five
evaluators observed the behavior of all cows, individually, after offering feed at 0700 h
until the last cow finished its first meal.

Particle size sorting behavior during the day was evaluated with the Penn State
Particle Separator (Lammers et al., 1996) with the 19- and 8-mm diameter screens and
pan. The particle distribution and weight of the offered TMR and available orts of each
cow was measured at 0700 (at feeding immediately after morning milking), 1230, 1830,
and 0500 h (during morning milking). The predicted intake (as-fed basis) of particles on
each screen was: % TMR retained on screen x kg of TMR consumed. The observed intake
of particles was: % TMR retained on screen x kg of TMR offered - % orts retained on
screen x kg of orts. The selection index (Leonardi and Armentano, 2003) was: 100 x
(observed intake/predicted intake). Sorting values below 100% represent selective
refusal, above 100% represent preferential intake, and equal to 100% represent no
selection. The proportion of daily DMI in the morning (0700 to 1230 h), afternoon (1230
to 1830 h), and night (1830 to 0700 h) were determined.

Statistical Analysis

Data were analyzed with the MIXED procedure of SAS (SAS Institute, Cary, NC).
Degrees of freedom were calculated using the Kenward-Roger option. Normality of the
residuals were evaluated using the Shapiro-Wilk statistic and normal probability plots
with the UNIVARIATE procedure. The contrasts evaluated were: CTL vs PHP, and BIC
vs PHP. Significance was declared at P < 0.05 and tendencies at P < 0.10.

Data obtained before the acidosis challenge (d 14 to 17) generated a mean value
per cow and were analyzed with Model 1: random effect of cow (1 to 15), fixed effect of
period (1 to 3), and fixed effect of treatment (CTL, PHP, BIC).

Data obtained during the acidosis challenge (d 18 to 21) were analyzed with a

repeated measures approach with Model 2: random effect of cow (1 to 15), fixed effect
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of period (1 to 3), fixed effect of treatment (CTL, PHP, BIC), fixed effect of day (18, 19,
20, 21), and the interaction between treatment and day. The interaction between cow,
period, and treatment was the error term for the treatment effect. The best covariance
structure was defined by the Bayesian information criterion among first order
autoregressive, compound symmetry, and unstructured. Treatment means on each day of

acidosis challenge were compared with the slice option.

Results and Discussion
Diets

Treatment diets had similar concentration in DM of forages, whole cottonseeds,
and protein concentrates (Table 1). As planned, during the induction of ruminal acidosis
ensiled corn grain totally replaced citrus pulp in the diet, increasing starch concentration
from 22.6 to 31.6% of DM and reducing non-starch

NFC from 12.8 to 5.6% of DM, on average, without inducing major changes in
NDF and NFC concentrations in the diet. In diet PHP, Mg concentration was 0.45% of
DM, and in BIC Na was 0.35% of DM, based on an animal response expectation
(NASEM, 2021). Concentrations of Mg and Na in the other diets were 0.20 and 0.12% of
DM, respectively. The replacement of citrus pulp with corn during the induction of
acidosis reduced the concentrations of Ca and K and increased P, reducing diet DCAD.
The estimated diet DCAD varied depending on the equation used for calculation. Based
on the DCAD equation of Ender et al. (1962), using Na, K, Cl, and S (DCAD 1), treatment
BIC had higher DCAD (+ 225 mEg/kg DM) than CTL and PHP (+ 120 mEqg/kg DM).
When the equation of Goff (2000) based on all 7 macrominerals was used (DCAD 2),
DCAD was (mEg/kg DM): + 104 for CTL, + 137 for PHP, and + 212 for BIC before
acidosis, and + 56 for CTL, + 81 for PHP, and + 163 for BIC during acidosis. Based on
DCAD, diet BIC would be the most capable of increasing milk and fat yield, DMI, rumen
pH, and fiber digestibility (Iwaniuk and Erdman, 2015).

Reticulo-rumen pH

The abrupt increase in rapidly fermentable starch in the diet following feed
restriction at night was effective (P < 0.05) in reducing blood pH (7.401 vs 7.412) and
buffering capacity of late lactation dairy cows (Table 2). The increase in dietary starch
reduced (P <0.01) the ruminal acetate to propionate ratio evaluated 3.5 d after diet change
(2.7 vs 3.8), independently of treatment (Table 2). Feed restriction on d 17 reduced daily
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DMI to 64.4% and increased DMI during the first day on the high starch diet (d 18) by
7.2% of the mean DMI before acidosis (Figure 1). Reticular pH measured at 10-min
intervals had circadian rhythm typical of dairy cattle fed on TMR (Pereira and
Armentano, 2000) and minimum pH occurred around 10 to 12 h post-morning feeding in
all treatments (Figures 2 and 3). The day of induction of acidosis affected fluid pH (Table
3) and pH nadir was lower on d 18 than on d 19 to 21 (Figure 3). There were tendencies
(P < 0.09) for cows fed PHP to have higher minimum pH than CTL, both before and
during acidosis (Table 3). During the induction of ruminal acidosis, PHP also tended (P
< 0.08) to increase mean pH and the duration of pH < 6.2 and increased (P = 0.03)
minimum pH relative to BIC. Daily DMI of cows fed PHP did not differ (P > 0.15) from
CTL and BIC before (Table 4) and during (Table 5) acidosis. This data is suggestive that
the neutralizing capacity of the PHP diet was higher than BIC, as was planned
experimentally, and in agreement with other in vivo observation of rumen pH of dairy
cows fed the same treatments of this experiment and also subjected to ruminal acidosis
(Bach et al., 2018). Bach et al. (2022) observed that pHix-Up at 0.25% of diet DM was
more effective in maintaining rumen pH and DMI when forage was reduced in the diet of
dairy cows than Na bicarbonate at 0.82% of DM.
Feces

Fecal pH was reduced (P < 0.01) during acidosis (Table 2), probably reflecting
the increase in the flow of fermentable starch for intestinal fermentation (Neubauer et al.,
2020). Fecal ash content was highest on PHP and, relative to CTL, cows fed PHP had (P
= 0.03) feces with lower viscosity and with a tendency (P = 0.09) for lower DM
concentration. Lowered fecal DM concentration has been reported for cows fed
neutralizing agents, particularly MgO (Erdman et al., 1982). Cows fed PHP had higher
(P <0.01) fecal pH than BIC and CTL, before and during acidosis, supporting the concept
that MgO can increase the pH of the digesta throughout the entire digestive tract (Erdman
et al., 1980, 1982; Christiansen and Webb, 1990). Schaefer et al. (1982) observed that
heifers supplemented with 50 or 100 g/d of MgO had decreased fecal consistency and
increased fecal pH than non-supplemented heifers. A better control of intestinal acidity
with MgO can be potentially favorable to intestinal integrity and animal health
(Aschenbach et al., 2019), although it has not been thoroughly evaluated.

Lactation performance and milk fat
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Treatment diets had no effect (P > 0.21) on DMI (22.6 kg/d), milk yield (27.5
kg/d), and feed efficiency before the induction of ruminal acidosis (Table 4). However,
there was a tendency (P < 0.10) for cows fed PHP to have higher milk fat concentration
(3.81%) than CTL (3.63%) and BIC (3.65%). The increase in milk fat induced by PHP
was associated to increased (P < 0.05) secretions of monounsaturated, unsaturated, and
oleic fatty acids in milk relative to BIC (Table 6). Tendencies (P < 0.10) were also
detected for PHP to increase the concentrations in milk fat of these same unsaturated fatty
acids and to reduce saturated fatty acids relative to CTL and BIC (Table 6). Although a
reduction in ruminal lipid biohydrogenation intermediates, as the result of increased
rumen pH, could increase De novo fatty acid synthesis in the mammary gland and milk
fat content (Kalscheur et al., 1997; Razzaghi et al., 2022), this mode of action could not
be supported by the milk fatty acid secretion and profile in our experiment (Tables 6 and
7). A possible mode of action for the increase in milk fat of cows fed PHP may have
involved the ruminal formation of Mg salts of unsaturated fatty acids at high fluid pH
(Sukhija and Palmquist, 1990), capable of increasing the flow of unsaturated fatty acids
for intestinal absorption (Jenkins and Palmquist, 1984). Interestingly, PHP was not
effective in increasing milk fat and did not induce changes in milk fatty acids during the
induction of acidosis (Tables 5 and 7), possibly due a reduction in ruminal soap formation
at low fluid pH (Sukhija and Palmquist, 1990). Unsaturated fatty acids have higher
digestibility than saturated fatty acids (Boerman et al., 2015; NASEM, 2021). Cows fed
PHP had a tendency (P = 0.10) to have higher ether extract digestibility than cows fed
CTL (92.8 vs 91.5% of intake) (Table 8). Unsaturated fatty acids can also increase the
solubility of saturated fatty acids by facilitating their transfer to the micelles (Freeman,
1969) and their uptake and re-esterification by the enterocytes (Ockner et al., 1972),
probably explaining the tendency (P = 0.08) for the increase in the concentration of stearic
acid in milk fat of cows fed PHP relative to CTL (Tables 6 and 7). Since lipid intestinal
digestibility may be reduced at high lipid intake (Palmquist, 1991), the evaluation of MgO
supplementation to diets with high lipid content may deserve further evaluation as a
strategy to increase fatty acid digestibility and milk fat secretion.

Digestibility and rumen fermentation

The absence of treatment effects on the total-tract digestibility of NDF (Table 8),
in spite of the positive effect of PHP on reticular pH, suggests that the positive effect of
PHP on milk fat was not driven by increased fiber digestibility. Treatments also had no
effect (P > 0.11) on rumen VFA profile (Table 2), except for a tendency (P = 0.08) for
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greater isobutyrate molar proportion with PHP than CTL, probably as a result of increased
valine deamination to the branched chain VFA (Apajalahti et al., 2019) at high fluid pH
(Lanaet al., 1998). However, there is no consensus in the literature for the effect of rumen
neutralizers on ruminal branched chain VFA (Arambel et al., 1988; Qiu et al., 2004;
Razzaghi et al., 2021).

A decrease in the molar proportion of propionate (Razzaghi et al., 2021), and
increases in acetate (Erdman et al., 1982) and in the acetate to propionate ratio would be
expected outcomes of MgO supplementation. Differences among experiments on rumen
fermentation profile in response to rumen neutralizers may be explained by the variation
among experiments in the amount and type of starch supplementation (Harrison et al.,
1975; Erdman et al., 1982; Ewing et al., 1986; Christiansen and Webb, 1990; Allen,
1997). Treatment diets had no effect on plasma D-lactate concentration before and during
acidosis (Table 3). In our experiment, rumen neutralizers had minor effect on reticulo-
rumen VFA profile.

Rumen microbial yield and milk protein

Sodium bicarbonate increased rumen microbial yield and efficiency relative to
PHP (P < 0.01) and no difference (P = 0.90) was detected between PHP and CTL (Table
8). Cows fed BIC also excreted more urine (20.9 L/d) than cows fed PHP (16.9 L/d) and
there was a tendency for PHP to increase urine excretion relative to CTL (15.5 L/d). Both
rumen neutralizers increased urination and the increases relative to CTL were + 9% for
PHP and + 34.8% for BIC. Although free water intake was not evaluated, the increase in
urine excretion suggests that cows fed neutralizing agents consumed more water (Khelil-
Arfaetal., 2014). Erdman et al. (1982) also reported increased urine volume when dairy
cows were fed Na bicarbonate at 1% of DM and MgO at 0.8 % of DM. The increase in
urine excretion suggests that cows fed BIC had greater environment and manure
management impact than PHP and CTL.

Increased water intake might have increased the rumen fluid phase turnover rate
(Russel and Chow, 1993) and increased the efficiency of rumen microbial synthesis
(Harrison et al., 1975) of cows fed BIC. The daily excretion of fresh feces did not differ
(P > 0.30) by treatment (Table 8). The increase in rumen microbial yield of cows fed BIC
did not affect diet digestibility (Table 8). There was no evidence of a negative effect of a
plausibly faster fluid phase fractional passage rate of cows fed BIC on the digestibilities
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of OM, starch, or NDF. Milk urea-N (Tables 4 and 5) and the intake of energy, evaluated
as DOMI (Table 8), did not differ (P > 0.20) by treatment.

During the induction of ruminal acidosis, cows fed BIC tended (P = 0.07) to have
higher daily yields of protein and casein than cows fed PHP, and PHP did not differ (P >
0.23) from CTL (Table 5). The positive effect of BIC on rumen microbial yield (Table 8)
may explain the positive effect of BIC on milk protein secretion during acidosis. A faster
ruminal passage rate could also increase the proportion of consumed starch digested post-
ruminally and the flow of absorbable glucose, potentially increasing milk protein
secretion (McCarthy et al., 1989). Interestingly is the occurrence of a positive response
in milk protein secretion to BIC only when the high starch diet was fed, suggesting that
greater rumen microbial yield increased milk protein secretion only when energy from
starch was added to the diet.

Although there was no effect of the contrasts evaluated (P > 0.15) on DMI during
acidosis (Table 5), DMI was + 1.6 kg/d higher for cows fed BIC than CTL (P = 0.02).
The DMI of cows fed PHP was numerically intermediate to CTL and BIC, and did not
differ statistically. Cows fed BIC apparently did not drop DMI on d 19 as did cows on
CTL and PHP, and at d 21 the DMI of PHP and BIC were similar, and both were higher
than CTL (Figure 1). In some reports, MgO supplementation had no effect on DMI and
milk yield of dairy cows (Erdman et al., 1980, 1982; Arambel et al., 1988; Razzaghi et
al., 2022), but greater milk yield at the same DMI has been observed (Razzaghi et al.,
2021). The interaction between diet composition and rumen neutralizer supplementation
has been described for a long time (Erdman 1988; Hu and Murphy, 2005). On a high
starch diet, the positive effect on DMI of dairy cows of Na bicarbonate supplementation
was proportionally larger than on high fiber diets, and the positive effect of Na
bicarbonate on DMI was detected with 1 d of supplementation (Pereira et al., 1999),
suggesting a systemic fast-acting mechanism. The effect of treatments on DMI during
acidosis numerically followed the DCAD 2 value of the diets (Goff, 2000), suggesting
that this equation would be more adequate than the Ender et al. (1962) equation based
only on Na, K, ClI, and S to predict the effect of ions on DMI.

Blood minerals

Cows fed PHP had higher (P < 0.01) Mg concentration in blood serum 16 d from

the start of the supplementation than cows fed CTL and BIC (Table 9), demonstrating the

capacity of MgO to supply absorbable cations. Blood Mg concentration was at acceptable
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levels in all treatments (> 2.39 mg/dL), assuming the recommended concentration of 1.9
to 2.4 mg/dL for dairy cows (Goff, 2018). Diets CTL and BIC with 0.2% Mg in DM were
apparently adequate to meet the animal requirement, based on blood serum concentration.
Treatment PHP induced a + 8.3% increase in serum Mg concentration relative to the mean
of CTL and BIC. There was no evidence for a favorable effect of the increase in serum
Mg concentration on blood Ca of these late lactation Holsteins (Table 9).

Differently from Mg, the tendency (P = 0.08) of increase in blood Na induced by
BIC was of much lower magnitude (+ 0,5% relative to PHP) (Table 9). Blood serum Na
concentration was apparently more subjected to short-term control than blood Mg
concentration. Blood Na concentration has urine excretion as a major regulator (Kilmer
et al., 1981; Hu and Murphy, 2004; Perez-Ruchel et al., 2014). Blood Na normally does
not change when Na bicarbonate is supplemented to dairy cows (Emery et al., 1964;
Erdman et al., 1980; Kilmer et al., 1981). In the meta-analysis of Hu and Murphy (2004),
diet Na concentration did not affect blood Na, which ranged from 123.75 to 161.50 mEg/L
(mean of 140.75 mEqg/L), similar to our mean value of 138.44 mEg/L (Table 9).
Blood acid-base balance

Cows fed PHP had higher (P = 0.03) pCO. and tended (P < 0.09) to have greater
HCOs" and base excess than CTL (Table 2), denoting more blood buffering capacity, and
did not differ from BIC. Blood pH was tightly regulated and was not affected by
treatment. Xin et al. (1989) showed that only very reactive MgO sources increased pCO>
of dairy cows, reflecting blood HCO3™ concentration (Jones, 2010). According to Goff
(2018), any ion reaching the blood may alter blood acid-base balance, the bioavailability
of Mg in MgO sources may need to be considered on diet DCAD calculations. Blood
buffering capacity of pHix-Up at 0.5% of DM was similar to Na bicarbonate at 1% of
DM.
Eating and rumination

The effect of rumen neutralizers on meal behavior before (Table 10) and during
(Table 11) acidosis was minor. There were tendencies (P < 0.10) for cows fed PHP to
have lower meal time per d than cows fed CTL, both before and during acidosis, with no
difference (P > 0.16) from BIC. During acidosis cows fed PHP also tended (P = 0.10) to
have lower daily eating time than CTL and tended (P = 0.08) to have shorter duration of

the first daily meal than BIC. Meal frequency, size, and duration did not differ by
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treatment. Sodium bicarbonate and MgO supplementation had no effect on meal size and
frequency of cows subjected to ruminal acidosis (Bach et al., 2018), similar to our results.

Rumination time per d tended (P = 0.06) to be reduced and total chewing time
was reduced (P = 0.01) on cows fed PHP relative to CTL, and did not differ (P > 0.18)
from BIC (Table 10). The ratio of rumination time to rumen pH also tended (P = 0.06) to
be lower for PHP than CTL, and did not differ from BIC (P = 0.50), suggesting that rumen
neutralizers induced a reduction in rumination time per unit of pH, independently of NDF
digestibility (Table 8). During acidosis, rumination time per DMI also tended (P = 0.08)
to be lower on PHP than CTL and did not differ (P = 0.64) from BIC.

The proportion of intake during the day was affected by treatment diets both
before (Table 10) and during (Table 11) acidosis. Before acidosis, cows fed PHP tended
(P =0.10) to have lower proportion of daily intake at night than CTL and during acidosis
PHP induced (P < 0.03) lower proportion of daily intake at night than CTL and BIC.
Cows fed PHP during acidosis also tended (P = 0.06) to consume a greater proportion of
daily intake in the morning than CTL and consumed (P < 0.01) a greater proportion of
daily intake in the afternoon than BIC. The difference among periods of the day in the
proportion of daily intake was smallest for CTL and both rumen neutralizers were
associated with greater proportion of intake in the morning and less at night.

Before acidosis, there was no treatment effect (P > 0.12) on particle size sorting
behavior in any of the 3 periods of the day (Table 10). However, treatments affect particle
size sorting during acidosis (Table 11). During acidosis, cows fed PHP refused (93%)
particles > 19 mm and cows fed CTL selected in favor (105%) of long particles in the
morning (P = 0.03), suggesting that the larger proportion of intake in the morning with
PHP may have been associated with smaller particle size of the consumed diet than CTL,
at least in the morning. There was no treatment effect (P > 0.18) on particle size sorting
behavior in the afternoon and night. Cows with propensity to ruminal acidosis selected
more in favor of long particles and against short particles when exposed to an acidosis
challenge (DeVries et al., 2008). The refusal of long particles may be related to the lower
rumination of cows fed PHP.

Effect of acidosis over time

Figures 1, 5, 6 and 7 show the effect of day relative to the acidosis induction
protocol on selected variables. The reduction in feed intake overnight on d 17 (Figure 1)

reduced BW after morning milking and ECM in d 18 only (Figure 5). The effect of day
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of acidosis was significant (P < 0.01) for all milk solid components concentration and
daily yield, except (P = 0.54) for milk protein concentration (Table 5). There were no
interactions between treatment and day of acidosis (P > 0.13) for variables describing
lactation performance.

Eating and rumination behaviors were affected by day of acidosis (Table 11).
During the first day of feeding the high starch diet following overnight feed restriction (d
18), cows had longer first meal duration, meal time, and eating time, associated to less
rumination per d and per DMI (Figure 6), and greater proportion of daily intake in the
morning and reduced proportion at night (Figure 7) than on d 19 and 20, explaining the
lowest pH during d 18 (Figure 3). Ruminations were restored to normal levels on d 19,
but meal frequency was increased and meal size was reduced only on d 20. Selection in
favor of long feed particles (> 19 mm) and against short particles (< 8 mm) occurred
before acidosis and during d 20. Although experimental induction of acidosis have
induced preferential consumption of long feed particles (DeVries et al., 2008; Maulfair et
al., 2013),de cows apparently took more than 2 d to change eating behavior in favor of
more frequent, shorter, and smaller meals and selection in favor of long particles and
against short particles in response to the induction of ruminal acidosis in our experiment.
The increase in rumination during acidosis occurred 1 d before changes could be observed
in meal behavior and sorting for long particles.

Serum haptoglobin concentration, before the acidosis challenge, was greater for
PHP in comparison with CTL (1.03 vs. 1.44 mg/dL, P = 0.04) (Figure 4). During the
acidosis there was not an effect of the day relative to acidosis on serum haptoglobin
concentration, moreover, there was not a treatment effect. Different from our study,
magnesium oxide supplementation at increasing doses (0.25, 0.5, 0.75% of DM) tended
to decrease linearly the plasma haptoglobin concentration (Colombo et al., 2022).

Conclusions
Greater milk fat concentration and secretion of unsaturated fatty acids in cows fed
PHP in late lactation was associated to increased total tract lipid digestibility and rumen
pH, suggestive of a positive effect of MgO on fatty acid availability to the mammary
gland. Rumen neutralizers increased blood buffering capacity during acidosis and PHP at
0.5% of DM induced higher rumen pH than Na bicarbonate at 1% of DM.
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Tables and Figures
Table 1. Ingredient and nutrient composition and particle size distribution of experimental diets before! and during?
the acidosis challenge

Before During
Item CTL® PHP BIC CTL PHP BIC
Ingredients, % of DM
Corn silage 36.5 36.6 36.7 36.6 36.6 36.7
Alfalfa haylage 9.3 9.3 9.3 94 94 9.4
Whole cottonseeds 11.6 115 115 11.6 11.6 11.6
Rehydrated and ensiled corn grain 14.5 14.5 145 27.5 26.9 26.4
Citrus pulp 13.3 12.8 12.2
Soybean meal 11.0 11.0 11.0 111 111 11.1
Distillers dried grains* 2.2 2.2 2.2 2.2 2.2 2.2
Sodium bicarbonate 1.0 1.0
pHix-Up 0.5 0.5
Minerals and vitamins® 15 15 1.5 1.5 1.5 1.5
Nutrients. % of DM
CP 17.1 17.0 17.0 17.3 17.3 17.3
NDF 36.2 36.1 36.3 34.8 34.8 35.0
Ether extract 4.2 4.2 4.2 4.5 4.4 4.4
Ash 6.8 7.3 7.4 6.1 6.6 6.8
NFC® 35.7 35.4 35.1 37.3 36.9 36.6
Starch 22.7 22.6 22.5 32.1 31.6 31.1
Non-starch NFC 13.0 12.8 12.6 6.1 5.3 5.5
Ca 0.86 0.86 0.80 0.62 0.62 0.57
P 0.42 0.42 0.40 0.44 0.44 0.42
Mg 0.20 0.45 0.20 0.20 0.45 0.20
K 1.17 1.17 1.17 1.09 1.09 1.09
S 0.20 0.20 0.19 0.20 0.20 0.20
Cl 0.34 0.35 0.32 0.34 0.35 0.32
Na 0.12 0.13 0.35 0.12 0.12 0.35
DCAD 1, " mEqg/kg DM 131 133 239 111 105 212
DCAD 2, " mEg/kg DM 104 137 212 56 81 163
DM, % of as-fed 46.2 46.4 45.9 44.5 44.6 445
Particle distribution,® % of as-fed
> 19 mm 27.3+28 286+27 295+26 254+37 254+39 25.6+3.3
8-19mm 36.7+27 366+15 357+18 382+22 384+25 381%+26
<8 mm 36.0+09 348+14 348+0.9 36.4+27 362+21 36421

1D 14 to 17 of period.

2D 18 to 21 of period.

SCTL = Control; PHP = pHix-Up; BIC = Sodium bicarbonate.

“FlexyPro.

521.8% Ca, 8.0% P, 6.2% Na, 1.5% Mg, 1.0% S, 44 mg/kg Co, 580 mg/kg Cu, 1,449 mg/kg Mn, 3,448 mg/kg Zn, 25 mg/kg
Se, 58 mg/kg I, 290 KIU/kg vitamin A, 64 KlU/kg vitamin D, 1,800 I1U/kg vitamin E.

®NFC = 100 — (CP + NDF + ether extract + ash).

'DCAD 1 = (Na/23 + K/39.1) - (CI/35.5 + S/32.1 x 2) (Ender et al., 1962)

DCAD 2 = (Na/23 + K/39.1 + 0.15 x Ca/40 x 2 + 0.15 x Mg/24 x 2) - (CI/35.5 + 0.25 x S/32.1x 2 + 0.50 x P/31 x 3) (Goff,
2000)

8Penn State Particle Separator. Mean + SD of 9 samples/treatment before the acidosis challenge and 27 samples/treatment
during the acidosis challenge.
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Table 2. Ruminal volatile fatty acids (VFA) molar proportions, protozoa concentration, jugular blood acid-base balance, and fecal variables before! and during?the

acidosis challenge

Before During P-value
CcTL3 PHP BIC CTL PHP BIC SEM Day TreatxDay CTL vs. PHP BIC vs. PHP
Rumen
% of total VFA
Acetate 67.9 68.2 67.9 61.0 61.7 61.9 0.73 <0.01 0.87 0.38 0.95
Propionate 18.6 18.0 18.2 25.5 24.5 23.6 0.85 <0.01 0.73 0.48 0.78
Butyrate 9.8 10.1 10.0 9.2 9.3 10.0 0.38 0.17 0.62 0.65 0.56
Isobutyrate 0.82 0.85 0.82 0.92 0.98 0.93 0.024 <0.01 0.84 0.08 0.11
Isovalerate 1.59 1.59 1.59 1.87 2.05 1.88 0.063 <0.01 0.40 0.16 0.18
Valerate 1.28 1.22 1.22 1.57 1.49 1.44 0.037 <0.01 0.67 0.16 0.50
Acetate/Propionate 3.71 3.83 3.76 2.61 2.72 2.82 0.146 <0.01 0.81 0.28 0.90
Protozoa, x 10°/mL 2.67 3.14 2.61 1.88 1.79 2.13 0.219 <0.01 0.38 0.52 0.76
Blood
pCO2, mmHg 41.7 43.7 42.9 40.4 41.1 41.5 0.56 0.01 0.69 0.03 0.78
pO2, mm Hg 41.5 38.2 49.8 43.6 41.8 42.2 3.00 0.86 0.36 0.54 0.16
pH 7413 7.409 7.415 7.399 7.402 7.402 0.0050 0.05 0.86 0.90 0.62
HCO3, mM 26.0 27.0 26.9 24.4 25.0 25.2 0.36 <0.01 0.91 0.09 0.89
Total CO2, mM 27.3 28.3 28.2 25.7 26.3 26.5 0.37 <0.01 0.88 0.08 0.92
Base excess, mM 1.3 2.0 2.1 -0.3 0.2 0.4 0.37 <0.01 0.97 0.17 0.83
SatO2,* % 76.7 72.2 76.0 76.0 76.3 76.0 1.93 0.52 0.50 0.24 0.35
Feces
Viscosity, cP 100° 1356 1142 13.66 17.28 1241 14.73 1.163 0.17 0.66 0.03 0.15
DM, % of fresh 12.00 1124 11.34 12.07 1166 12.05 0.321 0.06 0.47 0.09 0.47
Ash, % of DM 1435 1544 13.66 13.33 13.69 11.86 0.448 <0.01 0.66 0.06 <0.01
pH 7.70 8.15 7.74 7.29 7.77 7.40 0.037 <0.01 0.83 <0.01 <0.01

'Rumen and blood = d 17 of period. Feces = d 14 to 16 of period.

2Rumen = d 21 of period. Blood = d 18 of period. Feces = d 20 of period.

3CTL = Control; PHP = pHix-Up; BIC = Sodium bicarbonate.

*Oxygen saturation, % of oxygen based on total hemoglobin saturation capacity.
SViscosity measured in centiPoise at 100 rotations/min.
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Table 3. Rumen pH and plasma D-lactate concentration before! and during? the acidosis challenge

Treatments P-value

CTL® PHP BIC SEM Day TreatxDay CTLvs.PHP BIC vs. PHP

Before
Mean pH 6.29 6.29 6.30 0.047 0.84 0.55
Minimum pH 582 590 587 0.055 0.07 0.55
Maximum pH 6.69 6.69 6.73 0.060 0.96 0.24
pH range 0.88 080 0.86 0.048 0.17 0.29
pH < 6.2, min/d 549 522 500 8338 0.61 0.68
pH < 5.8, min/d 34 45 49 16.6 0.56 0.84
D-lactate, mM 0.394 0.385 0.332 0.0414 0.80 0.24

During
Mean pH 6.27 6.29 6.24 0.049 <0.01 0.68 0.41 0.08
Minimum pH 575 584 572 0.050 <0.01 0.74 0.09 0.03
Maximum pH 6.77 6.76 6.74 0.056 <0.01 0.98 0.62 0.66
pH range 1.02 092 102 0.045 <0.01 0.87 0.08 0.08
pH < 6.2, min/d 609 555 653 781 <0.01 0.85 0.30 0.07
pH < 5.8, min/d 90 69 117 317 <0.01 0.55 0.59 0.22
D-lactate, mM 0.318 0.328 0.339 0.0222 0.04 0.26 0.27 0.99

'Rumen pH = mean of d 14 to 16 of period. Plasma D-lactate = d 17 of period.
ZRumen pH = d 18 to 21 of period. Plasma D-lactate = d 18 and 19 of period.
3CTL = Control; PHP = pHix-Up; BIC = Sodium bicarbonate.



Table 4. Intake, lactation performance, MUN, feed efficiencies, BCS and BW before! the acidosis challenge
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Treatments P-value
CTL? PHP BIC SEM CTL vs. PHP BIC vs. PHP
kg/d
DMI 22.9 22.3 22.6 0.75 0.21 0.51
Milk 28.0 27.4 27.0 1.09 0.28 0.59
ECM 27.7 27.7 26.9 0.93 0.98 0.27
Fat 1.010 1.031 0.984 0.0387 0.51 0.15
Protein 0.942 0.908 0.915 0.0305 0.11 0.73
Casein 0.737 0.709 0.715 0.0258 0.11 0.73
Lactose 1.242 1.203 1.195 0.0540 0.22 0.82
Total solids 3.455 3.396 3.346 0.1200 0.46 0.55
% of milk
Fat 3.63 3.81 3.65 0.118 0.06 0.10
Protein 3.37 3.36 3.40 0.070 0.90 0.19
Casein 2.63 2.62 2.66 0.060 0.81 0.18
Lactose 4.41 4.41 4.41 0.043 0.77 0.84
Total solids 12.34 12.52 12.40 0.177 0.12 0.33
MUN, mg/dL 10.94 11.53 10.98 0.613 0.20 0.24
Milk/DMI 1.23 1.23 1.20 0.047 0.96 0.37
ECM/DMI 1.22 1.24 1.20 0.034 0.45 0.21
BCS, 1-5 2.91 2.92 2.95 0.054 0.77 0.28
BW, kg 644 646 648 16.1 0.54 0.73

!DMI = d 14 to 16 of period. Milk yield = d 14 to 17 of period. Milk components = d 15 to 17 of period. BCS = d 21 of

period. BW =d 16 and 17 of period.
2CTL = Control; PHP = pHix-Up; BIC = Sodium bicarbonate.



Table 5. Intake, lactation performance, MUN, feed efficiencies, and BW during’ the acidosis challenge
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Treatments P-value
CTL? PHP BIC SEM Day TreatxDay CTL vs. PHP BIC vs. PHP
kg/d
DMI 22.1 22.8 23.7 0.76 <0.01 0.20 0.27 0.15
Milk 26.3 26.1 26.4 0.96 <0.01 0.47 0.81 0.61
ECM 26.2 26.0 26.5 0.85 <0.01 0.46 0.78 0.37
Fat 0.968 0.967 0.982 0.0380 <0.01 0.24 0.96 0.58
Protein 0.867 0.854 0.879 0.0229 <0.01 0.45 0.43 0.15
Casein 0.676 0.668 0.690 0.0200 <0.01 0.27 0.59 0.17
Lactose 1.154 1.151 1.175 0.0462 <0.01 0.52 0.94 0.43
Total solids 3.233 3.214 3.284 0.1030 <0.01 0.58 0.79 0.35
% of milk
Fat 3.67 3.72 3.71 0.112 <0.01 0.23 0.54 0.98
Protein 3.34 3.30 3.36 0.073 0.54 0.28 0.23 0.07
Casein 2.60 2.58 2.63 0.063 <0.01 0.13 0.56 0.07
Lactose 441 441 4.44 0.044 <0.01 0.51 0.87 0.20
Total solids 12.39 12.37 12.43 0.170 <0.01 0.55 0.78 0.44
MUN, mg/dL 11.70 1141 10.92 0.703 <0.01 0.95 0.61 0.39
Milk/DMI 1.21 1.17 1.13 0.044 <0.01 0.99 0.24 0.36
ECM/DMI 1.20 1.16 1.14 0.037 <0.01 0.47 0.37 0.75
BW, kg 636 640 640 15.9 <0.01 0.37 0.21 0.91

1D 18 to 21 of period.

2CTL = Control; PHP = pHix-Up; BIC = Sodium bicarbonate.



Table 6. Milk fatty acids before the acidosis challenge
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Treatments P-value
CTL? PHP BIC SEM CTLvs.PHP  BIC vs. PHP
g/d
Preformed?® 443.5 454.3 430.7 14.88 0.49 0.14
Mixed* 414.5 425.3 409.7 17.86 0.46 0.30
De novo® 248.5 254.8 239.6 12.12 0.53 0.15
Monounsaturated 243.8 255.8 234.4 9.65 0.24 0.05
Polyunsaturated 16.0 16.4 16.0 1.95 0.79 0.77
Saturated 780.1 795.7 757.4 32.77 0.56 0.17
Unsaturated 261.1 275.5 251.4 11.36 0.22 0.05
Stearic 114.3 121.1 113.1 4.62 0.17 0.12
Oleic 179.5 189.7 172.2 7.71 0.20 0.04
0/100 g fatty acids
Preformed 40.27 40.19 40.03 0.493 0.70 0.49
Mixed 37.39 37.49 37.78 0.396 0.65 0.17
De novo 22.33 22.33 22.18 0.506 0.98 0.61
Monounsaturated 23.38 24.03 23.33 0.703 0.08 0.07
Polyunsaturated 1.46 1.51 1.55 0.171 0.66 0.72
Saturated 75.04 74.15 74.95 0.798 0.06 0.10
Unsaturated 24.96 25.85 25.05 0.798 0.06 0.10
Stearic 10.99 11.35 11.20 0.269 0.08 0.46
Oleic 17.27 17.87 17.23 0.689 0.08 0.07

!Mean value of d 15 to 17 of period.

2CTL = Control; PHP = pHix-Up; BIC = Sodium bicarbonate.

SFatty acids > 18 carbons.
“Fatty acids with 16 or 17 carbons.
SFatty acids with 4 to 15 carbons.



Table 7 Milk fatty acids during? the acidosis challenge
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Treatments P-value
CTL? PHP BIC SEM Day TreatxDay CTLvs.PHP BICvs. PHP
g/d
Preformed? 429.8 4312 4344 13.67 <0.01 0.56 0.92 0.81
Mixed* 401.3 4028 4116 1794 <0.01 0.74 0.91 0.51
De novo® 2404 2328 2411 1164 <0.01 0.87 0.38 0.34
Monounsaturated  240.2 2416 2412 7.97 0.57 0.61 0.86 0.96
Polyunsaturated 159 158 176 189 0.12 0.99 0.89 0.15
Saturated 746.0 739.4 756.4 3229 <0.01 0.75 0.77 0.47
Unsaturated 256.4 259.0 259.1 932 0.52 0.60 0.76 0.99
Stearic 111.0 1133 1142 410 <0.01 0.51 0.60 0.83
Oleic 1784 1795 176.7 6.62 <0.01 0.69 0.87 0.67
9/100 g fatty acids
Preformed 40.53 4051 40.17 0504 <0.01 0.54 0.91 0.16
Mixed 37.35 37.73 37.71 0.385 <0.01 0.78 0.18 0.95
Denovo 2213 21.78 2210 0.482 <0.01 0.45 0.26 0.32
Monounsaturated  24.29 2436 2397 0.772 <0.01 0.80 0.85 0.32
Polyunsaturated 148 157 172 0174 <0.01 0.91 0.47 0.21
Saturated 7419 73.92 7425 0.847 <0.01 0.71 0.50 0.42
Unsaturated 25.81 26.08 25.75 0.847 <0.01 0.71 0.50 0.42
Stearic 11.25 1141 1125 0.293 <0.01 0.08 0.62 0.64
Oleic 18.17 18.12 17.67 0.747 <0.01 0.77 0.88 0.22

1D 18 to 21 of period.

2CTL = Control; PHP = pHix-Up; BIC = Sodium bicarbonate.

3Fatty acids > 18 carbons.
“Fatty acids with 16 or 17 carbons.
SFatty acids with 4 to 15 carbons.
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Table 8. Total-tract apparent digestibility, digestible OM intake (DOMI), ECM over DOMI; urinary allantoin excretion (Alla), Alla over DOMI, daily urine and

fresh fecal excretion before! the acidosis challenge

Treatments P-value
CTL? PHP BIC SEM CTL vs. PHP BIC vs. PHP

Digestibility, % of intake

DM 70.85 71.42 72.09 1.046 0.63 0.57

oM 73.24 73.91 73.98 0.959 0.53 0.95

NDF 52.81 53.95 54.18 1.768 0.57 0.91

Non-NDF OM 86.18 86.62 86.64 0.576 0.52 0.98

Starch 97.44 97.87 97.56 0.268 0.26 0.43

Ether extract 91.51 92.81 92.02 0.587 0.10 0.34
DOMI, kg/d 155 15.2 15.5 0.48 0.57 0.58
ECM/DOMI 1.79 1.82 1.75 0.060 0.62 0.34
Alla, mmol/d 398 395 458 17.9 0.90 <0.01
Alla/DOMI, mmol/kg 26.1 26.1 29.7 1.18 0.99 0.02
Urine, L/d 15.5 16.9 20.9 0.94 0.06 <0.01
Feces, kg/d 55.3 57.3 55.6 2.89 0.30 0.38

1D 14 to 16 of period

2CTL = Control; PHP = pHix-Up; BIC = Sodium bicarbonate.
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Table 9. Calcium, magnesium and sodium in blood serum before! the acidosis challenge

Treatments P-value
CTL? PHP BIC SEM CTL vs. PHP BIC vs. PHP
Ca, mg/dL 9.32 9.27 9.38 0.085 0.55 0.21
Mg, mg/dL 2.39 2.60 241 0.047 <0.01 <0.01
Na, mEq/L 138.53 138.07 138.73 0.361 0.21 0.08

1D 16 of period.
2CTL = Control; PHP = pHix-Up; BIC = Sodium bicarbonate.
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Table 10. Chewing and meal behavior, proportion of daily intake during the day, and particle size sorting

behavior before! the acidosis challenge

Treatments P-value
CTL? PHP BIC SEM CTLvs.PHP BICvs. PHP
Meal behavior
Meal frequency, meals/d 9.6 8.9 9.5 0.48 0.20 0.25
Meal size, kg DM/meal 260 265 255 0.177 0.77 0.60
Meal duration, min/meal 447 451 435 3.09 0.91 0.63
Meal time, min/d 408 384 397 120 0.10 0.36
First meal duration, min/meal 755 778 76.0 570 0.91 0.87
Longest meal duration, min/meal 100.3 89.7 879 7.11 0.22 0.84
Longest meal size, kg DM/meal 548 525 495 0.353 0.61 0.50
Moment of longest meal,® min 265 267 291 719 0.98 0.79
Max meal interval, min 263 272 323 19.2 0.71 0.07
Moment of max meal interval,® min 1063 1122 1027 77.03 0.59 0.40
Chewing behavior
Eating, min/d 375 39 371 113 0.22 0.36
Rumination, min/d 489 460 472 149 0.06 0.44
Chewing,* min/d 864 818 843  18.7 0.01 0.18
Eating, min/kg DMI 162 159 161 0.71 0.68 0.78
Rumination, min/kg DMI 21.0 203 205 0.89 0.41 0.79
Chewing, min/kg DMI 372 362 366 141 0.41 0.72
Rumination/Rumen pH, min/d 78 73 75 24 0.06 0.50
% of daily intake
07:00-12:30 h 40.8 431 443 204 0.19 0.49
12:30-18:30 h 375 377 39 141 0.90 0.37
18:30-07:00 h 21.7 192 200 161 0.10 0.62
Sorting,® Observed/Predicted x 100%
07:00-12:30 h
> 19 mm 120 114 115 5.4 0.30 0.89
8-19 mm 91 96 93 2.3 0.14 0.33
<8 mm 94 93 94 2.8 0.83 0.71
12:30-18:30 h
> 19 mm 84 90 91 5.2 0.26 0.93
8-19 mm 103 100 101 2.4 0.12 0.57
<8 mm 107 107 106 2.7 0.99 0.73
18:30-07:00 h
> 19 mm 90 90 93 5.1 0.98 0.47
8-19 mm 103 101 102 2.0 0.32 0.67
<8 mm 106 110 107 3.3 0.12 0.38

D 16 of period.

2CTL = Control; PHP = pHix-Up; BIC = Sodium bicarbonate.

3Minutes relative to feeding at 07:00 h.
*Chewing = eating + rumination.

°Penn State Particle Separator. > 100 = preferential intake; < 100 = refusal; 100 = no sorting.
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Table 11. Chewing and meal behavior, proportion of daily intake during the day, and particle size sorting behavior during® the acidosis challenge

Treatments P-value
CTL? PHP BIC SEM Day Treat x Day CTL vs. PHP BIC vs. PHP

Meal behavior

Meal frequency, meals/d 9.3 9.1 9.5 0.26 <0.01 0.87 0.59 0.18

Meal size, kg DM/meal 2.53 2.56 2.59 0.106 <0.01 0.96 0.75 0.73

Meal duration, min/meal 43.2 41.1 41.2 1.88 <0.01 0.99 0.12 0.91

Meal time, min/d 386 366 381 13.5 <0.01 0.72 0.07 0.16

First meal duration, min/meal 71.0 67.1 75.5 5.69 <0.01 0.28 0.39 0.08

Longest meal duration, min/meal 98.1 87.9 92.1 6.55 <0.01 0.34 0.11 0.51

Longest meal size, kg DM/meal 5.30 5.31 5.38 0.332 <0.01 0.18 0.97 0.83

Moment of longest meal,® min 251 221 172 36.7 <0.01 0.50 0.56 0.36

Max meal interval, min 313 328 322 15.7 <0.01 0.67 0.45 0.77

Moment of max meal interval,® min 1074 1044 1010 20.1 0.06 0.18 0.28 0.25
Chewing behavior

Eating, min/d 353 336 349 12.9 <0.01 0.97 0.10 0.22

Rumination, min/d 454 438 453 12.1 <0.01 0.98 0.16 0.21

Chewing,* min/d 807 774 802 19.0 0.02 0.99 0.02 0.06

Eating, min/kg DMI 15.9 14.9 14.7 0.79 <0.01 0.20 0.17 0.79

Rumination, min/kg DMI 20.4 19.4 19.1 0.74 <0.01 0.36 0.08 0.64

Chewing, min/kg DMI 36.3 34.3 33.8 1.32 <0.01 0.10 0.07 0.60
Rumination/Rumen pH, min/d 73 70 73 2.0 <0.01 0.98 0.15 0.15
% of daily intake

07:00-12:30 h 41.7 44.3 45.5 1.53 <0.01 0.32 0.06 0.36

12:30-18:30 h 38.7 40.0 35.9 1.21 <0.01 0.02 0.26 <0.01

18:30-07:00 h 19.6 15.7 18.5 1.18 <0.01 0.73 <0.01 0.03
Sorting,> Observed/Predicted x 100%

07:00-12:30 h

> 19 mm 105 93 101 4.8 <0.01 0.49 0.03 0.14

8-19 mm 96 99 97 1.7 0.04 0.04 0.21 0.56
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<8 mm 98 101 100 1.9 <0.01 0.46 0.17 0.68
12:30-18:30 h

> 19 mm 93 92 89 3.9 0.07 0.12 0.83 0.46

8-19 mm 98 99 102 1.6 0.59 0.01 0.49 0.18

<8 mm 106 107 107 1.7 0.05 0.06 0.77 0.82
18:30-07:00 h

> 19 mm 97 97 93 4.9 <0.01 0.74 0.98 0.29

8-19 mm 97 97 98 1.8 0.01 0.67 0.84 0.68

<8 mm 108 114 111 3.9 0.13 0.57 0.22 0.46

1D 18 to 20 of period.

2CTL = Control; PHP = pHix-Up; BIC = Sodium bicarbonate.

3Minutes relative to feeding at 07:00 h.

*Chewing = eating + rumination.

SPenn State Particle Separator. > 100 = preferential intake; < 100 = refusal; 100 = no sorting.
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Figure 1. Dry matter intake (DMI) before the acidosis challenge (d 14 to 16), during feed restriction (d 17), and during
the acidosis challenge (d 18 to 21) on treatments Control (e), pHix-Up (#), and Sodium bicarbonate (). For DMI before

the acidosis challenge: CTL vs. PHP = 0.21. BIC vs. PHP = 0.51. For DMI during the acidosis challenge: P < 0.01 for
day; P = 0.20 for the interaction between treatment and day. CTL vs. PHP = 0.27. BIC vs. PHP = 0.15.
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Figure 2. Rumen pH before the acidosis challenge (d 14 to 16) on treatments Control (e), pHix-Up (#), and Sodium
bicarbonate (e). CTL = 6.29. PHP = 6.30 and BIC = 6.31. P < 0.01 for time and P = 0.39 for the interaction between
treatment and time. CTL vs. PHP = 0.75. BIC vs. PHP = 0.38. Cows were fed at 07:00 h.
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Figure 3. Rumen pH during the acidosis challenge (d 18 to 21) on treatments Control (e), pHix-Up (#), and Sodium bicarbonate (¢). CTL = 6.27. PHP = 6.29. BIC = 6.24. P
< 0.01 for day; P = 0.53 for the interaction between treatment and day; P < 0.01 for time; P = 0.71 for the interaction between treatment and time; P = 0.97 for the interaction
between treatment, day and time. CTL vs. PHP = 0.14. BIC vs. PHP < 0.01. Cows were fed at 07:00 h.
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Figure 4. Serum haptoglobin concentration before and during the acidosis challenge on treatments Control (e), pHix-
Up (#), and Sodium bicarbonate (e). For serum haptoglobin concentration before the acidosis challenge: CTL vs. PHP
= 0.04. BIC vs. PHP = 0.14. For serum haptoglobin concentration during the 4 days of acidosis challenge: P = 0.79 for
day and P = 0.02 for the interaction between treatment and day. CTL vs. PHP = 0.40. BIC vs. PHP = 0.92.
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Figure 5. Body weight, ECM, milk protein and fat concentrations before and during the acidosis challenge on treatments
Control (e), pHix-Up (#), and Sodium bicarbonate (). For body weight, ECM, and milk protein before the acidosis
challenge: CTL vs. PHP > 0.54. BIC vs. PHP > 0.19. For milk fat before the acidosis challenge: CTL vs. PHP = 0.06.
BIC vs. PHP = 0.10. For body weight, ECM and milk fat during the acidosis challenge: P < 0.01 for day. For milk
protein: P = 0.54 for day. P > 0.23 for the interaction between treatment and day for all variables. For body weight,
ECM, and milk fat: CTL vs. PHP > 0.21. BIC vs. PHP > 0.37. For milk protein: CTL vs. PHP = 0.23. BIC vs. PHP =

0.07.
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Figure 6. Chewing and meal behavior before (d 16) and during (d 18 to 20) the acidosis challenge on treatments Control (e), pHix-Up (#), and Sodium bicarbonate (e). For all
variables, except meal time in min/d, and rumination time in min/d, before the acidosis challenge: CTL vs. PHP > 0.20. BIC vs. PHP > 0.25. For meal time in min/d, and
rumination time in min/d: CTL vs. PHP < 0.10. BIC vs. PHP > 0.36. For all variables during the acidosis challenge: P < 0.01 for day. P > 0.18 for the interaction between
treatment and day for all variables, except chewing time, P = 0.10. For all variables, except first meal duration, meal and eating time in min/d, and rumination and chewing time
in min/kg DMI: CTL vs. PHP > 0.11. BIC vs. PHP > 0.18. For first meal duration: CTL vs. PHP = 0.39. BIC vs. PHP = 0.08. For meal and eating time in min/d, and rumination
and chewing time in min/kg DMI: CTL vs. PHP < 0.10. BIC vs. PHP > 0.16. For chewing in min/kg DMI, ®CTL vs. PHP = 0.09.
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Figure 7. Proportion of daily intake during the day, and particle size sorting behavior before (d 16) and during (d 18 to 20) the acidosis challenge on treatments Control (e),
pHix-Up (#), and Sodium bicarbonate (). For all variables, except % of daily intake 18:30 — 07:00 h, before the acidosis challenge: CTL vs. PHP > 0.12. BIC vs. PHP > (.33.
For % of daily intake 18:30 — 07:00 h: CTL vs. PHP = 0.10. BIC vs. PHP = 0.62. For all variables, except sorting 12:30 — 18:30 h > 19 mm (P = 0.07), sorting 12:30 — 18:30 h
8 — 19 mm (P = 0.59), and sorting 18:30 — 07:00 h < 8 mm (P = 0.13), during the acidosis challenge: P <0.05 for day. P > 0.12 for the interaction between treatment and day
for all variables, except % of daily intake 12:30 — 18:30 h (P = 0.02), sorting 07:00 — 12:30 h 8 — 19 mm (P = 0.04), sorting 12:30 — 18:30 h 8 — 19 mm (P = 0.01), and sorting
12:30 — 18:30 < 8 mm (P = 0.06). For all variables, except % of daily intake 07:00 — 12:30 h (CTL vs. PHP = 0.06. BIC vs. PHP = 0.36.), % of daily intake 12:30 — 18:30 h
(CTL vs. PHP =0.26. BIC vs. PHP < 0.01.), % of daily intake 18:30 — 07:00 h (CTL vs. PHP < 0.01. BIC vs. PHP = 0.03.), and sorting 07:00 — 12:30 h > 19 mm (CTL vs. PHP
=0.03. BIC vs. PHP = 0.14.): CTL vs. PHP > 0.17. BIC vs. PHP > 0.18. For % of daily intake 12:30 — 18:30 h: ?BIC vs. PHP < 0.01. For sorting 07:00 — 12:30 h 8-19 mm:
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4CTL vs. PHP < 0.01. "BIC vs. PHP < 0.03. For sorting 12:30 — 18:30 h 8-19 mm: ®BIC vs. PHP = 0.06. For sorting 12:30 — 18:30 h < 8 mm: ®CTL vs. PHP = 0.10.



