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RESUMO

Uso combinado de ionéforo e virginiamicina sobre o metabolismo, a
digestibilidade e o comportamento ingestivo de novilhos Nelore confinados
com dietas de alto concentrado

Dois experimentos foram conduzidos com o objetivo de avaliar os efeitos do
uso combinado de salinomicina e virginiamicina sobre o metabolismo ruminal, a
digestibilidade, o comportamento ingestivo e as caracteristicas sanguineas de
novilhos Nelore alimentados com dietas de alto concentrado. No experimento I, oito
novilhos Nelore com 322 + 26 kg de peso vivo (PV) inicial foram alocados no
delineamento em quadrado latino 4 x 4 replicado, com quatro tratamentos em quatro
periodos de 16 dias. Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2 x 2,
com dois niveis de salinomicina (0 e 13 ppm) e dois niveis de virginiamicina (0 e 15
ppm) na matéria seca (MS) das dietas, que continham 80% de concentrado na MS.
No experimento I, oito novilhos Nelore com 434 + 35 kg de PV inicial foram alocados
no mesmo delineamento, mas com periodos de 21 dias. Os tratamentos foram
arranjados em esquema fatorial 2 x 2, com dois niveis de concentrado (70 e 90%) e
dois niveis de virginiamicina (0 e 15 ppm) na MS das dietas. A salinomicina foi
incluida em todas as dietas (13 ppm). Em ambos os experimentos, foram avaliados
o consumo individual, a degradabilidade ruminal in situ, a digestibilidade aparente, a
fermentacdo ruminal, o comportamento ingestivo, a populacdo de protozoarios
ciliados ruminais e as caracteristicas sanguineas. As analises estatisticas foram
realizadas pelo procedimento MIXED do SAS. No experimento |, houve efeito de
nivel de salinomicina e virginiamicina sobre as degradabilidades efetiva (DE) e
potencial (DP) da fibra insollivel em detergente neutro (FDN), sendo que 0s menores
valores (P < 0,05) foram observados para os animais tratados com os aditivos. A
digestibilidade da proteina bruta (PB) foi maior (P = 0,01) para os novilhos que
receberam salinomicina. Animais tratados com virginiamicina apresentaram maior (P
= 0,01) concentragao ruminal de propionato e menores (P < 0,05) concentragdes de
acetato, butirato e lactato. Esses animais também apresentaram maior (P < 0,03)
tempo total de ruminacdo (TTR) e mastigacdo (TTM) e maior (P = 0,05)
concentracdo de lactato no sangue. No experimento |l, o aumento no teor de
concentrado das dietas promoveu aumento (P = 0,01) no consumo de MS e nas
digestibilidades aparentes da MS e PB, bem como reducgéo (P < 0,01) na DE da FDN
e PB. Animais tratados com ambos os aditivos apresentaram menor (P = 0,03) DE
da FDN. As concentragdes ruminais de acetato foram reduzidas (P < 0,01) com a
inclusdo de virginimicina, mas novilhos tratados com ambos os aditivos e
alimentados com dieta contendo 90% de concentrado apresentaram aumento (P <
0,01) nas concentracbes de propionato. O aumento no teor de concentrado
promoveu reducédo (P < 0,01) no TTR e TTM dos animais, bem como na populagao
de protozoarios ciliados do rumen e no pH sanguineo. O uso combinado de
salinomicina e virginiamicina apresentou efeitos positivos sobre a fermentacdo
ruminal, especialmente quando a dieta com maior proporcdo de concentrado foi
utilizada.

Palavras chave: Antibiético; Confinamento; Gado de corte; Salinomicina; Nutri¢&o.



ABSTRACT

Combined use of ionophore and virginiamycin on metabolism, digestibility,
and feeding behavior of Nellore steers confined with high concentrate diets

Two experiments were conducted to evaluate the effects of the combined use
of salinomycin and virginiamycin on ruminal metabolism, digestibility, feeding
behavior, and blood characteristics of Nellore steers fed high concentrate diets. In
experiment |, eight Nellore steers with 322 + 26 kg of initial body weight (BW) were
allotted to a replicated 4 x 4 Latin square, with four treatments and four 16-day
periods. Treatments were arranged in a 2 x 2 factorial design, with two salinomycin
levels (0 and 13 ppm) and two virginiamycin levels (0 and 15 ppm) in the diet dry
matter (DM), which contained 80% concentrate on a DM basis. In experiment Il, eight
Nellore steers with 434 + 35 kg of initial BW were allotted to the same experimental
design, but with 21-day periods, in a 2 x 2 factorial arrangement of treatments, with
two concentrate levels (70 and 90%) and two virginiamycin levels (0 and 15 ppm) in
the diet DM. Salinomycin was included in all diets (13 ppm). In both experiments,
individual intake, in situ ruminal degradability, apparent digestibility, ruminal
fermentation, feeding behavior, ciliated protozoa counts, and blood characteristics
were evaluated. Statistical analyses were conducted using the MIXED procedure of
SAS. In experiment |, there were effects of salinomycin and virginiamycin on effective
and potential degradabilities (ED and PD, respectively) of the neutral detergent fiber
(NDF), with lower values (P < 0.05) observed for animals receiving the additives.
Crude protein (CP) digestibility was higher (P = 0.01) for salinomycin-treated steers.
Animals receiving virginiamycin showed higher (P = 0.01) ruminal concentrations of
propionate and lower (P < 0.05) ruminal concentrations of acetate, butyrate, and
lactate. These animals also showed higher (P < 0.03) total time spent ruminating
(TTSR) and total time spent chewing (TTSC), as well as higher (P = 0.05) blood
lactate concentrations. In experiment Il, increasing concentrate levels increased (P =
0.01) DM intake and DM and CP digestibilities, but also decreased (P < 0.01) ED of
the NDF and CP. Ruminal concentrations of acetate were reduced (P < 0.01) due to
the inclusion of virginiamycin, but steers receiving both feed additives within the 90%
concentrate group showed increased (P < 0.01) ruminal concentrations of
propionate. Increasing concentrate levels decreased (P < 0.01) TTSR and TTSC, as
well as ciliated protozoa counts and blood pH. The combined use of salinomycin and
virginiamycin showed positive effects on ruminal fermentation, especially when
animals were fed the higher concentrate diet.

Keywords: Antibiotic; Beef cattle; Feedlot; Nutrition; Salinomycin.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui o maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com mais
de 190 milhdes de cabecas em 2011, sendo o segundo maior produtor mundial de
carne bovina, com 9,03 milhdes de toneladas em equivalente carcaca produzidas, e
0 segundo maior exportador, com mais de 1,34 milhdes de toneladas em equivalente
carcaca exportadas naquele ano (USDA, 2012). Simultaneamente, o mercado
interno de carne de qualidade tem se expandido, com diversas cadeias aumentando
as suas exigéncias de reducdo na idade e melhor acabamento dos animais. Nesse
atual cenario, o confinamento de bovinos é uma excelente estratégia para o
incremento da produtividade na pecuaria de corte.

No Brasil, o confinamento de bovinos é utilizado principalmente como
ferramenta para terminacdo dos animais no periodo das secas, quando a oferta de
forragens € limitada, a fim de garantir o fornecimento de matéria-prima para 0s
frigorificos e o minimo de gordura de acabamento nas carcacas exigido pela
indastria. O nimero de animais confinados no pais vem crescendo substancialmente
nos ultimos anos (Figura 1.1), passando de 755.000 cabecas em 1990 para
3.048.000 em 2010 (FNP, 1997, 2003, 2011).
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Figura 1.1 - Evolu¢do no numero de animais confinados no Brasil.
Adaptado de FNP (1997, 2003, 2011)
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O periodo médio de confinamento no Brasil é geralmente curto, com cerca de
70 dias, o que representa aproximadamente apenas 7% do ciclo completo de
producdo (MILLEN et al., 2011). No entanto, o confinamento é uma atividade que
requer altos investimentos, principalmente relacionados a alimentagcdo. Estima-se
que 0s custos com arragcoamento representem cerca de 70% dos custos totais de
um confinamento (LIU et al., 2000), sendo necessario o0 emprego de técnicas que
busquem maior eficiéncia no uso do alimento pelos animais. Nesse sentido, diversas
estratégias nutricionais tém sido testadas, dentre elas, o fornecimento de racfes
com alta proporcao de concentrado.

Em diversas regifes do pais, o preco relativamente baixo de concentrados
como milho, sorgo e diversos subprodutos, como a casca de soja, tornam o custo da
unidade de energia do volumoso muito mais dispendioso. De acordo com Millen et
al. (2011), o teor médio de volumosos em dietas de bovinos confinados passou de
28,8% em 2009 para 21% em 2011, o que representa reducéo de cerca de 27% em
dois anos.

Contudo, sabe-se que a grande maioria dos bovinos confinados no Brasil é
composta por animais Bos indicus da raca Nelore ou anelorados (MILLEN et al.,
2009). Esses animais podem apresentar maior tendéncia ao desenvolvimento de
disturbios metabdlicos em relacdo as racas taurinas quando alimentados com dietas
com grande quantidade de grdos (BRAWNER et al., 1969; ELAM, 1976), o que
promove efeitos negativos sobre o desempenho animal e pode resultar em grandes
perdas econdmicas.

Em diversos trabalhos conduzidos no pais, tem sido demonstrado que
zebuinos atingem o apice da curva de consumo com dietas de menor concentracao
energética em relacio a europeus e cruzados (VERAS et al., 2000; ALMEIDA;
LANNA, 2003; PUTRINO et al., 2007). Além disso, quando alimentados com racdes
ricas em concentrado, animais Bos taurus consomem mais alimentos em relacéo as
suas exigéncias de mantenca que Bos indicus, e assim ganham peso mais rapido e
de maneira mais eficiente (KREHBIEL; KREIKEMEIER; FERRELL, 2000).

No entanto, a principal preocupacgdo nutricional para zebuinos confinados e
alimentados com altas quantidades de graos diz respeito ao aumento no risco de
ocorréncia de desordens fisioldgicas, como a acidose ruminal, que em estagios mais
avancados evoluem para laminites e abscessos no figado. Embora o aumento no

consumo seja interessante, em funcdo do maior aporte de energia para o ganho de
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peso, taxas elevadas de ingestdo de carboidratos de rapida degradacéo e dietas
ricas em carboidratos ndo fibrosos estdo fortemente associadas com a acidose
ruminal (KRAUSE; OETZEL, 2006).

A acidose ruminal reflete o desbalanco entre a producéo, utilizacdo pelos
microrganismos e absorcdo ruminal de acidos organicos, o que promove acumulo
nao fisiolégico desses acidos no riumen, com consequente reducdo no pH para
valores abaixo de 5,6. Essa redugcé&o no pH apresenta significante impacto sobre a
atividade dos microrganismos, fungao ruminal, bem como sobre a produtividade e
saude dos animais (NAGARAJA; LECHTENBERG, 2007).

A acidose pode ser caracterizada como clinica ou subclinica de acordo com a
extensdo da reducado no pH, tipo de acido responséavel por essa reducdo, e presenca
ou auséncia de sinais clinicos. Valores de pH entre 5,0 e 5,6 ocasionados pelo
acumulo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no rumen caracterizam a
ocorréncia de acidose subclinica, enquanto valores abaixo de 5,0, podendo chegar
até a 4,5 ou menos, caracterizam a acidose clinica (KRAUSE; OETZEL, 2006). Em
condi¢cdes de acidose clinica, o pH ruminal pode atingir valores inferiores a 4,5
devido ao acumulo de acido latico no meio, o que ocorre em funcdo da maior
producdo e menor utilizagdo desse acido no raimen (NAGARAJA; TITGEMEYER,
2007). A concentracdo ruminal de AGCC geralmente aumenta no inicio de uma
condicdo de acidose subclinica, mas com a persisténcia dessa condicdo, a
concentracdo desses acidos é reduzida, com notavel aumento na concentracdo de
acido latico (Figura 1.2).

A ingestdo excessiva de carboidratos rapidamente fermentaveis e acucares
sollveis promove marcante alteracdo na populacdo microbiana do ramen, com
acentuado aumento no niumero de Streptococcus bovis, que convertem piruvato a
acido latico ao invés de outros &cidos organicos. Em funcdo do seu baixo pKa, o
acido latico é rapidamente dissociado em um préton (H*) e um &nion (CsHsO3).
Desse modo, o aumento na concentragcao de lactato € acompanhado por reducdo no
pH ruminal de forma a favorecer o desenvolvimento de Lactobacillus, o que promove
acumulo ainda maior de lactato no meio (RUSSELL; HINO, 1985) e leva o animal a
condicdo de acidose (Figura 1.3). Nesse sentido, é fundamental que a pesquisa
desenvolva estratégias que permitam o uso de dietas de alto concentrado com

seguranca para bovinos Nelore.
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Figura 1.2 - Concentracdo total de acidos organicos (e) e
proporcdes molares de acidos graxos de cadeia
curta (m) e acido latico (a).
Adaptada de Nagaraja; Titgemeyer (2007)

Dentre as ferramentas de manejo nutricional utilizadas para viabilizar o
fornecimento de dietas com alta proporcdo de grdos para zebuinos, o uso de
antibioticos ionéforos e nao ionéforos como aditivos alimentares merece destaque.
Os antibioticos ion6foros, como a monensina sodica e a salinomicina, vém sendo
utilizados ha mais de 30 anos como promotores de crescimento em dietas de
ruminantes, com resultados consistentes na melhora do desempenho animal e do
ambiente ruminal.

Os ionoforos, assim conhecidos devido a sua propriedade transportadora de
ions, alteram a populacdo microbiana do rimen ao promover a inibicdo das
bactérias gram-positivas, responsaveis pela producédo de acetato, butirato, lactato e
H2 (precursor do metano), e selecionar as gram-negativas, produtoras de propionato
e succinato ou utilizadoras de acido latico (BERGEN; BATES, 1984). As moléculas
de ionoforo apresentam capacidade de transportar cations através da membrana
citoplasmatica das bactérias gram-positivas, o que gera desequilibrio osmoelétrico e
promove a ativacdo de diversos processos de homeostase, com consequente
consumo de energia intracelular (ATP) e, por fim, morte da célula (PERES; SIMAS,
2006).
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Figura 1.3 - Producdo de acido latico e &cidos graxos de cadeia curta por
meio da fermentacdo de amido e acucares solUveis por grupos
de bactérias resistentes ou sensiveis ao pH acido.

Adaptada de Nagaraja; Lechtenberg (2007)

Os principais efeitos dos ionoforos séo: 1) melhora na eficiéncia do uso de
energia devido ao aumento na producédo de propionato e reducdo na producdo de
metano; 2) melhora na utilizagdo de compostos nitrogenados em funcdo da redugao
na degradagdo proteica, com consequente diminuicdo na absor¢do de amonia e
aumento na quantidade de proteina de escape; 3) diminuicdo na ocorréncia de
desordens metabodlicas em funcdo da reducdo na producdo lactato (BERGEN;
BATES, 1984).

Para animais tratados com dietas contendo altos niveis de carboidratos
rapidamente fermentaveis, os ionéforos geralmente promovem redugcdo na ingestao
de matéria seca (MS) sem alterar o0 ganho de peso, enquanto para animais
alimentados com altas proporgfes de forragem, o ganho de peso € aumentado sem
alteracdo no consumo de alimentos, o que resulta em melhora na eficiéncia

alimentar em ambos o0s casos. Esse comportamento pode ser explicado pelo
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mecanismo quimiostatico de regulacdo de consumo. A maior disponibilidade de
energia promovida pelo uso do ion6foro, em dietas de alto concentrado, faz com que
um menor consumo fornegca a mesma quantidade de energia. Ja em dietas com alta
proporcao de forragem, a maior disponibilidade energética ndo promove reducao na
ingestdo de alimentos, porém, com mais energia sendo aproveitada para um mesmo
consumo, o ganho de peso é superior (LANNA; MEDEIROS, 2007).

A monensina € o ionoforo utilizado ha mais tempo em dietas de ruminantes e,
portanto, o mais estudado. No entanto, os resultados de desempenho obtidos com o
uso de salinomicina tém se mostrado semelhantes aos obtidos para monensina
(GIBB et al., 2001), com a vantagem de apresentar menor custo.

A salinomicina (Cs2H70011) (Figura 1.4) € um antibiético ionéforo poliéter
produzido por uma linhagem de Streptomyces albus (ZINN, 1986), muito utilizado
como aditivo em racdes de ruminantes e monogastricos para controlar problemas de
coccidiose (MCALLISTER et al., 1996). Em bovinos de corte confinados, estudos
preliminares demonstraram que a salinomicina é efetiva no aumento do ganho de
peso e da eficiéncia alimentar (McCLURE et al., 1980; MERCHEN; BERGER, 1985).
Zinn (1986) fez um resumo dos resultados de 10 experimentos com bovinos
confinados suplementados com salinomicina e verificou as seguintes respostas
médias em relacdo aos tratamentos controle: aumento de 6,4% no ganho de peso
diario, redugéo de 1,8% no consumo de MS e melhora de 8,1% na conversao
alimentar.

Diversos autores verificaram alteracées na digestibilidade e no metabolismo
de ruminantes suplementados com salinomicina. Merchen e Berger (1985), ao
avaliarem a digestibilidade de nutrientes e as caracteristicas ruminais de ovinos
suplementados com salinomicina, ndo observaram diferenca na digestibilidade
aparente da MS, matéria organica, fibora em detergente neutro, fibora em detergente
acido e amido entre os animais tratados com o iondforo e o grupo controle. No
entanto, os autores observaram aumento na concentracdo de propionato e reducao
nas concentracdes de acetato e butirato, bem como na relacdo acetato:propionato

de animais tratados com salinomicina.
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OH

Figura 1.4 - Estrutura quimica da salinomicina.
Adaptada de Herrero et al. (2012)

Olumeyan et al. (1986) ndo observaram efeito da salinomicina sobre o pH
ruminal e a concentracao total de acidos graxos de cadeia curta, mas verificaram
reducdo na relacéo acetato:propionato. Os animais tratados com o ionéforo também
apresentaram reducdo na populacdo total de bactérias anaerdbias apos oito
semanas de tratamento, bem como aumento de 7,6 para 15,6% nas bactérias
resistentes a salinomicina. Esses autores também verificaram aumento na proporgéo
de bactérias amiloliticas e reducgao inicial no numero total de protozoarios nos
animais tratados com o iono6foro, mas ndo observaram efeito sobre a populacédo de
bactérias celuloliticas e utilizadoras de lactato. Reffett-Stabel et al. (1989)
observaram reducdo na concentracdo ruminal de acetato aos 28 e 90 dias e
aumento na concentracdo de propionato aos 28 dias de suplementacdo com
salinomicina em novilhos Angus.

O uso de antibidticos nao ion6foros para gado de corte é pouco explorado no
Brasil, no entanto, a virginiamicina tem apresentado efeitos positivos sobre o ganho
de peso e a eficiéncia alimentar, tanto para monogastricos como para ruminantes.
Em ruminantes, esse antibiotico tem apresentado maior inibicdo na producao de
acido latico em relacéo aos ionéforos (LANNA; MEDEIROS, 2007).

A virginiamicina (Figura 1.5), um antibiético ndo ionéforo da classe das
estreptograminas, € produzida por uma linhagem mutante de Streptomyces virginae
e formada por dois componentes quimicos distintos, fator M (C2sHssN3O7) e fator S
(CasH49N7010) (CROQY; DE NEYS, 1972). A virginiamicina apresenta atividade

principalmente contra bactérias gram-positivas, tanto aerdbias como anaerobias,
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com pouco ou nenhum efeito sobre a maioria das bactérias gram-negativas em
funcdo da impermeabilidade da parede celular (COCITO, 1979). No interior das
células, ambos os fatores se ligam especifica e irreversivelmente a subunidade 50S
dos ribossomos, o que inibe a formacédo de ligacdes peptidicas durante a sintese de
proteina, causando reducdo no crescimento (bacteriostase) ou morte da célula
bacteriana (atividade bactericida) (COCITO, 1979).

Fator M Fator S

Figura 1.5 - Estrutura quimica da virginiamicina, composta pelos fatores M e S.
Adaptada de Pulsawat; Kitani e Nihira (2007)

Em funcdo das alteracbes promovidas na populacdo de bactérias presentes
no ramen, a virginiamicina apresenta capacidade de melhorar a fermentacéo
ruminal. Alguns autores sugerem aumento na concentracdo de acido propibnico e
reducdo na producdo de amodnia e hidrogénio, que € precursor do metano (HEDDE
et al., 1980; NAGARAJA et al., 1987; NAGARAJA; TAYLOR, 1987). Esses autores
também sugerem que a virginiamicina apresenta maior controle sobre a producao de
acido latico em relacdo a monensina, pois tem acdo direta sobre as espécies
produtoras desse composto.

Coe et al. (1999) avaliaram os efeitos de virginiamicina e monensina/tilosina
sobre os produtos da fermentacdo e populacdo microbiana ruminal de bovinos
durante adaptacdo brusca a uma dieta com alto teor concentrado. Embora os
animais nao tenham apresentado quadro de acidose, as contagens de Lactobacillus
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e Streptococcus bovis foram menores para animais tratados com virginiamicina em
relacdo aos tratados com monensina/tiiosina. As contagens de Fusobacterium
necrophorum, principal agente etioldgico de abscessos hepaticos, aumentaram no
tratamento controle conforme houve aumento no teor de concentrado, enquanto
para 0s animais tratados com virginiamicina as contagens permaneceram
inalteradas.

Diversos autores também relatam melhora no desempenho de bovinos em
funcdo da utilizacdo de virginiamicina. Bovinos a pasto suplementados com
virginiamicina apresentaram aumentos de 18% no ganho de peso em relacdo ao
grupo controle (FIEMS et al.,, 1992). Resultados semelhantes foram obtidos em
experimento com bovinos recebendo dieta com alta propor¢cdo de amido e proteina,
em que os animais tratados com virginiamicina apresentaram aumento de 7,8% no
ganho de peso e melhora de 7,3% na conversao alimentar (ANDRIGHETTO et al.,
1997).

Rogers et al. (1995) verificaram que a virginiamicina aumenta o ganho de
peso e melhora a conversdao alimentar com pouco ou nenhum efeito sobre a
ingestdo de MS, além de evitar flutuagdes no consumo e reduzir a ocorréncia de
abscessos hepaticos em bovinos confinados. Esses autores sugerem que as
dosagens mais efetivas para aumento no ganho de peso diario, melhora na
conversdo alimentar e diminuicdo na ocorréncia de abscessos no figado foram de
19,3 a 27,3 ppm, 13,2 a 19,3 ppm e 16,5 a 19,3 ppm, respectivamente.

Em experimento com novilhos Holandeses confinados com dietas de alto
concentrado (cerca de 90% na MS), ndo foram observadas diferencas no consumo
de MS e no ganho de peso diario entre os trés niveis de virginiamicina utilizados (0,
16 ou 22.5 ppm). No entanto, a inclusdo de niveis crescentes do antibiotico
promoveu aumentos lineares na eficiéncia alimentar e nas estimativas de energia
liquida para mantenca e ganho das dietas (SALINAS-CHAVIRA et al., 2009).

Em adic&o aos efeitos da virginiamicina sobre o metabolismo ruminal, existe
também a possibilidade de atuacdo do antibiotico na fisiologia da digestdo no
intestino de bovinos, conforme ocorre em monogastricos. Em ndo ruminantes, a
virginiamicina promove aumento na disponibilidade de nutrientes devido a inibicao
seletiva de bactérias entéricas (DIERICK et al., 1986). Em estudo in vitro, Vervaeke
et al. (1979) observou reducéo na producéo de acidos organicos no conteudo do ileo

de suinos promovida pela virginiamicina, o que resulta em aumento na
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disponibilidade de carboidratos para absorcao intestinal. Além disso, a virginiamicina
pode inibir a descarboxilacdo e a desaminacdo de aminoacidos no intestino,
especialmente no ileo, promovendo economia de amino&cidos pela reducdo na
formacdo de amobnia e aminas biogénicas. Os aminoacidos que nao sofrem
degradacéo ficam disponiveis para o animal, com resultante aumento na quantidade
de proteina metabolizavel (DIERICK et al., 1986).

Os efeitos benéficos dos antibiéticos ionéforos e ndo ionoforos sobre o
desempenho e a fermentacdo ruminal de bovinos foram extensivamente
comprovados. No entanto, diversos autores sugerem que esses efeitos ocorrem, em
parte, devido a alteracdes na atividade de mastigacdo e no comportamento ingestivo
dos animais, ou seja, no tempo despendido com ingestao de alimentos, ruminagéo e
ocio, bem como no tamanho das refei¢cdes e na frequéncia de eventos relacionados
a captura de alimentos (GALYEAN; ENG, 1998). De acordo com Owens et al.
(1998), o numero de eventos de alimentacdo pode ser tdo importante quanto o
consumo total de MS como causa de problemas relacionados a acidose.

Ao estudarem os efeitos de concentragcdo de monensina e manejo de cocho
sobre o metabolismo ruminal e 0 comportamento ingestivo de bovinos confinados,
Erickson et al. (2003) verificaram menor tamanho e duragédo de refeicbes e menor
variagdo no pH ruminal, sem alteragbes no consumo de MS, para animais sob
manejo de cocho limpo tratados com monensina, 0 que indica que 0 maior
parcelamento da ingestdo pode ser uma das causas da melhora no ambiente
ruminal. Fanning et al. (1999) observaram aumento no numero de eventos de
alimentacéo e reducdo na duracéo destes eventos, sem alteracées no consumo de
MS, o que também sugere maior parcelamento do consumo em funcéo da utilizagéao
do ionéforo para novilhos em terminacéo.

Da mesma forma, ao avaliarem os efeitos do ionoforo lasalocida sobre o
metabolismo ruminal e o comportamento ingestivo de vacas no inicio de lactacéo,
Knowlton; Allen e Erickson (1996) observaram maior tempo total de ruminagéo e
tendéncia de aumento no nimero e na duracdo dos eventos de ruminacdo e no
tempo total de mastigacédo (alimentagcdo e ruminagdo) para animais tratados com
lasalocida. Houve tendéncia de reducdo na variagcdo do pH ruminal de animais
tratados com o ionoforo, o que também indica melhora no ambiente ruminal com a

maior ruminacao.
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Assim, fica claro que tanto a salinomicina como a virginiamicina apresentam
capacidade de alterar o ambiente ruminal e, consequentemente, melhorar o
desempenho de bovinos de corte, e que o0 uso desses aditivos isoladamente ja foi
bastante estudado, com resultados consistentes. No entanto, trabalhos recentes tém
sugerido possivel efeito associativo do uso combinado de virginiamicina e ionéforo
sobre o desempenho animal (SILVA et al., 2004; NUNEZ, 2008).

Silva et al. (2004) ndo observaram diferencas no ganho de peso diario de
animais tratados com virginiamicina ou salinomicina isoladamente em relagdo ao
controle. No entanto, animais que receberam os dois aditivos em combinacao
apresentaram ganho de peso 17,9% superior ao do tratamento controle. A eficiéncia
alimentar nao diferiu entre os tratamentos, uma vez que 0s animais que ganharam
mais peso também ingeriram mais alimentos. Contudo, os autores sugerem que,
mesmo sem diferenca estatistica, houve melhora de 8% na eficiéncia alimentar dos
animais tratados com os dois aditivos em relacéo ao controle.

Ao avaliar o desempenho de novilhos Nelore confinados com dietas de alto
concentrado, Nufiez (2008) observou reducdo de 8,9% no consumo de MS de
bovinos tratados com a combinacdo de virginiamicina e salinomicina em relacao
aqueles que receberam apenas ionoforo. No entanto, como essa resposta ocorreu
sem promover alteracdo no ganho de peso, os animais tratados com a combinacao
dos aditivos apresentaram eficiéncia alimentar 11,4% superior em relacdo aos que
receberam apenas salinomicina.

Além disso, Nufiez (2008) sugeriu que a reducdo na ocorréncia de diarreia em
funcdo do uso combinado de virginiamicina e ionéforo pode indicar melhora no
ambiente ruminal de bovinos confinados. No entanto, a eficacia aparentemente
depende do tipo de dieta utilizada, uma vez que os aditivos combinados foram
capazes de reduzir a incidéncia de diarreia para os animais tratados com racao
contendo 73% de concentrado, mas nédo para aqueles que receberam dieta com
91% de gréaos.

Além de promover melhora no ambiente ruminal e no desempenho animal, a
inclusédo de aditivos antimicrobianos em ragdes para gado de corte pode trazer
diversos beneficios ao meio ambiente. Dentre eles, pode-se destacar a melhora na
qualidade do ar pela reducéo na producdo de metano e na quantidade de nitrogénio
excretado, bem como na qualidade da agua, pela reducdo na quantidade de

nitrogénio nas fezes e urina que pode atingir o lencol freético por lixiviagdo
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(TEDESCHI; FOX; TYLUTKI, 2003). Além disso, 0 uso desses aditivos apresenta
potencial de reduzir a quantidade de matéria-prima necessaria para produzir a
mesma quantidade de carne (LANNA; MEDEIROS, 2007).

Em 2006, a Unido Europeia baniu o uso de antibiéticos como promotores de
crescimento, mesmo sem a apresentacao de dados epidemiolégicos que sugerissem
gue o uso desses aditivos em animais de producéo pudesse aumentar a prevaléncia
de doencas infecciosas em humanos. De acordo com Lanna e Medeiros (2007), o
Brasil exporta carne para mais de 170 paises, e esta claro que existem restricoes
qguanto a utilizacdo de aditivos para bovinos de corte nas legislacbes de cada um
desses paises. Os autores comentam que, por ser um exportador com ampla gama
de consumidores, o Brasil ndo podera incluir na sua legislacao todas as restricoes
encontradas nos paises para os quais fornece carne. A adoc¢édo de restricbes por
pressdo de alguns setores ou paises, sem embasamentos cientificos sdlidos,
acarretard em aumento no custo de producdo, com consequente diminuicdo de
competitividade da carne produzida no pais.

Ha alguns anos, o Food and Drug Administration norte-americano,
reconhecido pela rigidez com que avalia as solicitacbes de registros de produtos,
concluiu extensivo e detalhado estudo de avaliagdo da seguranga ao consumidor
pelo uso da virginiamicina (Food and Drug Administration, 2004). Os resultados
publicados nesse estudo liberam o uso da virginiamicina para o segundo maior
mercado importador de carne do mundo, os Estados Unidos. Da mesma forma, esse
produto esta liberado para uso em gado de corte na Australia, pais que mais
exportou carne bovina em 2011. Nota-se também que o Japdo, pais que paga o
maior valor agregado por carne de qualidade, libera o uso de virginiamicina.

Com base no exposto, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de
avaliar os efeitos do uso combinado de iondforo e virginiamicina sobre o
metabolismo ruminal, a digestibilidade de nutrientes, o comportamento ingestivo e as
caracteristicas sanguineas de novilhos Nelore confinados com dietas contendo

elevada proporcédo de concentrado.
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2 NIVEIS DE SALINOMICINA E VIRGINIAMICINA SOBRE O METABOLISMO, A
DIGESTIBILIDADE E O COMPORTAMENTO INGESTIVO DE NOVILHOS NELORE
CONFINADOS COM DIETA DE ALTO CONCENTRADO

Resumo

O presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar os efeitos da
suplementacdo com salinomicina, virginiamicina e sua combinagdo sobre o
metabolismo ruminal, a digestibilidade, o comportamento ingestivo e as
caracteristicas sanguineas de novilhos Nelore alimentados com dieta de alto
concentrado. Oito novilhos Nelore com 322 + 26 kg de peso vivo inicial foram
alocados no delineamento em quadrado latino 4 x 4 replicado, com quatro
tratamentos em quatro periodos (16 dias por periodo). Os tratamentos foram
arranjados em esquema fatorial 2 x 2, com dois niveis de salinomicina (0 e 13 ppm)
e dois niveis de virginiamicina (0 e 15 ppm) na matéria seca (MS) da dieta. As dietas
experimentais continham 80% de concentrado na MS e foram fornecidas em um
trato diario as 08h00 para determinacdo do consumo individual. A degradabilidade
ruminal in situ foi determinada por meio da técnica de sacos de nailon e o
comportamento ingestivo foi avaliado pelo monitoramento visual das atividades de
mastigacdo dos animais. A digestibilidade aparente dos nutrientes foi obtida por
meio da coleta total de fezes, enquanto a fermentacdo ruminal foi avaliada pela
determinacdo das concentracdes de &cidos graxos de cadeia curta, nitrogénio
amoniacal, lactato e pH do ramen. As contagens de protozoarios ciliados ruminais
foram realizadas com auxilio de microscépio Optico, enquanto as determinacdes
sanguineas foram realizadas com auxilio de analisador automatico. As analises
estatisticas foram realizadas pelo procedimento MIXED do SAS. N&o houve efeito
de salinomicina ou virginiamicina sobre as variaveis de consumo. Animais tratados
com salinomicina apresentaram menores (P < 0,05) degradabilidade efetiva (DE) e
degradabilidade potencial (DP) da MS e da fibra insolivel em detergente neutro
(FDN) da silagem de cana-de-acUcar em relagdo aos animais ndo tratados, da
mesma forma que a DE e a DP da MS e da FDN desse alimento foram menores (P <
0,02) para o tratamento com virginiamicina em relacdo ao controle. Houve interacao
(P = 0,03) entre nivel de salinomicina e virginiamicina sobre a DP da MS do milho,
mas nao houve efeito de virginiamicina sobre essa variavel dentro de nenhum dos
niveis do ionéforo. A digestibilidade da proteina bruta foi maior (P = 0,01) para os
novilhos tratados com salinomicina, enquanto a digestibilidade do amido foi menor
(P < 0,01) para os animais suplementados com virginiamicina dentro do grupo de
animais que também receberam o ion6foro. Novilhos tratados com virginiamicina
apresentaram maior (P = 0,01) concentracdo ruminal de propionato e menores (P <
0,05) concentragdes de acetato, butirato e lactato, enquanto a concentragao ruminal
de nitrogénio amoniacal foi maior (P = 0,01) para novilhos tratados com
virginiamicina dentro do grupo que também recebeu salinomicina. Animais tratados
com virginiamicina apresentaram maior (P < 0,03) tempo total de ruminacédo e
mastigacdo e maior (P = 0,05) concentracdo de lactato no sangue. A inclusdo de
virginiamicina na dieta de novilhos Nelore apresentou respostas positivas sobre a
fermentacdo ruminal e o0 comportamento ingestivo. Entretanto, os efeitos
associativos benéficos da combinacao dos aditivos ndo puderam ser confirmados.

Palavras chave: Antibiético; Confinamento; Gado de corte; londforo; Nutricdo.
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Abstract

The current study was conducted to evaluate the effects of the
supplementation with salinomycin, virginiamycin, and their combination on ruminal
metabolism, digestibility, feeding behavior, and blood characteristics of Nellore steers
fed a high concentrate diet. Eight Nellore steers with 322 + 26 kg of initial body
weight were allotted to a replicated 4 x 4 Latin square, with four treatments and four
periods (16-day periods). Treatments were arranged in a 2 x 2 factorial design, with
two salinomycin levels (0 and 13 ppm) and two virginiamycin levels (0 and 15 ppm) in
the diet dry matter (DM). The experimental diets contained 80% concentrate in the
DM and were fed once daily at 08h00 to determine individual intake. In situ ruminal
degradability was determined using the nylon bag technique and feeding behavior
was determined by visually monitoring chewing activity of the animals. Apparent
nutrient digestibility was obtained by total fecal collection, whereas ruminal
fermentation was evaluated by determining rumen concentrations of short chain fatty
acids, ammonia nitrogen, lactate, and rumen pH. Ciliated protozoa counts were
performed using an optical microscope and blood characteristics were determined
using an automatic analyzer. Statistical analyses were conducted using the MIXED
procedure of SAS. There were no effects of salinomycin or virginiamycin on intake
variables. Salinomycin-treated animals showed lower (P < 0.05) values of effective
degradability (ED) and potential degradability (PD) of the sugarcane DM and neutral
detergent fiber (NDF) when compared with untreated animals. Similarly, ED and PD
of the sugarcane DM and NDF were lower (P < 0.02) for the virginiamycin treatment
when compared with the control group. There was an interaction (P = 0.03) between
salinomycin and virginiamycin levels on PD of the corn DM, but there were no effects
of virginiamycin on this variable within each salinomycin level. Crude protein
digestibility was higher (P = 0.01) for salinomycin-treated steers, whereas starch
digestibility was lower (P < 0.01) for animals receiving virginiamycin within the
salinomycin-treated group. Virginiamycin-treated steers showed higher (P = 0.01)
rumen concentration of propionate and lower (P < 0.05) rumen concentrations of
acetate, butyrate, and lactate, whereas ruminal ammonia nitrogen was higher (P =
0.01) for steers fed virginiamycin within the salinomycin-treated group. Animals
receiving virginiamycin showed higher (P < 0.03) total time spent ruminating and total
time spent chewing. These animals also showed higher (P = 0.05) blood lactate
concentrations. The inclusion of virginiamycin in the diet of Nellore steers showed
positive responses on ruminal fermentation and feeding behavior. However, the
beneficial associative effects of using salinomycin and virginiamycin in combination
could not be confirmed.

Keywords: Antibiotic; Beef cattle; Feedlot; lonophore; Nutrition.

2.1 Introducéo

O numero de bovinos terminados em confinamento no Brasil vem crescendo
substancialmente nos udltimos anos, e com isso, 0 aumento na propor¢cao de
concentrado das dietas se torna uma realidade. Em diversos confinamentos

comerciais no pais, a utilizacdo de racdes com menos de 25% de volumoso ja é
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pratica comum (MILLEN et al., 2011). No entanto, a maioria dos animais confinados
no Brasil é composta por bovinos da raca Nelore ou anelorados (MILLEN et al.,
2009), que ao serem alimentados com dietas com teores de concentrado superiores
a 75% da matéria seca (MS) podem apresentar desempenhos inferiores aos
estimados (ALMEIDA et al., 2010). Essa reducdo no desempenho pode ser
explicada, em partes, pela ocorréncia de desordens metabdlicas, como a acidose
ruminal, uma vez que racas zebuinas apresentam maior tendéncia ao
desenvolvimento desses distlrbios em relacdo as racas taurinas (BRAWNER et al.,
1969; ELAM, 1976).

A suplementacao com antibioticos ionéforos e ndo ionéforos € uma excelente
ferramenta de manejo nutricional para viabilizar a utilizacdo de dietas de alto
concentrado para zebuinos. Esses aditivos atuam principalmente sobre as bactérias
gram-positivas, responsaveis pela producdo de acetato, butirato, lactato e H:
(precursor do metano), selecionando as gram-negativas, produtoras de propionato e
succinato ou utilizadoras de acido latico (BERGEN; BATES, 1984; NAGARAJA,;
TAYLOR, 1987). Em virtude dessas alteragcdfes na populagcdo microbiana ruminal,
animais suplementados com antibiéticos iond6foros e ndo ionéforos podem
apresentar melhora na eficiéncia de utilizacdo da energia dos alimentos e reducéo
na ocorréncia de desordens metabdlicas.

A salinomicina é um antibidtico ionoforo inicialmente utilizado como
coccidiostatico em dietas de ruminantes e monogastricos (McALLISTER et al.,
1996). Quando utilizada como aditivo alimentar em dietas de bovinos de corte, a
salinomicina promove melhora na fermentacdo ruminal (MERCHEN; BERGER,
1985; REFFETT-STABEL et al., 1989), com consequente melhora no desempenho
animal (McCLURE et al., 1980; MERCHEN; BERGER, 1985). A virginiamicina € um
antibiotico ndo iondforo da classe das estreptograminas que também promove
melhora na fermentagao ruminal (NAGARAJA; TAYLOR, 1987; COE et al., 1999) e
no desempenho (ROGERS et al., 1995; SALINAS-CHAVIRA et al., 2009) de bovinos
de corte. Em ruminantes, a virginiamicina tem apresentado maior inibicdo na
producédo de acido latico em relacdo aos ionéforos (LANNA; MEDEIROS, 2007).

A suplementacdo de dietas de bovinos de corte com antibiéticos ionéforos e
nao ionoforos separadamente ja foi extensivamente estudada, e os resultados séo
consistentes em demonstrar melhora no desempenho animal e na fermentacao

ruminal. No entanto, estudos recentes tém indicado um possivel efeito aditivo sobre
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o desempenho animal quando virginiamicina e ionoforo séo utilizados em
combinac&o (SILVA et al., 2004; NUNEZ, 2008), o que torna necesséria a conducéo
de mais pesquisas nessa area. Dessa forma, o presente trabalho foi conduzido com
0 objetivo de avaliar os efeitos da suplementacdo com salinomicina, virginiamicina e
sua combinacdo sobre o metabolismo ruminal, a digestibilidade de nutrientes, o
comportamento ingestivo e as caracteristicas sanguineas de novilhos Nelore

alimentados com dieta de alto concentrado.

2.2 Material e métodos

Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo (FZEA/USP).

2.2.1 Animais, instalacdes e delineamento experimental

Oito novilhos da raca Nelore, portadores de canulas ruminais, com
aproximadamente 322 + 26 kg de peso vivo ao inicio do experimento, foram
alocados no delineamento em quadrado latino 4 x 4 replicado, com quatro
tratamentos em quatro periodos. Os tratamentos foram arranjados em esquema
fatorial 2 x 2, com dois niveis de salinomicina (0 e 13 ppm) e dois niveis de
virginiamicina (0 e 15 ppm) na MS da dieta. Os tratamentos foram distribuidos
aleatoriamente entre os animais em cada periodo, de modo que nenhum novilho
recebesse a mesma dieta mais de uma vez.

O experimento foi conduzido no Estdbulo Experimental do Departamento de
Zootecnia da FZEA/USP, que possui baias individuais, com comedouros de cimento
e bebedouros autométicos comuns a cada duas baias. Os animais foram confinados
por quatro periodos de 16 dias, com oito dias de adaptacdo seguidos por oito dias

de coletas, entre os meses de outubro e dezembro de 2010.

2.2.2 Dieta basal e tratamentos

A dieta basal, com 80% de concentrado na MS, foi formulada com o auxilio do
software de formulacdo de ragdes “Ragdo de Lucro Maximo 3.2” (RLM 3.2; LANNA
et al., 2010) utilizando-se os seguintes ingredientes: silagem de cana-de-acgucar,

milho moido, farelo de soja, farelo de trigo, calcério, ureia, nicleo mineral e cloreto



39

de potassio (Tabela 2.1). A composicdo quimica dos ingredientes é apresentada na
Tabela 2.2.

Tabela 2.1 - Composicao da dieta basal com base na matéria seca

Ingredientes (%) Dieta basal
Silagem de cana-de-agucar 20,00
Milho moido 60,10
Farelo de soja 7,80
Farelo de trigo 8,00
Calcério 1,70
Ureia 1,00
Nucleo mineralt 0,80
Cloreto de potassio 0,60
Composicéo guimica?

NDT, % MS 75,98
ED, Mcallkg MS 3,35
EM, Mcal/kg MS 2,75
ELm, Mcal/kg MS 1,82
ELg, Mcallkg MS 1,19
Amido, % MS 39,63
PB, % MS 15,73
PDR, % PB 51,90
EE, % MS 3,05
FDN, % MS 24,92
FDNiforragem, % MS 13,95

1Composicdo: 16% Ca; 9% P; 1,4% Mg; 1,5% S; 11,4% Na; 17% CI; 4800 mg/kg Zn; 1500 mg/kg Cu;
1200 mg/kg Mn; 150 mg/kg Co; 90 mg/kg I; 36 mg/kg Se; 900 mg/kg F.

2NDT: nutrientes digestiveis totais; ED: energia digestivel; EM: energia metabolizavel, ELm: energia
liquida para mantenca; ELg: energia liquida para ganho; PB: proteina bruta; PDR: proteina degradavel
no rumen; EE: extrato etéreo; FDN: fibra insollvel em detergente neutro; FDNrorragem: fibra insoltvel
em detergente neutro proveniente da forragem.

Os quatro tratamentos foram estabelecidos em funcdo dos niveis de
salinomicina e virginiamicina incluidos na dieta basal: 1) 0 ppm de salinomicina e 0
ppm de virginiamicina; 2) 13 ppm de salinomicina e 0 ppm de virginiamicina; 3) 0O
ppm de salinomicina e 15 ppm de virginiamicina; 4) 13 ppm de salinomicina e 15

ppm de virginiamicina.
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Tabela 2.2 - Composicao quimica dos ingredientes

N 1 Silagem de Milho Farelo de Farelo de
utrientes . . . :
cana-de-agucar moido soja trigo
MS, % 23,18 88,17 90,08 91,03
NDT, % MS 54,67 88,38 81,53 69,66
ED, Mcallkg MS 2,41 3,90 3,59 3,07
EM, Mcal/kg MS 1,98 3,20 2,94 2,52
ELm, Mcal/lkg MS 1,13 2,19 1,98 1,62
ELg, Mcal/kg MS 0,57 1,51 1,33 1,02
Amido, % MS 0,00 61,54 2,80 30,30
PB, % MS 3,53 11,09 53,50 17,41
PDR, % PB 52,00 49,00 62,18 75,30
EE, % MS 1,15 3,97 1,83 3,61
FDN, % MS 69,77 10,58 14,66 43,34
FDA, % MS 46,02 3,46 9,39 13,39
Lignina, % MS 7,55 0,73 1,08 4,50
NFDN, % PB 17,70 5,18 8,85 19,14
NFDA, % PB 18,43 7,74 7,89 4,46
MM, % 3,81 1,81 7,15 5,54

IMS: matéria seca; NDT: nutrientes digestiveis totais; ED: energia digestivel, EM: energia
metabolizavel; ELm: energia liquida para mantenca; ELq: energia liquida para ganho; PB: proteina
bruta; PDR: proteina degradavel no rimen; EE: extrato etéreo; FDN: fibra insolivel em detergente
neutro; FDA: fibra insollvel em detergente acido; NFDN: nitrogénio ligado ao FDN; NFDA; nitrogénio
ligado ao FDA; MM: matéria mineral.

2.2.3 Consumo individual

Tanto nos periodos de coleta como nos periodos de adaptacao, foi realizado
um trato didrio as 08h00, no qual o concentrado era misturado a silagem nos cochos
individuais, e em seguida a dieta completa era disponibilizada aos animais. Os
aditivos foram adicionados a dieta completa por meio de mistura com fuba de milho
(10 g mistura/kg MS). O consumo diario de MS foi obtido pela diferenca entre a
quantidade oferecida e as sobras, que foram quantificadas no dia seguinte.
Procurou-se manter a quantidade de sobras na propor¢cédo de 5 a 10% do total
oferecido, garantindo oferta ad libitum aos animais.

Amostras de silagem foram coletadas a cada dois dias para determinacéo da
MS, com o objetivo de ajustar o consumo para uma proporcao fixa de
volumoso:concentrado. Amostras da dieta oferecida e das sobras foram coletadas
trés vezes por semana, e ao final de cada periodo constituiram amostras compostas
por animal para determinacdes bromatoldgicas, que foram baseadas nas fracdes

exigidas para estimar os nutrientes digestiveis totais (NDT) pela equacdo proposta
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por Weiss; Conrad e St Pierre (1992). Assim, foram determinados os teores de MS,
matéria mineral (MM), extrato etéreo (EE) e proteina bruta (PB) de acordo com a
Association of Official Analytical Chemists - AOAC (1990); fibra insolavel em
detergente neutro (FDN), fibra insolivel em detergente acido (FDA) e lignina de
acordo com metodologia sugerida por Van Soest; Robertson e Lewis (1991),
utilizando amilase nas determina¢des de FDN; nitrogénio ligado ao FDN (NFDN) e
nitrogénio ligado ao FDA (NFDA) segundo Licitra; Hernandez e Van Soest (1996).
Amostras da dieta oferecida e das sobras também foram analisadas para
determinacao dos teores de amido de acordo com Knudsen (1997).

O NDT foi estimado por meio da equacao proposta por Weiss; Conrad e St
Pierre (1992), apresentada na eq. 2.1. Os valores de NDT foram convertidos em
energia digestivel (ED) (eq. 2.2), energia metabolizavel (EM) (eq. 2.3) e energia
liquida para mantenca (ELm) (eq. 2.4) e ganho (ELg) (eq. 2.5) de acordo com o
National Research Council (1996). O consumo de cada nutriente foi obtido pela

diferenca entre o teor do nutriente no oferecido e nas sobras.

NDT = 0,98(1000 — FDNy — PB — MM — NFDA; — EE) +

LIG
— — 0,667 | __
0,75(FDNy — LIG) [1 G5 NN) ] 70

Em que:

FDNn = nitrogénio ajustado a fibra insolivel em detergente neutro, %; FDNn = FDN -
NFDN + NFDA;;

NFDAi = nitrogénio indisponivel complexado a FDA, %; NFDAIi = 0,7NFDA,;

kaps = digestibilidade verdadeira da PB; kars = exp(-0,0012NFDA), para forragens;
kdaps = 1- 0,0004NFDA, para concentrados.

1kg NDT = 4,409Mcal ED (2.2)

EM,Mcal/kg = 0,82ED (Mcal/kg) (2.3)

EL,,, Mcal/kg = 1,37EM — 0,138EM? + 0,0105EM3 — 1,12 (2.4)
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ELy, Mcal/kg = 1,42EM — 0,174EM? + 0,0122EM?3 — 1,65 (2.5)

2.2.4. Degradabilidade ruminal in situ

A determinacéo da degradabilidade ruminal in situ foi realizada de acordo com
Mehres e @rskov (1977), com o auxilio de sacos de nailon de 10 x 20 cm e poros de
50 um (Ankom, R1020-10 x 20 cm, forage bags, 14502, NY, Estados Unidos). Os
sacos de nailon foram identificados, pesados individualmente e, entdo, receberam
amostras de aproximadamente 7 g de silagem de cana-de-acucar ou 5 g de farelo
de soja ou milho, previamente secas a 55°C por 72 h e moidas em moinho com
peneira de 5 mm (silagem de cana-de-agucar) ou 2 mm (farelo de soja e milho).

Os sacos de nailon foram inseridos no rimen as 08h00 do primeiro dia de
coleta e incubados durante 3, 6, 12, 24, 48 e 72 h para as amostras de farelo de soja
e milho, e durante 12, 24, 48, 72, 96 e 120 h para as amostras de silagem de cana-
de-aclcar. Apés a retirada, os sacos foram lavados e secos em estufa a 55°C por 72
h. Para a obtencdo do tempo zero, os sacos foram mergulhados em agua aquecida
a 39°C por 5 min e secos da mesma forma que aqueles incubados no rimen.

Apés a secagem, todos os sacos foram pesados, e a degradabilidade foi
determinada em funcé@o do peso das amostras antes e apos a incubacéo (eq. 2.6).
Foram determinadas as degradabilidades da MS nas amostras de silagem de cana-
de-acucar, farelo de soja e milho (AOAC, 1990), PB nas amostras de farelo de soja
(AOAC, 1990) e FDN nas amostras de silagem de cana-de-agucar (VAN SOEST;
ROBERTSON; LEWIS, 1991). A FDN foi determinada com a utilizagéo de amilase.

(1—(PSPI-PSV)

DgMS (%) = 100 x ( (PSAI-PSV)

) (2.6)

Em que:

DgMS (%) = degradabilidade da MS em porcentagem;
PSPI = peso do saco apos incubacao;

PSAI = peso do saco antes da incubacéao;

PSV = peso do saco vazio.

Os percentuais de degradabilidade da PB e FDN foram calculados por meio

da mesma equacgao (eq. 2.6) utilizada para determinar a degradabilidade da MS,
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sendo as diferencas (PSPI - PSV) e (PSAI - PSV) multiplicadas pelos respectivos
teores de PB e FDN divididos por 100.

Os parametros de degradacao foram estimados pelo modelo proposto por
@rskov e McDonald (1979) (eq. 2.7), e os valores de "a", "b" e "c" obtidos foram
utilizados para calcular a degradabilidade potencial (DP) (eq. 2.8), que representa a
guantidade de alimento solubilizado ou degradado no rimen quando o tempo nédo é
fator limitante, e a degradabilidade efetiva (DE) de acordo com @rskov; Hovell e
Mould (1980) (eq. 2.9), que representa a quantidade de alimento efetivamente
degradado em funcdo do tempo no qual 0 mesmo permanece no rumen. Para o
presente estudo, considerou-se a taxa de passagem de 5%/h de acordo com
recomendagéo do Agricultural and Food Research Council (1993) para bovinos de
corte em alto nivel de alimentacdo, mas consumindo menos do que duas vezes a

mantenca.

Dg (%) =a+ (bx(1—e ")) (2.7)

Em que:

Dg = quantidade degradada no tempo t;

a = fracdo rapidamente soluvel;

b = fracdo potencialmente degradavel;

c = taxa horaria de degradacao da fracéo potencialmente degradavel;

e = log natural de "-ct".

DP (%) =a+b (2.8)

Em que:

DP = degradabilidade potencial;

DE (%) = a + (%) (2.9)

Em que:
DE = degradabilidade efetiva;
k = taxa de passagem da MS, %/h.
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2.2.5 Digestibilidade aparente e caracteristicas fecais

A digestibilidade aparente da MS, PB, amido e FDN foram determinadas por
meio das concentragdes desses nutrientes na ragao consumida e nas fezes. Dessa
forma, realizou-se a coleta total de fezes por trés dias consecutivos (dias 6, 7 e 8
dos periodos de coleta), sendo as mesmas pesadas, homogeneizadas e amostradas
em 5% do total excretado. As amostras foram congeladas (uma amostra por animal
por periodo) para posteriores andlises de MS e PB (AOAC, 1990), amido
(KNUDSEN, 1997) e FDN (VAN SOEST; ROBERTSON; LEWIS, 1991) utilizando
amilase. O calculo da digestibilidade foi realizado por meio da equacao a seguir (eq.
2.10).

Digest. aparente (%) — (g nutriente consumido)— g nutriente nas fezes % 100 (2. 10)

(g nutriente consumido)

Nos dias de coleta total, as 08h00 e as 20h00, também foram realizadas
medicbes do pH fecal. Imediatamente apds a coleta, 4 g de fezes frescas foram
misturadas a 4 mL de agua deionizada e o pH foi determinado com auxilio de

potencidémetro digital calibrado com solu¢des-tampéao de pH 4,01 e 7,01.

2.2.6 Fermentacéao ruminal

Para as andlises de fermentacdo ruminal, amostras de liquido foram
coletadas do rumen antes da alimentagcdo (0 h) e 2, 4, 6 e 8 horas apo0s o
fornecimento das dietas, no quinto dia de coleta de cada periodo experimental. As
determinacdes do pH ruminal foram realizadas em aliquotas de 100 mL das
amostras, imediatamente apds a coleta, com auxilio de potencidmetro digital
calibrado com solucdes-tampao de pH 4,01 e 7,01. As medi¢cdes foram realizadas
diretamente nas amostras de liquido ruminal.

Para as determinac¢des das concentracdes ruminais de &cidos graxos de
cadeia curta (AGCC), aliquotas de 40 mL das amostras foram congeladas a -18°C,
imediatamente apdés as coletas, para posterior analise. Os AGCC quantificados
foram: acético, propibnico, isobutirico, butirico, isovalérico e valérico. No momento
da analise, as amostras foram descongeladas e 1,0 mL de fluido ruminal, 0,250 mL
de solucédo 3:1 de acido metafosforico 25% com acido férmico 98-100% e 0,125 mL

de solucdo 100 mM de acido 2-etil-butirico (padrdo interno) foram pipetados em
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microtubos de 1,5 mL e centrifugados (Eppendorf 5804R, Hamburgo, Alemanha) a
15000 x g por 30 min a 4°C. Apos a centrifugacao, cerca de 1,0 mL do sobrenadante
foi transferido para vials cromatograficos, sendo 1 pL injetado em cromatégrafo
gasoso (CG HP 7890A; Injetor HP 7683B, Agilent Technologies) equipado com
coluna capilar HP-FFAP (19091F-112; 25 m; 0,320 mm; 0,50 um; J & W Agilent
Technologies). A injecdo foi automatica, sendo o H2 o gas de arraste, mantido em
um fluxo de 31,35 mL/min. A temperatura do injetor e do detector foi de 260°C. O
tempo total da corrida cromatografica foi de 16,5 min divididos em trés rampas de
aguecimento: 80°C (1 min), 120°C (20°C/min; 3 min) e 250°C (10°C/min; 2 min).

A curva de calibracdo externa foi determinada com padrdes cromatograficos
(Chem Service, West Chester, PA, EUA) de acido acético (99,5%; CAS 64-19-97),
propibnico (99%; CAS 79-09-4), isobutirico (99%; CAS 79-31-2), butirico (98,7%;
CAS 107-92-6), isovalérico (99%; CAS 503-74-2) e valérico (99%; CAS 109-52-4). A
solucédo-padrdo de maior concentracdo continha 205,695 mM de acido acético,
54,522 mM de acido propidnico, 6,107 mM de &cido isobutirico, 46,266 mM de acido
butirico, 9,008 mM de acido isovalérico e 8,910 mM de &cido valérico. As solucbes-
padrdo subsequentes foram obtidas através de diluicbes da solucdo de maior
concentracdo por 1/2, 1/4, 1/8 e 1/16. A preparacdo dos vials cromatograficos de
solugdes-padréo foi realizada da mesma forma que as amostras citadas
anteriormente.

Para as andlises de nitrogénio amoniacal, as amostras de liquido ruminal
foram descongeladas e centrifugadas (Eppendorf 5804R, Hamburgo, Alemanha) a
1570 x g por 15 min a 24°C. ApGs a centrifugacéo, 5 mL do sobrenadante foram
pipetados em tubos de digestéo, e a destilagdo foi realizada com destilador micro-
Kjeldahl, utilizando-se 10 mL de solucdo de tetraborato de sédio 5% no funil do
aparelho e 10 mL de acido bérico em baldo de Erlenmeyer na saida do nitrogénio
amoniacal. A titulacdo foi realizada utilizando-se &cido sulftrico (H2SO4) 0,05 N. O
teor de nitrogénio amoniacal, em porcentagem, foi determinado por meio da eq.

2.11, e a conversao para mg/dL foi realizada ao multiplicar o valor obtido por 1000.
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(normalidade H,SO4 X miliequivalente do Nx100)

% N amoniacal = (2.11)

(volume da amostra X volume H,S0,)

Em que:

Normalidade do H2S04 = 0,05;
Miliequivalente do N = 0,014;
Volume da amostra =5 mL;

Volume H2SO4 = volume de acido sulfdrico, em mL, gasto na titulagéao.

As concentra¢gfes ruminais de acido latico foram determinadas por meio de
técnica colorimétrica. O reagente precipitante foi preparado por meio da adicao de
23,29 mL de &cido fosforico 85% P.A. em baldo volumétrico de 1000 mL, e o volume
completado com agua deionizada. Para o preparo do reagente de cor, 1,5 g de
hidroxi-bifenil foram adicionados em baldo volumétrico de 100 mL, e o volume
completado com dimetilformamida. As amostras de fluido do rdamen foram
descongeladas e centrifugadas (Eppendorf 5804R, Hamburgo, Alemanha) a 15000 x
g por 15 min a 4°C, e o sobrenadante foi transferido para microtubos de 1,5 mL. Em
seguida, 100 pL de amostra foram transferidos dos microtubos para tubos de ensaio
de 5 mL contendo 3,90 mL de reagente precipitante, com posterior homogeneizacao
em agitador mecanico. De forma semelhante, o padréao foi preparado por meio da
adicdo de 100 pL de solugcédo de acido latico 0,08% em tubo de ensaio de 5 mL
contendo 3,90 mL de reagente precipitante, seguida de homogeneizacdo em
agitador mecanico.

As etapas seguintes foram conduzidas da mesma forma tanto para as
amostras como para o padrédo. Para a realizacdo da reagédo de conversdo de acido
latico a acetaldeido, 1 mL do sobrenadante foi transferido dos tubos de ensaio de 5
mL para tubos de ensaio de 10 mL, com posterior adicdo de 6 mL de H2SOa4
concentrado (98% P.A.) e homogeneizacdo em agitador mecanico. Os tubos foram
colocados em banho-maria a 80°C por 3 min e esfriados em agua corrente por 2
min. Em seguida, 100 pL de reagente de cor foram adicionados aos tubos, com
posterior homogeneizacdo e descanso por 10 min. Os tubos foram novamente
colocados em banho-maria a 100°C por 3 min e esfriados em agua corrente por 2
min. Finalmente, foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro (Nova-

2000UV) a 565 nm, sendo a coloracdo obtida estavel por no maximo 1 h. A
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concentracdo de &cido latico, em porcentagem, foi obtida pela eq. 2.12, e a
conversdo para mM foi obtida pela multiplicacdo do valor obtido por 10000, com

posterior divisdo pelo peso molecular do acido latico (90,08 g/mol).

) _ Absorbancia da amostra

Acido latico (% x 0,08 (2.12)

Absorbania do padrio

2.2.7 Comportamento ingestivo

O comportamento ingestivo foi avaliado por meio do monitoramento visual da
alimentagdo e da ruminagao dos animais durante 24 h (MAEKAWA et al., 2002),
com inicio as 08h00 do terceiro dia de coleta e término as 08h00 do quarto dia de
coleta, em cada um dos periodos experimentais. As atividades de alimentacdo e
ruminacéo foram anotadas a cada 5 min, assumindo-se que cada atividade persistiu
pelo préximo intervalo de 5 min. Um evento de alimentagdo foi definido como no
minimo 5 min de atividade de alimentacdo seguido por, no minimo, 5 min de outra
atividade. A soma de todos os eventos de alimentacdo representa o numero diario
de eventos de alimentacdo (NEA; eventos/dia). O numero diario de eventos de
ruminagado (NER; eventos/dia) foi definido da mesma forma.

O tempo total de alimentacdo (TTA; min/dia) foi definido como a soma dos
tempos de cada um dos eventos com no minimo 5 min de duracdo nos quais o
animal passou se alimentando. O tempo médio de alimentacdo por evento (TAE;
min/evento) foi obtido pelo TTA dividido pelo NEA. O tempo total de ruminacéo (TTR,;
min/dia), da mesma forma, foi definido como a soma dos tempos de cada um dos
eventos de ruminacdo, enquanto o tempo médio de ruminacdo por evento (TRE;
min/evento) foi obtido pela razéo entre o TTR e o NER. O tempo total de mastigagao
(TTM; min/dia) foi calculado pela soma do TTA e do TTR. O numero diario de
eventos de mastigacdo (NEM; eventos/dia) foi obtido pela soma do NEA e do NER,
enguanto o tempo médio de mastigacéo por evento (TME; min/evento) foi calculado
pela razdo entre 0 TTM e o NEM. O tempo total em 6écio (TTO; min/dia) foi obtido
pelo TTM subtraido do periodo total de 24 h (1440 min).

A taxa de ingestédo (Tlvs e Tlron da MS e FDN, respectivamente; g/min) foi
calculada pelo consumo de MS ou FDN no dia da avaliacao dividido pelo TTA. A
taxa de ingestdo por evento (TIEws e TIEron da MS e FDN, respectivamente;
g/evento) foi determinada como sendo a razdo entre o consumo de MS ou FDN no
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dia da avaliacdo e o NEA. Também foram determinadas as taxas de ruminacgao
(TRms e TRron da MS e FDN, respectivamente; min/kg) e mastigacéo (TMwms € TMron
da MS e FDN, respectivamente; min/kg) da MS e FDN, em que o TTR ou o0 TTM
foram divididos pelas quantidades ingeridas desses nutrientes no dia da avaliacao.

2.2.8 Protozoarios ciliados

Foram realizadas coletas de liquido ruminal, antes da alimentacao e 4 h apés,
no quinto dia do periodo de coletas, para identificacdo e contagem dos seguintes
géneros de protozoarios ciliados: Entodinium, Diplodinium, Isotricha, Dasytricha,
Eudiplodinium, Epidinium e Ostracodinium. Para tanto, aliquotas de 10 mL de liquido
ruminal foram transferidas para frascos de vidro contendo 20 mL de solugéo de
formaldeido 37%, e permaneceram em repouso até o momento das analises. O
preparo das amostras foi realizado de acordo com metodologia proposta por
Dehority (2003), e a contagem foi realizada por meio de microscopio 6ptico comum

provido de reticulo com area de 0,4362 mm?.

2.2.9 Caracteristicas sanguineas

No sexto dia de coleta, 2 h apds a alimentacdo, amostras de sangue foram
coletadas da veia jugular dos animais. O sangue foi colhido em seringa plastica sem
a adicdo de anticoagulante, e utilizado imediatamente em analisador automatico
portatil i-STAT, equipado com cartucho CG4+ (i-STAT system; Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL, Estados Unidos). Foram realizadas determinagfes de pH,

concentracéo de lactato e concentracdo de bicarbonato (HCO3') do sangue.

2.2.10 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa estatistico
computacional SAS (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM, 2002), e os resultados
foram analisados como quadrado latino 4 x 4 replicado, em esquema fatorial 2 x 2 de
tratamentos, sendo cada animal em cada periodo e em cada quadrado considerado
a unidade experimental. A normalidade dos residuos foi verificada pelo Teste de
Shapiro-Wilk (procedimento UNIVARIATE), e os dados que nao apresentaram
distribuicdo normal foram submetidos a transformacdo logaritmica de base 10,
inversa ou pela raiz quadrada. Os resultados foram analisados pelo procedimento

MIXED e as médias dos tratamentos foram ajustadas pelo método dos quadrados
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minimos (LSMEANS). Quando observada diferenca significativa pelo teste F (P <
0,05), as médias foram separadas pelo teste t de Student (PDIFF). Tendéncias
foram discutidas quando 0,05 < P < 0,10.

Para medidas néo repetidas no tempo, o0 modelo incluiu os efeitos aleatérios
de animal dentro de quadrado, periodo e quadrado, e os efeitos fixos de nivel de
salinomicina, nivel de virginiamicina e da interacao nivel de salinomicina x nivel de
virginiamicina. Para medidas repetidas no tempo, o modelo incluiu os efeitos
aleatérios de animal dentro de quadrado, periodo e quadrado, e os efeitos fixos de
nivel de salinomicina, nivel de virginiamicina, tempo de coleta e das interacdes nivel
de salinomicina x nivel de virginiamicina, nivel de salinomicina x tempo de coleta,
nivel de virginiamicina x tempo de coleta e nivel de salinomicina x nivel de

virginiamicina x tempo de coleta.

2.3 Resultados e discusséo

2.3.1 Consumo de nutrientes

N&o houve efeito de nivel de salinomicina ou virginiamicina sobre 0 consumo
de matéria seca (CMS), e uma vez que apenas uma dieta basal foi utilizada nesse
experimento, os consumos de NDT, ED, EM, PB, FDN e amido também n&o
diferiram entre os tratamentos (Tabela 2.3). A suplementacdo com antibiéticos
ion6foros e nao iondforos em dietas de alto concentrado geralmente reduz a
ingestao, uma vez que esses aditivos promovem alteracdes na fermentagéao ruminal,
com consequente aumento na disponibilidade de energia dos alimentos para os
animais (BERGEN; BATES, 1984). Essa maior disponibilidade energética faz com
gue uma menor ingestdo forneca a mesma quantidade de energia, e assim, as
exigéncias dos animais passam a ser atendidas com menos alimentos, o0 que
caracteriza 0 mecanismo quimiostatico de regulacdo de consumo (LANNA;
MEDEIROS, 2007). No entanto, a auséncia de diferenca no CMS entre os niveis de
salinomicina e virginiamicina observada no presente estudo sugere que ndo houve
limitacdo na ingestéo de alimentos em virtude do suprimento da demanda energética
dos animais.

Resultados semelhantes foram encontrados por Salinas-Chavira et al. (2009),
gue ndo detectaram diferencas no CMS de novilhos Holandeses confinados com

dietas de alto concentrado (cerca de 90%) e suplementados com trés niveis de
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virginiamicina (0, 16 ou 22,5 ppm). No entanto, apesar de nao ter havido efeito sobre
o CMS, a eficiéncia alimentar aumentou linearmente com a inclusdo de
virginiamicina. Da mesma forma, Rogers et al. (1995) observaram melhora na
conversao alimentar de bovinos tratados com virginiamicina, mas sem afetar o CMS.
Nesses experimentos, o aumento na eficiéncia alimentar sem alteracdo no CMS
também sugere que a maior disponibilidade de energia da dieta, promovida pela
inclusdo do antibiético, ndo foi suficiente para reduzir a ingestdo de alimentos em

razdo do suprimento das demandas energéticas dos animais.

Tabela 2.3 - Efeitos dos niveis de salinomicina e virginiamicina sobre as variaveis de
consumo de nutrientes

Tratamento? Valor de P#

Item? Nivel SL (ppm) Nivel VM (ppm) EPM3 SL VM SL x

0 13 0 15 VM

CMS, 682 6,76 6.80 6,77 016 070 083 0,70
kg/dia

CNDT, 519 514 517 515 012 068 088 071
kg/dia

CED, 2287 2266 2281 2272 054 069 086 071
Mcal/dia
CEM.,

| 1875 1858 1870 1863 044 069 087 071
Mcal/dia
CPB,

. 1,09 1,08 1,09 1,08 002 071 087 071
kg/dia

kCFD'\L 170 1,68 1,70 1,68 004 045 045 0,52
g/dia

%’fdri‘;'do’ 261 259 260 260 007 079 099 0,77

ICMS = consumo de matéria seca; CNDT = consumo de nutrientes digestiveis totais, CEM =
consumo de energia metabolizavel; CPB = consumo de proteina bruta; CFDN = consumo de fibra
insolivel em detergente neutro; CAmido = consumo de amido. ?Nivel SL = nivel de salinomicina na
MS; Nivel VM = nivel de virginiamicina na MS. °Erro padrdo da média. “SL = efeito do nivel de
salinomicina; VM = efeito do nivel de virginiamicina; SL x VM = efeito da interagdo nivel de
salinomicina x nivel de virginiamicina.

Zinn (1986) também n&o observou diferenca no CMS de bovinos
suplementados com cinco niveis de salinomicina (0 a 22 ppm) em dietas contendo
90% de concentrado. Resultados semelhantes foram obtidos por Gibb et al. (2001),
que também nao relataram diferencas no CMS para animais suplementados com 13
ppm de salinomicina em relacdo ao controle.

Por outro lado, Silva et al. (2004) observaram que novilhos Nelore

suplementados com a combinagdo de salinomicina e virginiamicina em dieta
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contendo 77% de concentrado na MS apresentaram maior CMS em relacdo aos
animais que receberam os aditivos isolados, enquanto novilhos ndo suplementados
apresentaram consumos intermediarios. Merchen e Berger (1985), ao trabalharem
com cinco niveis de suplementacédo de salinomicina (0 a 33 ppm) para bovinos em
terminacdo alimentados com racdo contendo 85% de concentrado, verificaram

reducao quadratica no CMS com o aumento na inclusao do ion6foro na dieta.

2.3.2 Degradabilidade ruminal in situ

N&o houve efeito de nivel de salinomicina sobre a fracao rapidamente solavel
("fracdo a") e a taxa horaria de degradacdo da fracao potencialmente degradavel
("taxa c") da MS ou da FDN da silagem de cana-de-agucar (Tabela 2.4). Contudo,
houve reducao na fracdo potencialmente degradavel (“fracdo b") da MS (P = 0,03) e
da FDN (P = 0,02) desse volumoso para animais suplementados com o ionoéforo, o
gue explica as reducdes observadas na DE (P = 0,05 e 0,04 para MS e FDN,
respectivamente) e DP (P < 0,01) de ambos os nutrientes com a inclusdo de
salinomicina na dieta.

De forma semelhante, ndo houve diferenca na "fracdo a" e na "taxa c" da MS
e da FDN da silagem entre os niveis de virginiamicina estudados, mas a inclusédo do
antibiético reduziu a "fracéo b" de ambos os nutrientes (P = 0,01 e 0,03 paraa MS e
a FDN, respectivamente) (Tabela 2.4). Com isso, os valores de DE e DP da MS e da
FDN da silagem de cana-de-acucar foram reduzidos (P < 0,02) com a adi¢do de
virginiamicina nas dietas.

Em geral, o fornecimento de dietas de alto concentrado para bovinos promove
reducdo no pH do ramen, com consequente diminuicdo na atividade celulolitica das
bactérias desse compartimento, o que causa reducédo na degradabilidade ruminal da
fracao fibrosa dos alimentos (GRANT; MERTENS, 1992; KRAJCARSKI-HUNT et al.,
2002). Assim, com a incluséo de aditivos antimicrobianos capazes de estabilizar a
fermentacdo e controlar a reducdo do pH, espera-se que o ambiente ruminal se
torne mais favoravel a proliferacdo de bactérias celuloliticas, com resultante
aumento na degradabilidade da fibora (OSBORNE et al., 2004). No entanto, em
situacdes nas quais a reducao no pH do rimen ndo é determinante, as alteracdes na
populacdo microbiana ruminal promovidas por esses aditivos, principalmente em
animais que nao foram previamente adaptados aos mesmos, podem prejudicar a

atividade das bactérias celuloliticas, com consequente reducdo na degradabilidade
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ruminal da fibra (SIMPSON, 1978; POOS; HANSON; KLOPFENSTEIN, 1979), o que

pode ter ocorrido no presente estudo.

Tabela 2.4 - Efeitos dos niveis de salinomicina e virginiamicina sobre
degradabilidade da matéria seca e da fibra insolivel em detergente
neutro da silagem de cana-de-acucar

Tratamento? Valor de P*
Item? Nivel SL (ppm) Nivel VM (ppm) EPM3 SL VM SL x
0 13 0 15 VM

Degradabilidade da MS

;ra@éoa’ 21,78 21,49 21,35 21,92 1,14 049 019 0,20

Fracaob. 2r6g 2076 2304 2040 063 003 001 0,60

I@?ﬁ(ac' 3.56 4,26 4,17 3,65 026 010 021 0,78

DE,
%

zp, 4446 4225 4439 4232 121 <001 <001 0.10
Degradabilidade da FDN

;ragéoa’ 6,21 593 6,04 6,11 1,10 0,34 0,68 0,42

;ragéob, 29,17 26,39 2905 2651 081 002 003 044

;}%ac’ 277 331 3,30 2,78 020 014 014 0,97

OE: 12,76 11,69 13,34 1111 118 004 <001 0,39
(I)zP, 31,33 28,17 30,86 28,64 1,388 <0,00 0,02 0,13
'Fracdo a = fragdo rapidamente sollvel; Fragdo b = fragcdo potencialmente degradavel; Taxa c = taxa
horaria de degradacdo da fracdo potencialmente degradavel;, DE = degradabilidade efetiva
(considerando uma taxa de passagem de 5%/h); DP = degradabilidade potencial. ?Nivel SL = nivel
de salinomicina na MS; Nivel VM = nivel de virginiamicina na MS. °Erro padrdo da média. SL =
efeito do nivel de salinomicina; VM = efeito do nivel de virginiamicina; SL x VM = efeito da interacéo

nivel de salinomicina x nivel de virginiamicina.

31,44 30,56 31,85 30,15 089 0,05 <0,00 0,57

Resultados similares foram obtidos por Poos; Hanson e Klopfenstein (1979),
que relataram reducao na degradabilidade ruminal da MS e da fibra com a incluséao
de niveis crescentes de monensina (0, 22 e 38 ppm) na dieta de ovinos. Van Nevel e
Demeyer (1992), em ensaio in vitro, observaram que a virginiamicina e a
salinomicina sé&o potentes inibidores da degradacao ruminal da fracédo fibrosa dos
alimentos. Da mesma forma, Haimoud et al. (1995) observaram reducdo na
degradabilidade ruminal da fibra em vacas holandesas suplementadas com 33 ppm

de monensina em relacdo ao grupo sem aditivos. Vagnoni et al. (1995) também
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observaram reducdo na degradacdo ruminal da MS e da FDN de feno de capim
Coast Cross com a inclusdo de monensina na dieta de novilhos holandeses, o que
esta de acordo com o resultados apresentados neste estudo.

Por outro lado, Dinius et al. (1976) ndo observaram efeito da inclusao de
monensina sobre a degradabilidade ruminal da celulose em novilhos previamente
adaptados ao ionéforo. Hristov et al. (2000) também n&o observaram efeito da
incluséo de salinomicina sobre a degradacéo ruminal da MS de silagem de alfafa em
novilhos Jersey alimentados com dieta contendo cerca de 70% de graos de cevada.
Similarmente, Salinas-Chavira et al. (2009) ndo observaram efeitos da inclusdo de
virginiamicina sobre a degradabilidade ruminal da FDN de novilhos holandeses, o
que difere dos resultados obtidos no presente estudo.

N&o foram observados efeitos de nivel de salinomicina ou virginiamicina sobre
as variaveis de degradabilidade ruminal da MS do farelo de soja avaliadas, assim
como ndo houve efeito de nivel de virginiamicina sobre as variaveis de
degradabilidade ruminal da PB daquele alimento (Tabela 2.5). Por outro lado, a
suplementacdo com salinomicina promoveu aumento na "fracdo a" (P = 0,04) e
reducao na "fracdo b" (P = 0,03) da PB do farelo de soja, mas sem alterar a "taxa c",
a DE e a DP.

De acordo com Bergen e Bates (1984), a inclusdo de ionéforos em dietas de
bovinos pode reduzir a degradacdo ruminal da proteina, com consequente aumento
na quantidade de proteina de escape. Isso pode ocorrer tanto em virtude da reducao
na populacdo de bactérias proteoliticas como por algum efeito direto dos aditivos
sobre as atividades de protedlise e desaminacdo (VAN NEVEL; DEMEYER, 1977).
No entanto, no presente estudo, esses efeitos ndo puderam ser confirmados, uma
vez que a reducdo na "fracdo b" promovida pela inclusdo de salinomicina foi
compensada pelo aumento na "fragdo a", o que resultou em valores de DP
semelhantes entre os niveis do ionéforo. Além disso, é importante ressaltar que
valores de DP acima de 100%, como 0s observados neste experimento, S&o
comumente observados para alguns alimentos quando procedimentos estatisticos
baseados em modelos nao lineares sao utilizados para determinar as curvas de
degradacdo (MOGENTALE et al., 2010).

Resultados semelhantes foram encontrados por Rodrigues; Lucci e Melotti
(2000), que verificaram aumento na "fracdo a" e reducdo na "fracdo b" da PB do

farelo de soja em vacas mesticas suplementadas com lasalocida e alimentadas com
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racdes contendo dois niveis de concentrado. No entanto, esses autores observaram
tendéncia de reducdo na DP da PB com a inclusdo do ion6foro nas dietas, o que néo
foi observado no presente estudo. Salinas-Chavira et al. (2009) também néo
observaram efeito da inclusdo de virginiamicina sobre a degradabilidade ruminal dos
compostos nitrogenados em novilhos holandeses, o que estd de acordo com o0s
resultados obtidos neste experimento. Por outro lado, vacas de leite suplementadas
com monensina apresentaram reducéo na degradacgao ruminal da PB em relagéo ao
grupo controle, fato que promoveu aumento na quantidade de proteina dietética
disponivel para digestdo no intestino (HAIMOUD et al., 1995).

Tabela 2.5 - Efeitos dos niveis de salinomicina e virginiamicina sobre degradabilidade
da matéria seca e da proteina bruta do farelo de soja

Tratamento? Valor de P*
Item? Nivel SL (ppm) Nivel VM (ppm) EPM3 SL VM SL x
0 13 0 15 VM

Degradabilidade da MS

;rac;éoa, 2533 2551 2521 2564 033 073 041 037

fracaob. 7376 7316 7366 7327 041 038 056 0,70

jaxac. 1011 1009 10,27 993 042 094 087 0093
DE,

% 74,07 73,98 73,95 74,09 0,56 0,94 0,90 0,88

E/zp’ 9909 9868 98,386 9891 016 020 089 052
Degradabilidade da PB
Fracaoa, ggg 812 6.90 7.02 059 004 091 037

%

;ra@éc’b’ 9489 9231 9369 9351 062 003 087 032

J&ac. 1016 995 1025 98 053 092 093 096
OE, 6808 6872 6832 6848 085 068 092 093
Al 100,41 10043 100,32 100,52 020 097 052 070
'Fracdo a = fracdo rapidamente sollvel; Fracdo b = fracdo potencialmente degradavel; Taxa ¢ = taxa
horaria de degradagcdo da fracdo potencialmente degradavel; DE = degradabilidade efetiva

(considerando uma taxa de passagem de 5%f/h); DP = degradabilidade potencial. ?Nivel SL = nivel de
salinomicina na MS; Nivel VM = nivel de virginiamicina na MS. 3Erro padrédo da média. 4SL = efeito do
nivel de salinomicina; VM = efeito do nivel de virginiamicina; SL x VM = efeito da interacdo nivel de
salinomicina x nivel de virginiamicina.

N&o foram observados efeitos de nivel de salinomicina ou virginiamicina sobre

a "fracdo a", a "taxa c¢" e a DE da MS do milho (Tabela 2.6), No entanto, houve
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interacdo entre nivel de salinomicina e virginiamicina sobre a "fracdo b" (P = 0,01) e
a DP (P = 0,03). A "fracdo b" da MS do milho foi menor (P = 0,02) para os animais
que receberam virginiamicina apenas dentro do grupo de novilhos que também
foram suplementados com salinomicina (Figura 2.1a). No entanto, apesar desse
efeito sobre a "fracdo b", ndo houve diferenca entre os niveis de virginiamicina para
a DP da MS do milho dentro de nenhum dos niveis de salinomicina avaliados (Figura
2.1b).

Tabela 2.6 - Efeitos dos niveis de salinomicina e virginiamicina sobre
degradabilidade da matéria seca do milho
Tratamento? Valor de P*
Item? Nivel SL (ppm) Nivel VM (ppm) EPM?3 SL vM  SLX
0 13 0 15 VM

fracaoa, 1564 1613 1563 1614 033 035 033 024

Fracaob, g3 8397 8398 8337 057 049 047 001

0T/(Jz/atg(a c, 5.80 5,35 5,68 5,47 0,28 0,59 0,87 0,47
(ZE’ 59,72 59,12 59,36 59,48 066 059 091 0,33
DP,

% 98,78 100,10 99,37 99,51 0,47 0,13 0,87 0,03

'Fracdo a = fragdo rapidamente solivel; Fragdo b = fracdo potencialmente degradavel, Taxa ¢ = taxa
horaria de degradacdo da fracdo potencialmente degradavel, DE = degradabilidade efetiva
(considerando uma taxa de passagem de 5%/h); DP = degradabilidade potencial. ?Nivel SL = nivel
de salinomicina na MS; Nivel VM = nivel de virginiamicina na MS. °Erro padrdo da média. 9SL =
efeito do nivel de salinomicina; VM = efeito do nivel de virginiamicina; SL x VM = efeito da interacao
nivel de salinomicina x nivel de virginiamicina.

Em animais alimentados com dietas de alto grdo, as bactérias amiloliticas do
rimen podem representar mais de 90% da populacdo de bactérias encontradas
nesse compartimento (LEEDLE; BRYANT; HESPELL, 1982). Adicionalmente, de
acordo com Guo et al. (2010), a inclusdo de virginiamicina em dietas de bovinos
pode reduzir a populacdo de bactérias amiloliticas ruminais em relacdo aquelas
encontradas em animais néo tratados.

No presente estudo, nao foi possivel determinar as variaveis de
degradabilidade do amido do milho. No entanto, uma vez que o milho contém grande
guantidade desse nutriente na MS (61,54%; Tabela 2.2), a determinacdo da
degradabilidade da MS pode ser bastante representativa em relacdo a

degradabilidade do amido para esse alimento. Dessa forma, mesmo sem diferenca
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na DP, uma possivel reducdo na populacao de bactérias amiloliticas pode justificar a
reducdo observada na "fracdo b" da MS do milho para animais tratados com

virginiamicina dentro do grupo de animais que também receberam o ionéforo

salinomicina.
(a) (b)
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Figura 2.1 - Efeitos da interacdo nivel de salinomicina x nivel de virginiamicina
sobre as variaveis (a) "fracdo b" e (b) degradabilidade potencial da

matéria seca do milho.

abMédias com letras minlsculas distintas dentro do mesmo nivel de salinomicina
diferem entre si. ABMédias com letras mailsculas distintas dentro do mesmo nivel
de salinomicina diferem entre si. As barras de erros representam o erro padrao da
média. 0 SL e 13 SL representam os niveis de 0 e 13 ppm de salinomicina,
respectivamente. 0 VM e 15 VM representam os niveis de 0 e 15 ppm de
virginiamicina, respectivamente.

2.3.3 Digestibilidade aparente e caracteristicas fecais

N&o houve efeito de nivel de salinomicina sobre a digestibilidade aparente da
MS no trato total (Tabela 2.7). No entanto, animais que receberam o ionéforo
apresentaram maior digestibilidade aparente da PB (P = 0,01). Os iondforos
apresentam capacidade de reduzir a degradagcdo ruminal da proteina da dieta e a
producdo de proteina microbiana, fato que promove aumento na quantidade de
proteina de escape que chega ao intestino para a digestdo. Essas alteracfes podem
aumentar a digestibilidade aparente dos compostos nitrogenados, uma vez que a
proteina dietética que ndo sofre degradacao ruminal &, em geral, mais digestivel que
a proteina bacteriana (VAN SOEST, 1994). Entretanto, conforme relatado
anteriormente, ndo foram observados efeitos de nivel de salinomicina sobre a
degradacéo ruminal da PB do farelo de soja no presente estudo. Assim, as causas
que justificam o aumento na degradabilidade aparente da PB no trato digestério total
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em virtude de possivel aumento na quantidade de proteina de escape permanecem
incertas.

Resultados similares foram obtidos por Webb; Fontenot e Luca (1980), que
observaram aumentos lineares na digestibilidade da PB com o aumento no nivel de
salinomicina na dieta de bovinos. De forma semelhante, Merchen e Berger (1985)
relataram aumento de 5,4% na digestibilidade aparente da PB com a inclusdo de
salinomicina na dieta de ovinos em relacéo ao controle. Apesar disso, esses autores
também ndo observaram aumento na digestibilidade aparente da MS, o que esta de

acordo com os resultados obtidos no presente estudo.

Tabela 2.7 - Efeitos dos niveis de salinomicina e virginiamicina sobre as variaveis de
digestibilidade aparente e caracteristicas fecais

Tratamento? Valor de P4
Item? Nivel SL (ppm) Nivel VM (ppm) EPM3 SL VM SL x
0 13 0 15 VM
EZMS’ 66,49 6856 6874 6631 077 012 007 017
EZPB' 69,08 7212 7065 7056 064 001 093 028
DEDN,

% 35,98 3941 40,01 35,38 1,31 0,15 0,06 0,34

DAMIdO. 903 9186 9259 9010 079 032 002 003

MSfecal. 1761 1746 1753 1754 015 053 098 051

pH fecal 5,60 5,64 5,64 5,60 0,04 0,22 0,30 0,83

!DMS = digestibilidade aparente da matéria seca; DPB = digestibilidade aparente da proteina bruta;
DFDN = digestibilidade aparente da fibra insolivel em detergente neutro; DAmido = digestibilidade
aparente do amido; MS fecal = matéria seca fecal. 2Nivel SL = nivel de salinomicina na MS; Nivel VM
= nivel de virginiamicina na MS. 3Erro padrdo da média. *SL = efeito do nivel de salinomicina; VM =
efeito do nivel de virginiamicina; SL x VM = efeito da interac@o nivel de salinomicina x nivel de
virginiamicina.

A digestibilidade aparente da FDN também n&o diferiu entre os niveis de
salinomicina (Tabela 2.7), no entanto, como a degradabilidade ruminal desse
nutriente foi menor para os animais suplementados com o ionéforo, é possivel
concluir que a digestdo pdés-ruminal foi aumentada para o tratamento com
salinomicina. Resultados semelhantes foram relatados por Haimoud et al. (1995),
que observaram reducdo na degradacdo ruminal da fibora com a inclusdo de

monensina na dieta de vacas holandesas, mas com aumento na digestdo poés-
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ruminal, de forma que a digestdo no trato total ndo foi alterada pela inclusdo do
ion6foro. Da mesma forma, Zinn (1986) relatou reducédo na degradacdo ruminal da
fibra para animais tratados com 11 ppm de salinomicina em relagé&o ao controle, mas
sem diferenca na digestibilidade do trato total, o que também indica aumento na
digestao pos-ruminal da fracéo fibrosa.

Nao houve efeito da inclusdo de virginiamicina sobre a digestibilidade
aparente da PB (Tabela 2.7), o que esta de acordo com os resultados observados
para a degradabilidade ruminal desse nutriente, que também nao diferiram entre os
niveis do antibiético. Houve tendéncia (P = 0,06) de reducdo na digestibilidade
aparente da FDN para os animais tratados com virginiamicina, o que sugere que a
menor degradabilidade ruminal da fibra observada para os animais tratados com o
antibiotico ndo foi compensada com aumento na digestdo pés-ruminal da forma
como ocorreu com a salinomicina.

Resultados semelhantes foram obtidos por Salinas-Chavira et al. (2009), que
ndo observaram efeito da inclusdo de niveis crescentes de virginiamicina sobre a
digestibilidade aparente da PB em novilhos holandeses. Por outro lado, esses
autores nao relataram diferencas entre os niveis de antibiético para a digestibilidade
aparente da FDN. Em oposicdao aos resultados obtidos no presente estudo,
Skrivanova et al. (1994) observaram aumento na digestibilidade aparente da PB da
dieta de bezerros alimentados com virginiamicina em relagédo ao grupo controle.

Foi observada interacéo (P = 0,03) entre nivel de salinomicina e virginiamicina
sobre a digestibilidade aparente do amido (Tabela 2.7), sendo que dentro do grupo
de animais suplementados com 13 ppm de salinomicina, aqueles que também
receberam virginiamicina apresentaram menores (P < 0,01) valores de
digestibilidade desse nutriente (Figura 2.2).

Apesar de nao ter havido diferenca na degradabilidade ruminal da MS do
milho (61,54% de amido na MS) entre 0s niveis de virginiamicina para os animais
suplementados com salinomicina, a menor “fracdo b" desse nutriente observada em
novilhos que receberam ambos os aditivos em relacdo aos que foram tratados com
apenas salinomicina pode justificar a reducdo na digestibilidade aparente do amido.
No entanto, uma avaliacdo mais detalhada da degradabilidade ruminal do amido
poderia elucidar melhor essa questéao.

Finalmente, é possivel concluir que tanto a tendéncia de reducdo na

digestibilidade aparente da FDN observada para os animais tratados com
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virginiamicina, como a diminuicdo na digestibilidade aparente do amido para
novilhos suplementados com o antibiético dentro do grupo de animais tratados com
salinomicina, foram responsaveis pela tendéncia de reducdo (P = 0,07) na
digestibilidade aparente da MS observada para o tratamento com virginiamicina
(Tabela 2.7).
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Figura 2.2 - Efeito da interacdo nivel de
salinomicina x nivel de

virginiamicina sobre a
digestibilidade aparente do
amido.

aMédias com letras minudsculas
distintas dentro do mesmo nivel de
salinomicina  diferem  entre  si.
ABMédias com letras mailisculas
distintas dentro do mesmo nivel de
virginiamicina diferem entre si. As
barras de erros representam o erro
padrdo da média. 0 SL e 13 SL
representam os niveis de 0 e 13 ppm
de salinomicina, respectivamente. 0
VM e 15 VM representam os niveis de
0 e 15 ppm de Vvirginiamicina,
respectivamente.

N&o houve diferenca entre os tratamentos para as variaveis MS e pH das
fezes (Tabela 2.7). O pH fecal é o indicador mais simples da quantidade de amido
fermentada no intestino grosso (CHANNON; ROWE; HERD et al., 2004), sendo que
valores mais baixos refletem maior quantidade de &cidos resultantes dessa
fermentacdo (DeGREGORIO et al., 1982). Como nao houve efeito dos aditivos sobre
o pH fecal, é provavel que a quantidade de amido fermentado no intestino grosso

tenha sido semelhante para os animais dos diferentes tratamentos.
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2.3.4 Fermentacgé&o ruminal

N&o houve efeito de nivel de salinomicina sobre a concentracdo de AGCC,
exceto para o valerato, que teve sua concentracdo reduzida (P < 0,01) com a
inclusao de ionéforo na dieta (Tabela 2.8). A relacdo acetato propionato também néo
diferiu entre os niveis de salinomicina avaliados. Em geral, o efeito dos ionoforos
sobre a populacdo de bactérias ruminais resulta em aumento na producdo de
propionato e reducdo na producéo de acetato e butirato, com consequente melhora
na eficiéncia de utilizagdo da energia dos alimentos (BERGEN; BATES, 1984). No
entanto, no presente estudo, esses resultados ndo puderam ser confirmados com a

inclusdo do ion6foro salinomicina nas dietas.

Tabela 2.8 - Efeitos dos niveis de salinomicina e virginiamicina sobre as variaveis de
fermentacao ruminal

Tratamento? Valor de P#
Item Nivel SL (ppm) Nivel VM (ppm) EPM? = VM SL x
0 13 0 15 VM
Acetato, 6188 6087 6340 5935 105 052 001 071

mM

Propionato, 5229 2280 2146 2363 057 051 00l 088

lsobuirato, 495 117 117 1,14 002 094 044 002

E]l,\,l/ltiratO, 11,0 11,38 11,99 1048 0,30 052 0,00 0,22

Irﬁ,\c/)lvalerato, 2.49 2.44 278 2,14 0,07 0,18 <0,01 0,81

merato, 164 146 161 1,49 004 <001 002 0,07
4

L‘h’ﬂta" 100,12 100,11 10242 97,81 1,79 098 0,06 0,71

AIP® 201 282 307 266 004 007 <001 0,08

pH ruminal 6,46 6,45 6,42 6,48 0,03 0,71 0,08 0,25

Lactato, 0420 0,390 0422 0388 0012 028 005 0,82
N-NHa/? 1471 1461 1412 1520 057 049 031 0,01
mg/dL ' ’ y ’ ' ' ’ '

!Nivel SL = nivel de salinomicina na MS; Nivel VM = nivel de virginiamicina na MS 2Erro padrdo da
média. 3SL = efeito do nivel de salinomicina; VM = efeito do nivel de virginiamicina; SL x VM = efeito
da interacdo nivel de salinomicina x nivel de virginiamicina. “Total = &cidos graxos de cadeia curta
totais. SA/P = relacéo acetato propionato. °N-NHz = nitrogénio amoniacal.

De forma semelhante, Zinn (1986) também n&o reportou diferencas na
concentracdo de AGCC para bovinos tratados com niveis crescentes de

salinomicina (0 a 16,5 ppm). Similarmente, Hristov et al. (2000) ndo observaram
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diferencas na concentracdo molar de AGCC para novilhos Jersey tratados com 13
ppm de salinomicina em relacdo a animais nao tratados.

Por outro lado, ao avaliarem a inclusdo de quatro niveis de salinomicina (0O,
5,5, 11 ou 22 ppm) na dieta de ovinos, Merchen e Berger (1985) relataram reducdes
lineares nas concentracdes de acetato e butirato, e aumento linear na concentragcao
de propionato com a crescente inclusdo de salinomicina na dieta, o que resultou em
reducdo na relacédo acetato propionato. Apesar dessas diferengas, ndo houve efeito
do ionéforo sobre a concentragdo total de AGCC. McClure et al. (1980) também
observaram reducdes lineares nas concentracoes de acidos acético e butirico, e
aumento linear na concentracdo de &acido propidnico com o crescente nivel de
inclusdo de salinomicina na dieta.

O pH ruminal também n&o diferiu entre os niveis de salinomicina (Tabela 2.8),
0 que esta de acordo com os resultados obtidos por McClure et al. (1980) e Hristov
et al. (2000) para bovinos, e com o0s resultados relatados por Merchen e Berger
(1985) para ovinos. No entanto, os valores de pH ruminal para ambos os
tratamentos foram relativamente altos em relacdo aos comumente observados para
animais tratados com dietas de alto concentrado, o que pode ter reduzido a
magnitude do efeito do ionéforo sobre essa variavel.

Animais tratados com virginiamicina apresentaram reducdo nas
concentragcdes ruminais de acido aceético (P = 0,01), butirico (P = 0,01), isovalérico
(P < 0,01) e valérico (P = 0,02), e tendéncia de reducdo (P = 0,06) nas
concentracoes de AGCC totais (Tabela 2.8). No entanto, a suplementagcdo com esse
antibiético aumentou a concentragcdo ruminal de propionato (P = 0,01), que
combinada a menor concentracdo de acetato, promoveu reducdo na relacdo acetato
propionato (P < 0,01).

Alguns autores reportaram que a virginiamicina pode aumentar as
concentracfes de acido propiénico in vitro (HEDDE et al., 1980; NAGARAJA et al.,
1987), o que aumenta a disponibilidade de energia dos alimentos para os animais.
Devido as diferencas na incorporacdo de hidrogénio metabdlico, as eficiéncias de
fermentacdo de hexose a acetato, propionato e butirato sédo de 62, 109 e 78%,
respectivamente. Dessa forma, a quantidade de energia recuperada nos produtos
finais da fermentacdo pode ser maior quando se aumenta a producdo de acido

propidnico em relacao aos acidos acético e butirico (CHALUPA, 1977).
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De forma semelhante, Nagaraja et al. (1995) observaram aumento na
concentracdo ruminal de acido propiénico as 6, 9, 12 e 24 h apds a suplementacao
com gréaos de cevada para ovinos tratados com virginiamicina em relagdo aos nao
tratados. JA a concentracdo ruminal de acetato foi maior as 3 e 9 h apds a
alimentacdo, enquanto a concentracdo de butirato foi maior as 6, 9 e 12 h apos a
alimentacdo para animais ndo tratados com o antibiotico.

Coe et al. (1999) realizaram dois experimentos para verificar o efeito da
virginiamicina sobre a fermentacdo ruminal de bovinos. No primeiro, 0s autores
avaliaram os efeitos da virginiamicina e da combinacdo de monensina/tilosina
durante a adaptacdao de novilhos holandeses a uma dieta com 100% de
concentrado, enquanto no segundo os efeitos dos antibiéticos foram avaliados apoés
inducdo de acidose ruminal. Em ambos o0s experimentos ndo foram reportados
efeitos da inclusé@o de virginiamicina sobre as concentra¢des ruminais de AGCC, o
gue difere dos resultados obtidos no presente estudo.

Animais tratados com virginiamicina apresentaram tendéncia (P=0,08) para
maior pH ruminal em relagdo a animais ndo tratados (Tabela 2.8). No entanto,
conforme comentado anteriormente, os valores de pH foram mais elevados em
relacdo aqueles comumente reportados na literatura para dietas de alto concentrado,
0 que sugere que 0s animais estavam bem adaptados a racdo utilizada. Hedde et al.
(1980), observaram maiores valores de pH ruminal para novilhos Hereford
alimentados com dieta de 82% de concentrado e suplementados com virginiamicina
ou monensina em relacdo ao controle sem aditivos. Contudo, os valores de pH
observados foram de 5,17, 5,55 e 5,50 para o controle, virginiamicina e monensina,
respectivamente. De forma semelhante, Coe et al. (1999), ao induzirem um quadro
de acidose ruminal em novilhos holandeses, observaram que a virginiamicina foi
mais eficiente em aumentar o pH do que a combinacdo de monensina/tilosina.

N&o houve diferenca na concentracdo ruminal de lactato entre os niveis de
salinomicina avaliados (Tabela 2.8), mas animais tratados com virginiamicina
apresentaram menores (P = 0,05) producbes desse composto em relagcdo aos
animais ndo tratados. Tem sido relatado que a virginiamicina apresenta maior
controle sobre a producdo de lactato do que os ion6foros (LANNA; MEDEIROS,
2007). No entanto, conforme ocorreu com o pH ruminal, os valores observados para

ambos os tratamentos foram inferiores aqueles geralmente reportados para animais
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recebendo dietas de alto concentrado, o que mostra boa adaptacdo dos mesmos as
racoes.

Coe et al. (1999) relataram a efetividade da virginiamicina em reduzir a
producdo de acido latico apdés a inducdo experimental de acidose ruminal em
novilhos holandeses. Esses autores observaram concentracfes ruminais de lactato
da ordem de 19,4 e 15,8 mM para o grupo controle e para o tratamento com
monensina, respectivamente, enquanto a concentragdo nos animais tratados com
virginiamicina permaneceu abaixo de 2 mM. Por outro lado, Salinas-Chavira et al.
(2009) nao verificaram efeito da inclusdo de virginiamicina sobre a concentragcéo
ruminal de acido latico para novilhos holandeses alimentados com dieta contendo
cerca de 90% de concentrado. No entanto, esses autores também observaram
valores de pH relativamente altos (ao redor de 6,00) tanto para animais tratados com
o antibiético como para o grupo controle, sugerindo que a acidose ruminal nao foi
um problema, fato que pode ter minimizado os efeitos da virginiamicina sobre o
controle do &cido latico.

Houve interacdo entre nivel de salinomicina e virginiamicina para as
concentracdes ruminais de isobutirato (P = 0,02) e nitrogénio amoniacal (P = 0,01).
Dentro do grupo de animais que ndo receberam salinomicina, aqueles tratados com
virginiamicina apresentaram menores (P = 0,03) concentracbes de isobutirato
(Figura 2.3a). Com relacdo ao nitrogénio amoniacal, dentro do grupo de animais
tratados com salinomicina, aqueles que também foram suplementados com
virginiamicina apresentaram maiores (P = 0,01) concentracdes desse composto
(Figura 2.3b).

Conforme mencionado anteriormente, a suplementacdo com aditivos
antimicrobianos pode reduzir as atividades de protedlise e desaminac¢éo da proteina
dietética no rumen, com consequente reducdo na concentragdo de nitrogénio
amoniacal nesse compartimento (BERGEN; BATES, 1984). A desaminagdo de
aminoacidos pelas bactérias ruminais € particularmente sensivel a presenca desses
aditivos, uma vez que essas substancias atuam sobre bactérias utilizadoras de
aminoacidos. Além disso, as bactérias resistentes aos aditivos antimicrobianos que
permanecem no rumen apresentam atividade de desaminacdo reduzida, o que
compromete ainda mais o processo de degradacao proteica (MCALLISTER et al.,
1994). No entanto, no presente estudo ndo foram observados efeitos da inclusdo de

salinomicina ou virginiamicina sobre a degradacdo da fracdo proteica no rumen.
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Dessa forma, as razbes pelas quais houve aumento na concentracdo ruminal de
nitrogénio amoniacal nos animais que receberam virginiamicina dentro do grupo

tratado com salinomicina permanecem incertas.

(a) (b)
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Nitrogénio amoniacal
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0SL 13 SL OSL 13 8L

Figura 2.3 - Efeitos da interacdo nivel de salinomicina x nivel de virginiamicina
sobre as concentracfes ruminais de (a) isobutirato e (b) nitrogénio
amoniacal.
abpMeédias com letras mindsculas distintas dentro do mesmo nivel de salinomicina
diferem entre si. “BMédias com letras mailsculas distintas dentro do mesmo nivel
de salinomicina diferem entre si. As barras de erros representam o erro padrdo da
média. 0 SL e 13 SL representam os niveis de 0 e 13 ppm de salinomicina,
respectivamente. 0 VM e 15 VM representam os niveis de 0 e 15 ppm de
virginiamicina, respectivamente.

Em ensaio in vitro, foi observada redugdo na producdo ruminal de nitrogénio
amoniacal com a inclusdo de monensina (VAN NEVEL; DEMEYER, 1977). De forma
semelhante, McAllister et al. (1994) verificaram redu¢do na concentragcao ruminal de
nitrogénio amoniacal com a inclusdo de salinomicina por meio de utilizacdo da
técnica de rumen artificial. Por outro lado, Coe et al. (1999) ndo observaram efeito
da inclusdo de virginiamicina ou da combinacdo de monensina/tilosina sobre a
concentragdo ruminal de nitrogénio amoniacal em novilhos holandeses durante
adaptacdo progressiva a uma dieta com 100% de concentrado, resultados que
diferem dos observados no presente estudo.

Além dos efeitos de nivel de salinomicina e virginiamicina relatados, foram
observados efeitos de tempo de coleta sobre as variaveis de fermentagédo ruminal.
As concentracfes ruminais de acetato (Figura 2.4a), propionato (Figura 2.4b),
butirato (Figura 2.4d) e valerato (Figura 2.4f) aumentaram (P < 0,01), enquanto as
concentracdes de isobutirato (Figura 2.4c) e isovalerato (Figura 2.4e) diminuiram (P
< 0,01) com o aumento no tempo de coleta.
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Figura 2.4 - Relacbes entre tempo de coleta e concentracdes ruminais de (a)
acetato, (b) propionato, (c) isobutirato, (d) butirato, (e) isovalerato e

(f) valerato.
As barras de erros representam o erro padrdo da média.

De forma semelhante, as concentracbes ruminais de AGCC totais (Figura
2.5a) e lactato (Figura 2.5c) aumentaram (P < 0,01), enquanto as concentracdes de
nitrogénio amoniacal (Figura 2.5b), a relacdo acetato propionato (Figura 2.5d) e o pH

ruminal (Figura 2.5e) foram reduzidos (P < 0,01) com o maior tempo de coleta.
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acidos graxos de cadeia curta totais, (b) nitrogénio amoniacal, (c)
lactato, (d) relacdo acetato propionato e (e) pH ruminal.

As barras de erros representam o erro padrdo da média.

2.3.5 Comportamento ingestivo

Nao houve efeito de nivel de salinomicina sobre nenhuma das variaveis

avaliadas (Tabela 2.9), o que indica que o ionéforo ndo promoveu alteracbes na

atividade de mastigacdo dos animais. Diferentemente, Erickson et al. (2003)
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observaram menor TAE e menor TIEws para bovinos tratados com monensina em
relacdo a animais nao tratados. Os resultados obtidos no presente estudo também
diferem dos relatados por Knowlton; Allen e Erickson (1996), que observaram maior
TTR e tendéncia de aumento no NER, TRE e TTM para vacas de leite tratadas com
lasalocida. Além disso, € possivel que hajam diferencas nas respostas sobre o
comportamento ingestivo em virtude do tipo de ionéforo utilizado, uma vez que Gibb
et al. (2001) observaram que animais suplementados com monensina apresentaram
maior NEA e maior TTA em relag&o a novilhos tratados com salinomicina.

Animais tratados com 15 ppm de virginiamicina passaram 47,8 min/dia a mais
ruminando (P = 0,01) em relacdo a animais nao tratados (Tabela 2.9). Como
consequéncia do maior TTR, os animais que receberam o antibiotico também
apresentaram maior TTM (P = 0,03) e menor TTO (P = 0,03). Dessa forma, 0s
animais suplementados com virginiamicina gastaram 45,6 min/dia a mais em
atividade de mastigacdo em relacéo aos animais néo tratados.

O funcionamento ruminal adequado est4 diretamente associado com o
aumento na atividade de mastigacdo, uma vez que a maior producdo de saliva
decorrente dessa atividade promove maior fluxo de substancias tamponantes para o
rimen, com consequente manutencdo de um pH Otimo para a atividade dos
microrganismos (SANTINI et al., 1992). Dessa forma, o aumento no TTR e no TTM
pode ser uma das razdes pelas quais houve melhora na fermentacdo ruminal dos
animais suplementados com virginiamicina.

Houve interacdo entre nivel de salinomicina e virginiamicina para as variaveis
NEM (P = 0,01), TRwms (P = 0,04), TRron (P = 0,03) e TMron (P = 0,03) (Tabela 2.9).
Dentro do grupo de animais tratados com salinomicina, aqueles que também
receberam virginiamicina apresentaram maiores NEM (P = 0,04), TRws (P < 0,01),
TRron (P < 0,01) e TMron (P = 0,01) (Figura 2.6).

Todos esses resultados indicam que a virginiamicina apresenta capacidade
para alterar o comportamento ingestivo de novilhos Nelore alimentados com dieta de
alto concentrado a favor de uma maior atividade de ruminacdo e mastigacao, e que
esse pode ser um dos fatores responsaveis pela melhora observada na fermentagéo

ruminal dos animais do presente estudo.
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Tabela 2.9 - Efeitos dos niveis de salinomicina e virginiamicina sobre as variaveis de
comportamento ingestivo

Tratamento? Valor de P#

ltem? Nivel SL (ppm) Nivel VM (ppm) EPM3 = VM SL x

0 13 0 15 VM
TTA, 2103 1944 2034 2013 73 014 083 050
min/dia
NEA, 142 146 14.4 144 07 069 099 013
eventos/dia
TAE, 160 143 15.2 151 10 010 065 021
min/evento
TR, 400,6 4009 3769 4247 110 099 001 0,08
min/dia
NER, 145 140 14.0 145 04 048 041 016
eventos/dia
TRE, 279 288 271 206 07 051 006 0091
min/evento
TTM, 6109 5953 5803 6259 135 042 003 006
min/dia
NEM, 287 286 28 4 289 08 091 066 001
eventos/dia
TME, 218 212 20.8 222 07 048 013 051
min/evento
TTO, 8291 8447 8597 8141 135 042 003 006
min/dia
g/m 346 361 34.9 358 19 049 088 023
TIEws, 5166 4971 5112 5026 257 060 082 006
g/evento
TlFon, 8.6 8.9 8.8 87 043 040 062 037
g/min
TIEFon, 1285 1232 1283 1235 65 058 061 0,07
g/evento
TRuws, 502 61,0 559 643 24 058 002 004
min/kg
m;fg”' 2374 246,7 2228 261,3 91 044 <0,01 0,03
TMuws, 904 908 86,4 949 34 093 008 006
min/kg
m/ifé'“’ 361,9 367,0 3440 3850 125 0,75 002 0,03

ITTA = tempo total de alimentagdo; NEA = nimero diario de eventos de alimentagdo; TAE = tempo
médio de alimentac&o por evento; TTR = tempo total de ruminagdo; NER = namero diario de eventos
de ruminagdo; TRE = tempo médio de ruminagdo por evento; TTM = tempo total de mastigacao;
NEM = numero diario de eventos de mastigacdo; TME = tempo médio de mastigacdo por evento;
TTO = tempo total em 6cio; Tlus = taxa de ingestdo da MS; TIEws = taxa de ingestdo da MS por
evento; Tlron = taxa de ingestéo da FDN; TIEron = taxa de ingestéo da FDN por evento; TRus = taxa
de ruminacédo da MS; TRron = taxa de ruminacdo da FDN; TMwus = taxa de mastigacdo da MS; TMron
= taxa de mastigacdo da FDN. 2Nivel SL = nivel de salinomicina na MS; Nivel VM = nivel de
virginiamicina na MS. 3Erro padrdo da média. “SL = efeito do nivel de salinomicina; VM = efeito do
nivel de virginiamicina; SL x VM = efeito da interacéo nivel de salinomicina x nivel de virginiamicina.
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Figura 2.6 - Efeitos da interacdo nivel de salinomicina x nivel de virginiamicina
sobre as variaveis (a) numero de eventos de mastigacao, (b) taxa de
ruminacdo da MS, (c) taxa de ruminagdo da FDN e (d) taxa de

mastigacdo da FDN.

aMédias com letras mindsculas distintas dentro do mesmo nivel de salinomicina
diferem entre si. ABMédias com letras mailsculas distintas dentro do mesmo nivel
de salinomicina diferem entre si. As barras de erros representam o erro padrdo da
média. 0 SL e 13 SL representam os niveis de 0 e 13 ppm de salinomicina,
respectivamente. 0 VM e 15 VM representam os niveis de 0 e 15 ppm de

virginiamicina, respectivamente.

2.3.6 Protozoérios ciliados ruminais

As populagcdes de protozoarios dos géneros Diplodinium, Isotricha,

Dasytricha, Eudiplodinium e Ostracodinium foram identificadas em poucas amostras,

e em gquantidades muito baixas. Dessa forma, a conducdo de analises estatisticas

para comparacdo das médias se tornou inviavel para esses géneros, e portanto,

apenas as médias brutas por tratamento sdo apresentadas (Tabela 2.10). Nao

houve efeito da inclusdo de salinomicina sobre as contagens de protozoarios do

género Entodinium e sobre o total de protozoarios ciliados ruminais. No entanto,

houve tendéncia de aumento na populacédo de Entodinium (P = 0,07) e na populacao

total de protozoarios ciliados (P = 0,08) no ramen de novilhos alimentados com 15

ppm de virginiamicina em relacéo aos que ndo receberam o antibidtico.
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Tabela 2.10 - Efeitos dos niveis de salinomicina e virginiamicina sobre a contagem
de protozodarios ciliados ruminais

Tratamento® Valor de P?
Item Nivel SL (ppm) Nivel VM (ppm) EPM? s WM SL x
0 13 0 15 VM
Entodinium, 8,10 9,88 7,73 10,26 081 0,17 007 0,14
x 104/mL
D|p|40d|n|um, 0,023 0,000 0,020 0,003 0,007 - - -
x 10%/mL
Isotricha, 0103 0130 0,113 0121 0025 - - -
x 10%/mL
Das;ytrlcha, 0,007 0,007 0,000 0,013 0,005 - - -
x 10%/mL
Eudiplodinium, o066 0,067 0073 0060 0019 - - -
x 10%/mL
Ostgacodlnlum, 0,000 0,013 0,000 0,013 0,005 - - -
x 104/mL
Totﬁtl, 8.29 10,09 792 1046 083 0,17 0,08 0,13
X 10%/mL

INivel SL = nivel de salinomicina na MS; Nivel VM = nivel de virginiamicina na MS 2Erro padréo da
média. 3SL = efeito do nivel de salinomicina; VM = efeito do nivel de virginiamicina; SL x VM = efeito
da interacao nivel de salinomicina x nivel de virginiamicina.

Esses resultados diferem daqueles comumente reportados na literatura.
Nagaraja et al. (1995) observaram que o0s aumentos na contagem total de
protozoarios ciliados foram menores para ovinos suplementados com graos de
cevada e virginiamicina do que para aqueles suplementados apenas com cevada.
Os autores sugerem que isso pode ter ocorrido tanto devido ao efeito inibitorio direto
da virginiamicina sobre os protozoarios, como também de maneira indireta, devido a
reducdo na populacdo de bactérias pelo antibiético, uma vez que o0s protozoarios
utilizam as bactérias como fontes de aminoacidos e &cidos nucleicos (DEHORITY,
2003). Outros estudos também demonstraram reducdo na populacdo de
protozoarios ciliados no rumen de ovinos suplementados com virginiamicina
(GODFREY et al., 1995; MURRAY et al., 1992).

De forma semelhante, Olumeyan et al. (1986) observou efeito da incluséo de
salinomicina sobre a contagem de protozoarios ciliados no rimen de bovinos. Esses
autores reportaram reducdo na populacdo total de protozoarios ciliados e em
espécies do género Entodinium apds duas ou quatro semanas da suplementacao
com o iondforo. Entretanto, as populacdes de protozodrios ciliados nao diferiram
entre 0s animais tratados e o grupo controle ap0s seis semanas da inclusdo do
aditivo. Também foi observada reducdo na populacdo ruminal de protozoarios em

ovinos suplementados com salinomicina durante sete dias, resultado que se
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manteve até 35 dias apods o inicio do tratamento com o ion6foro (COSTA; HOONA;
CHAPMAN, 1994). No presente estudo, no entanto, os efeitos inibitérios da
salinomicina e da virginiamicina sobre a populagdo ruminal de protozoarios ciliados

nao puderem ser confirmados.

2.3.7 Caracteristicas sanguineas

N&o houve efeito da inclusdo de salinomicina sobre as caracteristicas
sanguineas avaliadas, da mesma forma que ndo houve efeito de nivel de
virginiamicina sobre o pH e a concentracdo de HCO3s do sangue (Tabela 2.11). No
entanto, houve aumento na concentracdo de lactato sanguineo (P = 0,05) com a

inclusdo de 15 ppm de virginiamicina na dieta.

Tabela 2.11 - Efeitos dos niveis de salinomicina e virginiamicina sobre as
caracteristicas sanguineas

Tratamento? Valor de P4
ltem? Nivel SL (ppm) Nivel VM (ppm) EPM3 = VM SL x
0 13 0 15 VM
pH 7,424 7,413 7,422 7,414 0,007 0,30 0,45 0,14

r'ﬁtato' 0680 0679 0574 0,786 0057 061 005 0,27

2303', 28,90 27,74 27,88 28,76 049 016 0,28 0,19

!pH = pH sanguineo; Lactato = concentracdo sanguinea de lactato; HCOz = concentracdo sanguinea
de bicarbonato. 2Nivel SL = nivel de salinomicina na MS; Nivel VM = nivel de virginiamicina na MS.
SErro padrdo da média. *SL = efeito do nivel de salinomicina; VM = efeito do nivel de virginiamicina;
SL x VM = efeito da interagdo nivel de salinomicina x nivel de virginiamicina.

A diminuicdo no pH, bem como o aumento nas concentragdes de lactato e
diminuicdo nas concentragbes de HCOs do sangue sdo sintomas associados a
ocorréncia de acidose ruminal (NAGARAJA et al.,, 1981). Em bovinos, a acidose
metabdlica pode ser classificada de acordo com o pH sanguineo em moderada (pH
7,25 a 7,20), severa (pH 7,25 a 7,20) e grave (pH 7,10 a 7,0) (RADOSTITS et al.,
2002). No presente estudo, os valores de pH sanguineo permaneceram acima de
7,40, fato que demonstra que ndo houve ocorréncia de acidose nos animais de
nenhum dos tratamentos.

Maruta e Ortolani (2002), ao induzirem a ocorréncia de acidose ruminal em
bovinos, observaram concentracfes sanguineas de lactato muito superiores as

observadas no presente estudo, com valores da ordem de 11,7 e 6,8 mM para
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novilhos Jersey e Gir, respectivamente. Esses autores também observaram
concentragcbes de HCO3™ no sangue inferiores as observadas para os animais deste
trabalho. Assim, fica claro que as caracteristicas sanguineas avaliadas no presente
estudo néao refletiram sintomas da ocorréncia de acidose ruminal, fato que explica a
auséncia de efeito dos aditivos sobre o pH e a concentracdo de HCOs do sangue.
Além disso, a reducao na concentracdo ruminal de lactato, bem como a tendéncia
de aumento no pH ruminal de novilhos suplementados com virginiamicina indicam
que 0 aumento na concentragdo sanguinea de lactato para esses animais ndo esta

relacionado com a ocorréncia de acidose ruminal.

2.4 Conclusdes

A inclusao de virginiamicina em dieta de alto concentrado para bovinos Nelore
promoveu efeitos positivos sobre a fermentacdo ruminal e o comportamento
ingestivo dos animais, enquanto os efeitos da suplementacdo com salinomicina
foram menos evidentes. No entanto, as poucas interagbes observadas entre o0s
niveis dos aditivos sugerem que o0s possiveis efeitos associativos benéficos da
utiizacdo de iondéforo e virginiamicina em combinacdo ndo puderam ser

confirmados.
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3 NIVEIS DE CONCENTRADO E USO COMBINADO DE IONOFORO E
VIRGINIAMICINA SOBRE O METABOLISMO, A DIGESTIBILIDADE E O
COMPORTAMENTO INGESTIVO DE NOVILHOS NELORE CONFINADOS

Resumo

O presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar os efeitos do uso
combinado de salinomicina e virginiamicina sobre o metabolismo ruminal, a
digestibilidade, o comportamento ingestivo e as caracteristicas sanguineas de
novilhos Nelore alimentados com dietas contendo dois niveis de concentrado. Oito
novilhos Nelore (434 + 35 kg de peso vivo inicial) foram alocados no delineamento
em quadrado latino 4 x 4 replicado, com quatro tratamentos em quatro periodos de
21 dias. Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2 x 2, com dois niveis
de concentrado (70 e 90%) e dois niveis de virginiamicina (0 e 15 ppm) na matéria
seca (MS) da dieta. A salinomicina foi incluida em todos as dietas (13 ppm), que
foram fornecidas diariamente as 08h00 para determinacdo do consumo individual. A
degradabilidade ruminal in situ foi determinada por meio da técnica de sacos de
nailon e o comportamento ingestivo foi avaliado pelo monitoramento visual das
atividades de mastigacdo dos animais. A digestibilidade aparente foi obtida por meio
da coleta total de fezes, enquanto a fermentagdo ruminal foi avaliada pela
determinacdo das concentracfes de acidos graxos de cadeia curta, nitrogénio
amoniacal, lactato e pH do ramen. As contagens de protozodrios ciliados ruminais
foram realizadas com auxilio de microscopio 6ptico, enquanto as determinacdes
sanguineas foram realizadas com auxilio de analisador automatico. As analises
estatisticas foram realizadas pelo procedimento MIXED do SAS. O aumento no teor
de concentrado das dietas promoveu aumento (P = 0,01) no consumo de MS,
entretanto, ndo houve efeito de virginiamicina sobre essa variavel. As
degradabilidades efetiva (DE) e potencial (DP) da fibra insolivel em detergente
neutro (FDN), bem como a DE da proteina bruta (PB) foram reduzidas (P < 0,01)
com o aumento no nivel de concentrado das dietas. A DP da MS do milho também
foi menor (P < 0,01) para os novilhos tratados com 90% de concentrado. Animais
tratados com ambos os aditivos apresentaram menor (P = 0,03) DE da FDN. Os
novilhos do tratamento com 90% de concentrado apresentaram maiores (P < 0,01)
digestibilidades aparentes da MS e da PB em relacéo aqueles tratados com 70% de
concentrado, enquanto a digestibilidade aparente do amido foi reduzida (P = 0,05)
com a inclusao de virginiamicina nas racgdes. As concentra¢cdes ruminais de acetato
foram reduzidas (P < 0,01) tanto pelo aumento no teor de concentrado como pela
incluséo de virginimicina nas dietas. Houve aumento (P < 0,01) nas concentracdes
de propionato e reducéo (P < 0,01) nas concentracdes de butirato com a inclusédo de
virginiamicina nas dietas dos animais tratados com 90% de concentrado. O aumento
no teor de concentrado promoveu reducdo (P < 0,01) nos tempos totais de
ruminacdo e mastigacdo dos animais, bem como na populacdo de protozoarios
ciliados do rumen e no pH sanguineo. O uso combinado de salinomicina e
virginiamicina apresentou efeitos positivos sobre a fermentagdo ruminal,
especialmente quando a dieta com maior proporcao de concentrado foi utilizada. No
entanto, os efeitos benéficos da combinacdo dos aditivos sobre as demais
caracteristicas avaliadas ndo foram demonstrados.

Palavras chave: Antibiético; Confinamento; Gado de corte; Salinomicina; Nutricdo.
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Abstract

The current study was conducted to evaluate the effects of the combined use
of salinomycin and virginiamycin on ruminal metabolism, digestibility, feeding
behavior, and blood characteristics of Nellore steers fed diets with different
concentrate levels. Eight Nellore steers (434 + 35 kg of initial body weight) were
allotted to a replicated 4 x 4 Latin square, with four treatments and four 21-day
periods. Treatments were arranged in a 2 x 2 factorial design, with two concentrate
levels (70 and 90%) and two virginiamycin levels (0 and 15 ppm) in the diet dry
matter (DM). Salinomycin was included in all diets (13 ppm), which were delivered
daily at 08h00 to determine individual intake. In situ ruminal degradability was
determined using the nylon bag technique and feeding behavior was determined by
visually monitoring chewing activity of the animals. Apparent digestibility was
obtained by total fecal collection, whereas ruminal fermentation was evaluated by
determining rumen concentrations of short chain fatty acids, ammonia nitrogen,
lactate, and rumen pH. Ciliated protozoa counts were performed using an optical
microscope and blood characteristics were determined using an automatic analyzer.
Statistical analyses were conducted using the MIXED procedure of SAS. Increasing
concentrate levels increased (P = 0.01) DM intake, but no effects of virginiamycin
were observed for this variable. Effective and potential degradabilities (ED and PD,
respectively) of the neutral detergent fiber (NDF) and ED of the crude protein (CP)
were reduced (P < 0.01) as dietary concentrate levels increased. Potential
degradability of the corn DM was also lower (P < 0.01) for steers fed the 90%
concentrate diet. Animals receiving both feed additives showed lower (P = 0.03) ED
of the NDF. Steers from the 90% concentrate treatment showed higher (P < 0.01)
DM and CP apparent digestibilities when compared with those receiving the 70%
concentrate diet, whereas starch apparent digestibility was reduced due to the
inclusion of virginiamycin in the rations. Ruminal concentrations of acetate were
reduced (P < 0.01) as concentrate level increased and also due to the inclusion of
virginiamycin in the diets. Ruminal concentrations of propionate were increased (P <
0.01), whereas butyrate concentrations were decreased (P < 0.01) with the inclusion
of virginiamycin in the diets of animals from the 90% concentrate treatment.
Increasing concentrate levels decreased (P < 0.01) total time spent ruminating and
total time spent chewing, as well as ciliated protozoa counts and blood pH. The
combined use of salinomycin and virginiamycin showed positive effects on ruminal
fermentation, especially when animals were fed the higher concentrate diet.
However, the beneficial effects of using both feed additives in combination on the
other characteristics were not demonstrated.

Keywords: Antibiotic; Beef cattle; Feedlot; Nutrition; Salinomycin.

3.1 Introducéao

A pecuaria brasileira é caracterizada pela producdo em sistemas de
pastagens tropicais (MILLEN et al., 2011), e estd sujeita a decréscimos na
produtividade devido ao menor acumulo de forragens em periodos em que ha
reducdo na pluviosidade, temperatura e disponibilidade de luz. Dessa forma, o

confinamento de bovinos se torna importante ferramenta de manejo para garantir a
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manutencdo da produtividade e o fornecimento de matéria-prima de qualidade para
a industria no periodo de entressafra.

Com o aumento no ndmero de animais confinados, o fornecimento de dietas
com elevada proporcdo de concentrado se torna pratica comum, sendo que a
utilizacdo de racbes com mais de 75% de gréos ja € uma realidade em diversos
confinamentos comerciais no Brasil (MILLEN et al., 2011). Entretanto, a grande
maioria dos animais confinados no pais € composta por zebuinos da raca Nelore ou
anelorados (MILLEN et al.,, 2009), que podem apresentar maior tendéncia ao
desenvolvimento de desordens metabolicas em relacdo as racas taurinas quando
alimentados com dietas de alto concentrado (BRAWNER et al., 1969; ELAM, 1976).

Assim, é importante que a pesquisa desenvolva estratégias que viabilizem o
fornecimento de dietas com alta proporcdo de grdos para racas zebuinas com
seguranca. Nesse atual cenario, o uso de antibioticos ionéforos e nao iondéforos
como aditivos alimentares € uma ferramenta de manejo nutricional que merece
destaque. Ao atuarem sobre as bactérias gram-positivas do rumen, principais
produtoras de &cido acético, butirico e latico, e selecionarem as bactérias gram-
negativas, responsaveis pela producao de propionato e utilizacdo de lactato, esses
aditivos promovem alteracbes na fermentacdo ruminal capazes de melhorar a
eficiéncia de utilizagdo da energia e de compostos nitrogenados, bem como reduzir
a incidéncia de disturbios metabdlicos, como a acidose ruminal (BERGEN; BATES,
1984; NAGARAJA; TAYLOR, 1987).

A salinomicina é um antibiotico ion6foro muito utilizado como aditivo em dietas
de bovinos de corte, com capacidade de promover melhora na fermentagéo ruminal
(MERCHEN; BERGER, 1985; REFFETT-STABEL et al.,, 1989) e no desempenho
animal (McCLURE et al., 1980; MERCHEN; BERGER, 1985). A virginiamicina € um
antibiético ndo ionéforo que também atua sobre a fermentacdo ruminal (NAGARAJA;
TAYLOR, 1987) e promove melhora no desempenho (ROGERS et al., 1995;
SALINAS-CHAVIRA et al., 2009), apresentando maior reducdo na producédo de
lactato quando comparada aos antibiéticos ionéforos (COE et al., 1999).

A utilizacdo de antibioticos ionoforos e ndo iondforos isoladamente vem sendo
estudada ha diversos anos, com resultados positivos consistentes na viabilizacdo de
dietas de alto concentrado para bovinos confinados. Contudo, pesquisas recentes
tém indicado a possibilidade de efeito sinérgico sobre o desempenho animal com o
uso combinado de virginiamicina e ionéforo (SILVA et al., 2004; NUNEZ, 2008).
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Adicionalmente, Nufiez (2008) observou, em virtude da reducdo na ocorréncia de
diarreia, que a combinacdo dos aditivos pode melhorar o ambiente ruminal de
bovinos confinados. No entanto, essa eficacia aparentemente depende dos teores
de concentrado utilizados, uma vez que os aditivos combinados foram capazes de
reduzir a incidéncia de diarreia para animais tratados com racéo contendo 73% de
graos, mas nédo para aqueles que receberam dieta com 91% de concentrado.

Dessa forma, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar os
efeitos do uso combinado de salinomicina e virginiamicina sobre o metabolismo
ruminal, a digestibilidade de nutrientes, o comportamento ingestivo e as
caracteristicas sanguineas de novilhos Nelore alimentados com dietas contendo 70

ou 90% de concentrado na matéria seca (MS).

3.2 Material e métodos

Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo (FZEA/USP).

3.2.1 Animais, instala¢des e delineamento experimental

Oito novilhos da raca Nelore, portadores de canulas ruminais, com
aproximadamente 434 + 35 kg de peso vivo ao inicio do experimento, foram
alocados no delineamento em quadrado latino 4 x 4 replicado, com quatro
tratamentos em quatro periodos. Os tratamentos foram arranjados em esquema
fatorial 2 x 2, com dois niveis de concentrado (70 e 90%) e dois niveis de
virginiamicina (0 e 15 ppm) na MS da dieta. Os tratamentos foram distribuidos
aleatoriamente entre os animais em cada periodo, de modo que nenhum novilho
recebesse a mesma dieta mais de uma vez.

O experimento foi conduzido no Estdbulo Experimental do Departamento de
Zootecnia da FZEA/USP, que possui baias individuais, com comedouros de cimento
e bebedouros autométicos comuns a cada duas baias. Os animais foram confinados
por quatro periodos de 21 dias, com 13 dias de adaptagédo seguidos por oito dias de

coletas, entre os meses de margo e junho de 2011.
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3.2.2 Dietas basais e tratamentos

As dietas basais, com 70 ou 90% de concentrado na MS, foram formuladas
com o auxilio do software de formulagdo de ragdes “Ragao de Lucro Maximo 3.2”
(RLM 3.2; LANNA et al., 2010) utilizando-se os seguintes ingredientes: silagem de
cana-de-acucar, milho moido, farelo de soja, farelo de trigo, calcério, ureia, nucleo
mineral e cloreto de potassio (Tabela 3.1). A composicédo quimica dos ingredientes é

apresentada na Tabela 3.2.

Tabela 3.1 - Composicao das dietas basais com base na matéria seca

Ingredientes (%) 70% concentrado 90% concentrado
Silagem de cana-de-acucar 30,00 10,00
Milho moido 49,55 71,50
Farelo de soja 9,50 6,30
Farelo de trigo 7,00 8,00
Calcario 1,50 1,80
Ureia 1,00 1,00
Ndcleo mineral? 0,80 0,80
Cloreto de potassio 0,65 0,60
Composicéo guimica?

NDT, % MS 73,25 79,38
ED, Mcallkg MS 3,23 3,50
EM, Mcal/kg MS 2,65 2,87
ELm, Mcal/lkg MS 1,74 1,92
ELg, Mcal/lkg MS 1,12 1,28
Amido, % MS 32,88 46,60
PB, % MS 15,64 15,87
PDR, % PB 52,11 51,44
EE, % MS 2,63 3,17
FDN, % MS 31,04 18,91
FDNforragem, % MS 21,53 7,18

1Composicéo: 16% Ca; 9% P; 1,4% Mg; 1,5% S; 11,4% Na; 17% CI; 4800 mg/kg Zn; 1500 mg/kg Cu;
1200 mg/kg Mn; 150 mg/kg Co; 90 mg/kg I; 36 mg/kg Se; 900 mg/kg F.

2NDT: nutrientes digestiveis totais; ED: energia digestivel; EM: energia metabolizavel; ELm: energia
liguida para mantencga; ELg: energia liquida para ganho; PB: proteina bruta; PDR: proteina degradavel
no rimen; EE: extrato etéreo; FDN: fibra insollvel em detergente neutro; FDNrorragem: fibra insoltvel
em detergente neutro proveniente da forragem.

Os quatro tratamentos foram estabelecidos em funcdo dos niveis de
concentrado e virginiamicina utilizados nas dietas: 1) 70% de concentrado e O ppm
de virginiamicina; 2) 70% de concentrado e 15 ppm de virginiamicina; 3) 90% de
concentrado e 0 ppm de virginiamicina; 4) 90% de concentrado e 15 ppm de
virginiamicina. Em todos os tratamentos utilizou-se o ionéforo salinomicina na

concentracdo de 13 ppm.
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Tabela 3.2 - Composicdo quimica dos ingredientes

Nutrientest Silagem de Milho Farelo de Farelo de
cana-de-acucar moido soja trigo
MS, % 23,68 88,35 90,45 89,53
NDT, % MS 56,50 87,96 81,07 71,61
ED, Mcallkg MS 2,49 3,88 3,57 3,16
EM, Mcal/lkg MS 2,04 3,18 2,93 2,59
ELm, Mcallkg MS 1,19 2,18 1,97 1,69
ELg, Mcal/lkg MS 0,63 1,50 1,32 1,07
Amido, % MS 0,00 61,54 2,80 30,30
PB, % MS 3,59 11,12 52,32 18,30
PDR, % PB 52,00 49,00 62,18 75,30
EE, % MS 1,30 3,78 1,76 2,82
FDN, % MS 71,78 10,54 15,20 40,50
FDA, % MS 46,10 3,86 9,35 11,70
Lignina, % MS 6,40 0,80 1,04 3,71
NFDN, % PB 24,95 577 8,51 18,21
NFDA, % PB 22,51 7,81 7,89 4,29
MM, % 3,45 1,91 7,29 2,59

IMS: matéria seca; NDT: nutrientes digestiveis totais; ED: energia digestivel, EM: energia
metabolizavel; ELm: energia liquida para mantenca; ELq: energia liquida para ganho; PB: proteina
bruta; PDR: proteina degradavel no rimen; EE: extrato etéreo; FDN: fibra insolivel em detergente
neutro; FDA: fibra insollvel em detergente acido; NFDN: nitrogénio ligado ao FDN; NFDA; nitrogénio
ligado ao FDA; MM: matéria mineral.

3.2.3 Consumo individual

Tanto nos periodos de coleta como nos periodos de adaptacao, foi realizado
um trato diario as 08h00, no qual o concentrado era misturado a silagem nos cochos
individuais, e em seguida a dieta completa era disponibilizada aos animais. Os
aditivos foram adicionados a dieta completa por meio de mistura com fuba de milho
(10 g mistura/kg MS). O consumo diario de MS foi obtido pela diferenca entre a
quantidade oferecida e as sobras, que foram quantificadas no dia seguinte.
Procurou-se manter a quantidade de sobras na proporcédo de 5 a 10% do total
oferecido, garantindo oferta ad libitum aos animais.

Amostras de silagem foram coletadas a cada dois dias para determinacéo da
MS, com o objetivo de ajustar o consumo para uma proporcao fixa de
volumoso:concentrado. Amostras da dieta oferecida e das sobras foram coletadas
trés vezes por semana, e ao final de cada periodo constituiram amostras compostas
por animal para determinagBes bromatoldgicas, que foram baseadas nas fracdes
exigidas para estimar os nutrientes digestiveis totais (NDT) pela equacado proposta
por Weiss; Conrad e St Pierre (1992). Assim, foram determinados os teores de MS,

matéria mineral (MM), extrato etéreo (EE) e proteina bruta (PB) de acordo com a
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Association of Official Analytical Chemists - AOAC (1990); fibra insolivel em
detergente neutro (FDN), fibra insolivel em detergente acido (FDA) e lignina de
acordo com metodologia sugerida por Van Soest; Robertson e Lewis (1991),
utilizando amilase nas determinagbes de FDN; nitrogénio ligado ao FDN (NFDN) e
nitrogénio ligado ao FDA (NFDA) segundo Licitra; Hernandez e Van Soest (1996).
Amostras da dieta oferecida e das sobras também foram analisadas para
determinacao dos teores de amido de acordo com Knudsen (1997).

O NDT foi estimado por meio da equacéo proposta por Weiss; Conrad e St
Pierre (1992), apresentada na eq. 3.1. Os valores de NDT foram convertidos em
energia digestivel (ED) (eq. 3.2), energia metabolizavel (EM) (eq. 3.3) e energia
liguida para mantenca (ELm) (eq. 3.4) e ganho (ELg) (eq. 3.5) de acordo com o
National Research Council (1996). O consumo de cada nutriente foi obtido pela

diferenca entre o teor do nutriente no oferecido e nas sobras.

NDT = 0,98(1000 — FDNy — PB — MM — NFDA; — EE) +

kyppPB + 2,25(EE — 10) + (3.1)
LIG
_ (" NO0,667]| _
0,75(FDNy — LIG) [1 (FDNN) ] 70

Em que:

FDNn = nitrogénio ajustado a fibra insolivel em detergente neutro, %; FDNn = FDN -
NFDN + NFDA;;

NFDAi = nitrogénio indisponivel complexado a FDA, %; NFDAI = 0,7NFDA;

kars = digestibilidade verdadeira da PB; kdrs = exp(-0,0012NFDA), para forragens;
kdaps = 1- 0,0004NFDA, para concentrados.

1kg NDT = 4,409Mcal ED (3.2)
EM,Mcal/kg = 0,82ED (Mcal/kg) (3.3)
EL,, Mcal/kg = 1,37EM — 0,138EM? + 0,0105EM3 — 1,12 (3.4)

ELy, Mcal/kg = 1,42EM — 0,174EM? + 0,0122EM? — 1,65 (3.5)
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3.2.4. Degradabilidade ruminal in situ

A determinacéo da degradabilidade ruminal in situ foi realizada de acordo com
Mehres e @rskov (1977), com o auxilio de sacos de nailon de 10 x 20 cm e poros de
50 um (Ankom, R1020-10 x 20 cm, forage bags, 14502, NY, Estados Unidos). Os
sacos de nailon foram identificados, pesados individualmente e, entédo, receberam
amostras de aproximadamente 7 g de silagem de cana-de-acucar ou 5 g de farelo
de soja ou milho, previamente secas a 55°C por 72 h e moidas em moinho com
peneira de 5 mm (silagem de cana-de-acucar) ou 2 mm (farelo de soja e milho).

Os sacos de néilon foram inseridos no rimen as 08h00 do primeiro dia de
coleta e incubados durante 3, 6, 12, 24, 48 e 72 h para as amostras de farelo de soja
e milho, e durante 12, 24, 48, 72, 96 e 120 h para as amostras de silagem de cana-
de-acUcar. Apés a retirada, os sacos foram lavados e secos em estufa a 55°C por 72
h. Para a obtencédo do tempo zero, os sacos foram mergulhados em agua aquecida
a 39°C por 5 min e secos da mesma forma que aqueles incubados no rimen.

Ap6s a secagem, todos os sacos foram pesados, e a degradabilidade foi
determinada em funcdo do peso das amostras antes e apés a incubacao (eq. 3.6).
Foram determinadas as degradabilidades da MS nas amostras de silagem de cana-
de-acucar, farelo de soja e milho (AOAC, 1990), PB nas amostras de farelo de soja
(AOAC, 1990) e FDN nas amostras de silagem de cana-de-agucar (VAN SOEST;
ROBERTSON; LEWIS, 1991). As analises de FDN foram realizadas com a utilizagéo

de amilase.

(1—(PSPI-PSV)

DGMS (%) =100 x (522 2)

(3.6)

Em que:

DgMS (%) = degradabilidade da MS em porcentagem;
PSPI = peso do saco apés incubacao;

PSAI = peso do saco antes da incubacao;

PSV = peso do saco vazio.

Os percentuais de degradabilidade da PB e FDN foram calculados por meio

da mesma equacdo (eq. 3.6) utilizada para determinar a degradabilidade da MS,
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sendo as diferencas (PSPI - PSV) e (PSAI - PSV) multiplicadas pelos respectivos
teores de PB e FDN divididos por 100.

Os parametros de degradacao foram estimados pelo modelo proposto por
@rskov e McDonald (1979) (eq. 3.7), e os valores de "a", "b" e "c" obtidos foram
utilizados para calcular a degradabilidade potencial (DP) (eq. 3.8), que representa a
guantidade de alimento solubilizado ou degradado no rimen quando o tempo nédo é
fator limitante, e a degradabilidade efetiva (DE) de acordo com @rskov; Hovell e
Mould (1980) (eq. 3.9), que representa a quantidade de alimento efetivamente
degradado em funcdo do tempo no qual 0 mesmo permanece no rumen. Para o
presente estudo, considerou-se a taxa de passagem de 5%/h de acordo com
recomendacgao do Agricultural and Food Research Council (1993) para bovinos de
corte em alto nivel de alimentacdo, mas consumindo menos do que duas vezes a

mantenca.

Dg (%) =a+ (bx(1—e ")) (3.7)

Em que:

Dg = quantidade degradada no tempo t;

a = fracdo rapidamente soluvel;

b = fracdo potencialmente degradavel;

c = taxa horaria de degradacao da fracéo potencialmente degradavel;

e = log natural de "-ct".

DP (%) =a+b (3.8)

Em que:
DP = degradabilidade potencial;

DE (%) = a + (%) (3.9)

Em que:
DE = degradabilidade efetiva;
k = taxa de passagem da MS, %/h.
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3.2.5 Digestibilidade aparente e caracteristicas fecais

A digestibilidade aparente da MS, PB, amido e FDN foram determinadas por
meio das concentragdes desses nutrientes na ragao consumida e nas fezes. Dessa
forma, realizou-se a coleta total de fezes por trés dias consecutivos (dias 6, 7 e 8
dos periodos de coleta), sendo as mesmas pesadas, homogeneizadas e amostradas
em 5% do total excretado. As amostras foram congeladas (uma amostra por animal
por periodo) para posteriores andlises de MS e PB (AOAC, 1990), amido
(KNUDSEN, 1997) e FDN (VAN SOEST; ROBERTSON; LEWIS, 1991) utilizando
amilase. O calculo da digestibilidade foi realizado por meio da equacao a seguir (eq.
3.10).

Digest. aparente (%) — (g nutriente consumido)— g nutriente nas fezes % 100 (3 10)

(g nutriente consumido)

Nos dias de coleta total, as 08h00 e as 20h00, também foram realizadas
medicbes do pH fecal. Imediatamente apds a coleta, 4 g de fezes frescas foram
misturadas a 4 mL de agua deionizada e o pH foi determinado com auxilio de

potencidémetro digital calibrado com solu¢des-tampéao de pH 4,01 e 7,01.

3.2.6 Fermentacédo ruminal

Para as andlises de fermentacdo ruminal, amostras de liquido foram
coletadas do rumen antes da alimentagcdo (0 h) e 2, 4, 6 e 8 horas apo0s o
fornecimento das dietas, no quinto dia de coleta de cada periodo experimental. As
determinacdes do pH ruminal foram realizadas em aliquotas de 100 mL das
amostras, imediatamente apds a coleta, com auxilio de potencidmetro digital
calibrado com solucdes-tampao de pH 4,01 e 7,01. As medi¢cdes foram realizadas
diretamente nas amostras de liquido ruminal.

Para as determinac¢des das concentragdes ruminais de &cidos graxos de
cadeia curta (AGCC), aliquotas de 40 mL das amostras foram congeladas a -18°C,
imediatamente apdés as coletas, para posterior analise. Os AGCC quantificados
foram: acético, propibnico, isobutirico, butirico, isovalérico e valérico. No momento
da analise, as amostras foram descongeladas e 1,0 mL de fluido ruminal, 0,250 mL
de solucédo 3:1 de acido metafosforico 25% com acido férmico 98-100% e 0,125 mL

de solucdo 100 mM de acido 2-etil-butirico (padrdo interno) foram pipetados em
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microtubos de 1,5 mL e centrifugados (Eppendorf 5804R, Hamburgo, Alemanha) a
15000 x g por 30 min a 4°C. Apos a centrifugacao, cerca de 1,0 mL do sobrenadante
foi transferido para vials cromatograficos, sendo 1 pL injetado em cromatégrafo
gasoso (CG HP 7890A; Injetor HP 7683B, Agilent Technologies) equipado com
coluna capilar HP-FFAP (19091F-112; 25 m; 0,320 mm; 0,50 um; J & W Agilent
Technologies). A injecdo foi automatica, sendo o H2 o gas de arraste, mantido em
um fluxo de 31,35 mL/min. A temperatura do injetor e do detector foi de 260°C. O
tempo total da corrida cromatografica foi de 16,5 min divididos em trés rampas de
aguecimento: 80°C (1 min), 120°C (20°C/min; 3 min) e 250°C (10°C/min; 2 min).

A curva de calibracdo externa foi determinada com padrdes cromatograficos
(Chem Service, West Chester, PA, EUA) de acido acético (99,5%; CAS 64-19-97),
propibnico (99%; CAS 79-09-4), isobutirico (99%; CAS 79-31-2), butirico (98,7%;
CAS 107-92-6), isovalérico (99%; CAS 503-74-2) e valérico (99%; CAS 109-52-4). A
solucédo-padrdo de maior concentracdo continha 205,695 mM de acido acético,
54,522 mM de acido propidnico, 6,107 mM de &cido isobutirico, 46,266 mM de acido
butirico, 9,008 mM de acido isovalérico e 8,910 mM de &cido valérico. As solucbes-
padrdo subsequentes foram obtidas através de diluicbes da solucdo de maior
concentracdo por 1/2, 1/4, 1/8 e 1/16. A preparacdo dos vials cromatograficos de
solugdes-padréo foi realizada da mesma forma que as amostras citadas
anteriormente.

Para as andlises de nitrogénio amoniacal, as amostras de liquido ruminal
foram descongeladas e centrifugadas (Eppendorf 5804R, Hamburgo, Alemanha) a
1570 x g por 15 min a 24°C. ApGs a centrifugacéo, 5 mL do sobrenadante foram
pipetados em tubos de digestéo, e a destilagdo foi realizada com destilador micro-
Kjeldahl, utilizando-se 10 mL de solucdo de tetraborato de sédio 5% no funil do
aparelho e 10 mL de acido bérico em baldo de Erlenmeyer na saida do nitrogénio
amoniacal. A titulacdo foi realizada utilizando-se &cido sulftrico (H2SO4) 0,05 N. O
teor de nitrogénio amoniacal, em porcentagem, foi determinado por meio da eq.

3.11, e a conversao para mg/dL foi realizada ao multiplicar o valor obtido por 1000.
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(normalidade H,SO4 X miliequivalente do Nx100)

% N amoniacal = (3.11)

(volume da amostra X volume H,S0,)

Em que:

Normalidade do H2S04 = 0,05;
Miliequivalente do N = 0,014;
Volume da amostra =5 mL;

Volume H2SO4 = volume de acido sulfdrico, em mL, gasto na titulagéo.

As concentra¢gfes ruminais de acido latico foram determinadas por meio de
técnica colorimétrica. O reagente precipitante foi preparado por meio da adicao de
23,29 mL de &cido fosforico 85% P.A. em baldo volumétrico de 1000 mL, e o volume
completado com agua deionizada. Para o preparo do reagente de cor, 1,5 g de
hidroxi-bifenil foram adicionados em baldo volumétrico de 100 mL, e o volume
completado com dimetilformamida. As amostras de fluido do rdamen foram
descongeladas e centrifugadas (Eppendorf 5804R, Hamburgo, Alemanha) a 15000 x
g por 15 min a 4°C, e o sobrenadante foi transferido para microtubos de 1,5 mL. Em
seguida, 100 pL de amostra foram transferidos dos microtubos para tubos de ensaio
de 5 mL contendo 3,90 mL de reagente precipitante, com posterior homogeneizagao
em agitador mecanico. De forma semelhante, o padrédo foi preparado por meio da
adicdo de 100 pL de solugcédo de acido latico 0,08% em tubo de ensaio de 5 mL
contendo 3,90 mL de reagente precipitante, seguida de homogeneizacdo em
agitador mecanico.

As etapas seguintes foram conduzidas da mesma forma tanto para as
amostras como para o padrédo. Para a realizacdo da reagédo de conversdo de acido
latico a acetaldeido, 1 mL do sobrenadante foi transferido dos tubos de ensaio de 5
mL para tubos de ensaio de 10 mL, com posterior adicdo de 6 mL de H2SOa4
concentrado (98% P.A.) e homogeneizacdo em agitador mecanico. Os tubos foram
colocados em banho-maria a 80°C por 3 min e esfriados em agua corrente por 2
min. Em seguida, 100 pL de reagente de cor foram adicionados aos tubos, com
posterior homogeneizacdo e descanso por 10 min. Os tubos foram novamente
colocados em banho-maria a 100°C por 3 min e esfriados em agua corrente por 2
min. Finalmente, foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro (Nova-

2000UV) a 565 nm, sendo a coloracdo obtida estavel por no maximo 1 h. A
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concentracdo de &cido latico, em porcentagem, foi obtida pela eq. 3.12, e a
conversdo para mM foi obtida pela multiplicacdo do valor obtido por 10000, com

posterior divisdo pelo peso molecular do acido latico (90,08 g/mol).

) _ Absorbancia da amostra

Acido latico (% x 0,08 (3.12)

Absorbania do padrio

3.2.7 Comportamento ingestivo

O comportamento ingestivo foi avaliado por meio do monitoramento visual da
alimentagdo e da ruminagdao dos animais durante 24 h (MAEKAWA et al., 2002),
com inicio as 08h00 do terceiro dia de coleta e término as 08h00 do quarto dia de
coleta, em cada um dos periodos experimentais. As atividades de alimentacéo e
ruminacéo foram anotadas a cada 5 min, assumindo-se que cada atividade persistiu
pelo préximo intervalo de 5 min. Um evento de alimentagdo foi definido como no
minimo 5 min de atividade de alimentacdo seguido por, no minimo, 5 min de outra
atividade. A soma de todos os eventos de alimentacdo representa o numero diario
de eventos de alimentacdo (NEA; eventos/dia). O numero diario de eventos de
ruminagado (NER; eventos/dia) foi definido da mesma forma.

O tempo total de alimentacdo (TTA; min/dia) foi definido como a soma dos
tempos de cada um dos eventos com no minimo 5 min de duracdo nos quais o
animal passou se alimentando. O tempo médio de alimentacdo por evento (TAE;
min/evento) foi obtido pelo TTA dividido pelo NEA. O tempo total de ruminacgao (TTR;
min/dia), da mesma forma, foi definido como a soma dos tempos de cada um dos
eventos de ruminacdo, enquanto o tempo médio de ruminacdo por evento (TRE;
min/evento) foi obtido pela razéo entre o TTR e o NER. O tempo total de mastigagao
(TTM; min/dia) foi calculado pela soma do TTA e do TTR. O numero diario de
eventos de mastigacdo (NEM; eventos/dia) foi obtido pela soma do NEA e do NER,
enguanto o tempo médio de mastigacéo por evento (TME; min/evento) foi calculado
pela razdo entre 0 TTM e o NEM. O tempo total em 6cio (TTO; min/dia) foi obtido
pelo TTM subtraido do periodo total de 24 h (1440 min).

A taxa de ingestédo (Tlvs e Tlron da MS e FDN, respectivamente; g/min) foi
calculada pelo consumo de MS ou FDN no dia da avaliacao dividido pelo TTA. A
taxa de ingestdo por evento (TIEws e TIEron da MS e FDN, respectivamente;
g/evento) foi determinada como sendo a razdo entre o consumo de MS ou FDN no
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dia da avaliacdo e o NEA. Também foram determinadas as taxas de ruminacgao
(TRms e TRron da MS e FDN, respectivamente; min/kg) e mastigacéo (TMwms € TMron
da MS e FDN, respectivamente; min/kg) da MS e FDN, em que o TTR ou o0 TTM
foram divididos pelas quantidades ingeridas desses nutrientes no dia da avaliacao.

3.2.8 Protozoarios ciliados

Foram realizadas coletas de liquido ruminal, antes da alimentacao e 4 h apés,
no quinto dia do periodo de coletas, para identificacdo e contagem dos seguintes
géneros de protozoarios ciliados: Entodinium, Diplodinium, Isotricha, Dasytricha,
Eudiplodinium, Epidinium e Ostracodinium. Para tanto, aliquotas de 10 mL de liquido
ruminal foram transferidas para frascos de vidro contendo 20 mL de solugéo de
formaldeido 37%, e permaneceram em repouso até o momento das analises. O
preparo das amostras foi realizado de acordo com metodologia proposta por
Dehority (2003), e a contagem foi realizada por meio de microscépio 6ptico comum

provido de reticulo com area de 0,4362 mm?.

3.2.9 Caracteristicas sanguineas

No sexto dia de coleta, 2 h apds a alimentacdo, amostras de sangue foram
coletadas da veia jugular dos animais. O sangue foi colhido em seringa plastica sem
a adicdo de anticoagulante, e utilizado imediatamente em analisador automatico
portatil i-STAT, equipado com cartucho CG4+ (i-STAT system; Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL, Estados Unidos). Foram realizadas determinacdes de pH,

concentracéo de lactato e concentracdo de bicarbonato (HCOs3) do sangue.

3.2.10 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa estatistico
computacional SAS (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM, 2002), e os resultados
foram analisados como quadrado latino 4 x 4 replicado, em esquema fatorial 2 x 2 de
tratamentos, sendo cada animal em cada periodo e em cada quadrado considerado
a unidade experimental. A normalidade dos residuos foi verificada pelo Teste de
Shapiro-Wilk (procedimento UNIVARIATE), e os dados que nao apresentaram
distribuicdo normal foram submetidos a transformacdo logaritmica de base 10,
inversa ou pela raiz quadrada. Os resultados foram analisados pelo procedimento

MIXED e as médias dos tratamentos foram ajustadas pelo método dos quadrados
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minimos (LSMEANS). Quando observada diferenca significativa pelo teste F (P <
0,05), as médias foram separadas pelo teste t de Student (PDIFF). Tendéncias
foram discutidas quando 0,05 < P < 0,10.

Para medidas néo repetidas no tempo, o modelo incluiu os efeitos aleatérios
de animal dentro de quadrado, periodo e quadrado, e os efeitos fixos de nivel de
concentrado, nivel de virginiamicina e da interacdo nivel de concentrado x nivel de
virginiamicina. Para medidas repetidas no tempo, o modelo incluiu os efeitos
aleatérios de animal dentro de quadrado, periodo e quadrado, e os efeitos fixos de
nivel de concentrado, nivel de virginiamicina, tempo de coleta e das interacdes nivel
de concentrado x nivel de virginiamicina, nivel de concentrado x tempo de coleta,
nivel de virginiamicina x tempo de coleta e nivel de concentrado x nivel de

virginiamicina x tempo de coleta.

3.3 Resultados e discusséo

3.3.1 Consumo de nutrientes

Houve efeito (P < 0,01) de nivel de concentrado sobre o consumo de MS
(CMS), de forma que os animais tratados com 90% de concentrado apresentaram
consumo 6,5% superior em relacdo aqueles alimentados com 70% de concentrado
(Tabela 3.3). Essa diferenca sugere que uma limitacdo fisica no consumo, resultante
do maior teor de FDN na dieta (Tabela 3.1), pode ter ocorrido para os animais do
tratamento com 70% de concentrado. No entanto, esses resultados ndao eram
esperados para a faixa de NDT observada no presente estudo (73,25 e 79,38% para
as dietas com 70 e 90% de concentrado, respectivamente). De acordo com Van
Soest (1994), maiores consumos sdo observados quando o NDT da dieta se
encontra ao redor de 67%, mas esse valor pode ser ainda menor para bovinos da
raca Nelore (VERAS et al., 2000; ALMEIDA; LANNA, 2003). O aumento no teor
energético da dieta faz com que um menor consumo forneca a mesma quantidade
de energia, e as exigéncias dos animais passem a ser atendidas com menor
ingestao de alimentos. Assim, era esperado que o maior teor de NDT da dieta com
90% de concentrado promovesse redugéo no CMS.

Os consumos de NDT, ED, EM e amido também apresentaram valores
superiores (P < 0,01) para animais tratados com 90% de concentrado (Tabela 3.3), o

gue ocorreu em razdo do maior CMS associado aos maiores teores de NDT, ED, EM
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e amido da dieta (Tabela 3.1). O consumo de PB também foi maior (P = 0,01) para
os novilhos do tratamento com 90% de concentrado, mas isso se deve
principalmente ao maior CMS para esses animais, uma vez que o teor de PB das
duas dietas era semelhante. No entanto, apesar do menor CMS, o consumo de FDN
foi maior (P < 0,01) para os animais tratados com 70% de concentrado, fato que

ocorreu em razao do maior teor desse nutriente na dieta.

Tabela 3.3 - Efeitos dos niveis de concentrado e virginiamicina sobre as variaveis de
consumo e digestibilidade aparente

Tratamento? Valor de P4
Item? Nivel Conc (%) Nivel VM (ppm) EPM3 Conc x
70 90 0 15 Conc VM “ym

E'V'.S’ 773 823 792 804 019 001 034 056
g/dia
g/\:i?’ 572 653 607 617 016 <001 030 049
CED, 2520 28,78 2678 2720 070 <001 030 050
Mcal/dia
CEM, 2066 2360 2196 2230 057 <001 029 048
Mcal/dia
CPB,

. 124 132 127 129 003 001 033 054
kg/dia
gd%’\" 228 157 1091 194 007 <001 024 060
ﬁé%r?;ido’ 258 378 315 321 013 <001 019 036

ICMS = consumo de matéria seca; CNDT = consumo de nutrientes digestiveis totais, CEM =
consumo de energia metabolizavel; CPB = consumo de proteina bruta; CFDN = consumo de fibra
insolivel em detergente neutro; CAmido = consumo de amido. ?Nivel Conc = nivel de concentrado na
MS; Nivel VM = nivel de virginiamicina na MS. 3Erro padrdo da média. “Conc = efeito do nivel de
concentrado; VM = efeito do nivel de virginiamicina; Conc x VM = efeito da intera¢do nivel de
concentrado x nivel de virginiamicina.

De forma semelhante, ao avaliarem dietas com diferentes niveis de
concentrado na MS (73, 79 e 85%) e bagaco de cana-de-acucar como fonte de
volumoso, Leme et al. (2003) observaram aumento linear no CMS de novilhos
Nelore com o aumento no teor de concentrado das dietas. Nufiez (2008) também
observou maior CMS para novilhos Nelore alimentados com dieta contendo 91% de
concentrado na MS em relacdo ao grupo de animais tratados com dieta com 73% de
concentrado.

Por outro lado, Silva et al. (2002) relataram comportamento quadratico para o

CMS em porcentagem de peso vivo de bovinos da raca Nelore alimentados com
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niveis crescentes de concentrado na dieta (20, 40, 60 ou 80%), sendo que O
consumo maximo estimado foi obtido com 42,6% de concentrado. Similarmente, ao
avaliarem a inclusdo de niveis crescentes de concentrado nas dietas de novilhos
Nelore, Putrino et al. (2007) também observaram comportamento quadratico para o
CMS em porcentagem de peso vivo, com 0 maior valor observado para o nivel de
concentrado de 40%.

N&o houve efeito de nivel de virginiamicina sobre nenhuma das variaveis de
consumo avaliadas. A utilizagcdo de antibidticos como aditivos alimentares para
ruminantes promove aumento na disponibilidade energética dos alimentos. Em
dietas de alto concentrado, essa maior disponibilidade de energia geralmente
promove reducdo no CMS, uma vez que a ingestdo é regulada pelas exigéncias
energéticas dos animais, que passam a ser atendidas com menores quantidades de
alimentos (LANNA; MEDEIROS, 2007). No presente estudo, a auséncia de efeito da
inclusdo de virginiamicina sobre o0 CMS sugere que nao houve limitacdo na ingestéo
devido ao suprimento das demandas energéticas dos animais, fato confirmado pelo
maior CMS observado para o tratamento com 90% de concentrado.

De forma semelhante, Rogers et al. (1995), ao realizarem diversos
experimentos para avaliar os efeitos da inclusdo de virginiamicina sobre o
desempenho de bovinos confinados, observaram que a inclusdo do antibiotico
melhorou a conversdo alimentar, mas sem afetar o CMS. Salinas-Chavira et al.
(2009) também nao relataram diferencas no CMS de novilhos Holandeses
alimentados com dieta de alto concentrado e suplementados com niveis crescentes
de virginiamicina. Por outro lado, Nufiez (2008) observou reducédo no CMS de
novilhos Nelore confinados com dietas de alto concentrado e suplementados com
virginiamicina e salinomicina em combinacdo em relacdo aos animais que

receberam apenas o iondéforo.

3.3.2 Degradabilidade ruminal in situ

Houve tendéncia de reducado na fracdo rapidamente soluvel (“fracdo a") (P =
0,08) e na DE (P = 0,06) da MS da silagem de cana-de-aglcar para 0s animais
tratados com 90% de concentrado em relagdo ao tratamento com 70% de graos
(Tabela 3.4). Além disso, a fracdo potencialmente degradavel ("fracdo b"), a DE e a

DP da FDN da silagem de cana-de-acucar foram menores (P < 0,01) para o0s
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animais do grupo com 90% de concentrado em relacdo aos novilhos do tratamento

com 70% de concentrado.

Tabela 3.4 - Efeitos dos niveis de concentrado e virginiamicina sobre
degradabilidade da matéria seca e da fibra insolivel em detergente
neutro da silagem de cana-de-acucar

Tratamento? Valor de P*
Item? Nivel Conc (%) Nivel VM (ppm) EPM?3 Conc x
70 90 0 15 Conc VM “ym

Degradabilidade da MS

Fracaoa. 2p46 21,73 2191 2228 022 008 035 026

(I;Jra(;éo b, 34,69 14,32 23,93 25,09 209 <0,01 0,51 0,02

()T/O";‘g(a C, 259 228 293 1,95 022 043 002 0091
sz’ 3320 2591 3031 2880 074 006 054 068
DP, 5718 36,05 4584 4740 219 <001 042 0,02

%
Degradabilidade da FDN

fracaoa, 499 507 487 519 037 08 053 072

;ragéob, 40,27 16,97 2857 2868 257 <001 096 031

OTAJ?;(a o 262 2,36 2,61 2,37 032 071 073 033
E(,E’ 17,83 9,50 14,53 1280 0,94 <001 0,03 0,31
DP, 4868 2359 3523 3704 312 <001 079 007

%
'Fracdo a = fragdo rapidamente sollvel; Fragdo b = fragcdo potencialmente degradavel; Taxa c = taxa
horaria de degradacdo da fracdo potencialmente degradavel;, DE = degradabilidade efetiva
(considerando uma taxa de passagem de 5%/h); DP = degradabilidade potencial. 2Nivel Conc = nivel
de concentrado na MS; Nivel VM = nivel de virginiamicina na MS. 3Erro padrdo da média. “Conc =
efeito do nivel de concentrado; VM = efeito do nivel de virginiamicina; Conc x VM = efeito da
interacdo nivel de concentrado x nivel de virginiamicina.

O aumento no teor de carboidratos rapidamente fermentaveis em dietas de
bovinos apresenta efeitos negativos sobre a degradabilidade da fibra, o que pode
ocorrer devido a diversos fatores: 1) preferéncia dos microrganismos ruminais por
carboidratos nédo fibrosos em detrimento dos carboidratos fibrosos; 2) redugéao no pH
ruminal devido a rapida fermentagdo dos carboidratos néo fibrosos, com
consequente diminuicdo na atividade celulolitica das bactérias; 3) competicdo dos
microrganismos ruminais por nutrientes essenciais, com vantagem das bactérias
amiloliticas sobre as celuloliticas (HOOVER, 1986).
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Os efeitos do pH ruminal sobre a degradabilidade da fibra podem ocorrer em
duas etapas, sendo que reducdes no pH para valores superiores a 6,0 promovem
diminuicdo moderada na degradagao da fracédo fibrosa, enquanto redugcdes para
valores inferiores a 6,0 causam inibicdo severa na degradacdo desse componente
(MOULD; @RSKOV; MANN, 1983). No presente estudo, os valores médios do pH
ruminal foram de 6,36 e 6,02 para os animais dos tratamentos com 70 e 90% de
concentrado, respectivamente. Ainda assim, as redugdes na DE e na DP da FDN
com o aumento no teor de concentrado das dietas foram da ordem de 46,7 e 51,5%,
respectivamente.

Resultados semelhantes foram relatados por Mould e @rskov (1983), que
observaram reducdo parcial na degradacao da celulose em ovinos quando o pH
ruminal passou de 6,6 para 6,2. No entanto, quando o pH do ramen foi reduzido para
valores inferiores a 6,0, a degradacdo da fibra foi totalmente inibida. Diversos
autores também observaram que a inclusdo de carboidratos rapidamente
fermentdveis em dietas de ruminantes promove reducao na degradacdo ruminal da
fibra tanto in vitro (MERTENS; LOFTEN, 1980; HILTNER; DEHORITY, 1983) quanto
in vivo (VAN DER LINDEN; VAN GYLSWYK; SCHWARTZ, 1984; MILLER;
MUNTIFERING, 1985).

Ndo houve efeito da inclusdo de virginiamicina em dietas contendo
salinomicina sobre a "fracdo a" e a DE da MS da silagem de cana-de-acucar, mas
houve interacéo (P = 0,02) entre nivel de concentrado e nivel de virginiamicina sobre
a "fracdo b" e a DP da MS desse alimento (Tabela 3.4). A suplementagcdo com
virginiamicina aumentou a "fragéo b" (P = 0,04), com consequente aumento na DP
(P = 0,03) da MS da silagem nos animais do tratamento com 70% de concentrado
(Figura 3.1).

Contudo, apesar de a silagem de cana-de-acucar conter 71,78% de FDN na
MS, os mesmos resultados néo foram observados para a degradabilidade ruminal da
fracéo fibrosa desse alimento. Nao houve efeito de virginiamicina sobre a "fracéo a",
a "fracdo b", a taxa horaria de degradacdo da fracdo potencialmente degradavel
("taxa c") e a DP da FDN da silagem (Tabela 3.4). No entanto, a inclusdo do
antibiético reduziu a DE (P = 0,03) da FDN desse alimento.

Como o aumento no teor de concentrado das dietas promoveu reducdo no
degradabilidade ruminal da fibra, o que provavelmente ocorreu devido a reducédo na

atividade celulolitica das bactérias decorrente da diminuicdo no pH ruminal, era
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esperado que a inclusdo de virginiamicina nas dietas promovesse aumento na
degradacédo ruminal da fracdo fibrosa devido ao controle que exerce sobre a queda
do pH do ruamen. Entretanto, no presente estudo, ndo foi observado efeito da
suplementacdo com virginiamicina sobre o pH ruminal, com valores médios de 6,18
e 6,20 para os niveis de 0 e 15 ppm de virginiamicina, respectivamente. Sem 0s
efeitos benéficos do aumento no pH ruminal, as alteragdes na populacédo bacteriana
ruminal decorrentes da suplementagdo com antibiéticos, principalmente em animais
ndo adaptados aos mesmos, podem promover inibicdo na atividade das bactérias
celuloliticas (SIMPSON, 1978; POOS; HANSON; KLOPFENSTEIN, 1979).
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Figura 3.1 - Efeitos da interacdo nivel de concentrado x nivel de virginiamicina
sobre as variaveis (a) "fracdo b" e (b) degradabilidade potencial da

matéria seca da silagem de cana de acgucar.

abMédias com letras minlsculas distintas dentro do mesmo nivel de concentrado
diferem entre si. ~8Médias com letras mailsculas distintas dentro do mesmo nivel
de concentrado diferem entre si. As barras de erros representam o erro padrdo da
média. 70% Conc. e 90% Conc. representam 0s niveis de 70 e 90% de
concentrado, respectivamente. 0 VM e 15 VM representam o0s niveis de 0 e 15
ppm de virginiamicina, respectivamente.

Van Nevel e Demeyer (1992) observaram que a virginiamicina € um potente
inibidor da degradagdo ruminal in vitro da porcao fibrosa das dietas. De forma
semelhante, Piva; Masoero e Prandini (1986) relataram que a virginimicina néo
alterou a degradabilidade da matéria organica, mas teve efeito negativo sobre a
degradacéo ruminal da fibra bruta. Por outro lado, Salinas-Chavira et al. (2009) nao
observaram efeito da inclusdo de 16 ou 22,5 ppm de virginiamicina sobre a
degradabilidade ruminal da FDN de novilhos holandeses em relacdo ao grupo

controle.
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A "fracdo b", a "taxa c", a DE e a DP da MS do farelo de soja foram menores
(P < 0,03) para os animais tratados com 90% de concentrado em relacdo aqueles
alimentados com 70% de gréaos (Tabela 3.5). Por outro lado, a "fracdo a" da MS
desse alimento foi maior (P = 0,02) para os animais que receberam a dieta com mais
concentrado. Apesar de nao ter sido observada diferenca para as fracdes "a" e "b" e
para a DP da PB do farelo de soja entre os niveis de concentrado, animais tratados
com 90% de gréaos apresentaram reducéo (P < 0,01) na "taxa c", com consequente
diminuicéo (P < 0,01) na DE da PB do farelo de soja.

Tabela 3.5 - Efeitos dos niveis de concentrado e virginiamicina sobre degradabilidade
da matéria seca e da proteina bruta do farelo de soja

Tratamento? Valor de P*
Item? Nivel Conc (%) Nivel VM (ppm) EPM3 Conc x
70 90 0 15 Conc VM “ym

Degradabilidade da MS

fracaoa. 5711 2857 2762 2807 035 002 046 006

(I;Jragéob, 7243 6833 70,44 70,31 0,70 <0,01 0,90 0,21

;?ﬁa G 851 697 8,05 744 036 003 036 041

oE 7223 67,48 7055 69,16 0,72 <001 0,23 064

E/?JP’ 99,54 96,90 98,06 9838 052 <001 069 0,88
Degradabilidade da PB

Fragaoa, gn9 7,27 6,50 6,86 043 016 066 040

%

Fracaob. 9487 9320 9379 9437 074 029 069 082

jaxac.  g47 638 770 715 035 <001 033 0,15
OE, 6508 58,72 62,88 6092 097 <001 019 0,19
Al 100,89 100,10 100,33 100,67 0,38 029 065 0,44
'Fracdo a = fracdo rapidamente sollvel; Fracdo b = fracdo potencialmente degradavel; Taxa ¢ = taxa
horaria de degradagdo da fracdo potencialmente degradavel; DE = degradabilidade efetiva

(considerando uma taxa de passagem de 5%/h); DP = degradabilidade potencial. 2Nivel Conc = nivel de
concentrado na MS; Nivel VM = nivel de virginiamicina na MS. 3Erro padrdo da média. *Conc = efeito do
nivel de concentrado; VM = efeito do nivel de virginiamicina; Conc x VM = efeito da interagdo nivel de
concentrado x nivel de virginiamicina.

O menor pH ruminal para novilhos alimentados com 90% de concentrado na
dieta pode ser uma das causas da reducdo nas estimativas de degradabilidade

ruminal da MS e da PB do farelo de soja para esse tratamento. A reducdo na
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degradacdo ruminal da PB ocorre em virtude da diminuicdo nas atividades de
protedlise e desaminacao. Erfle et al. (1982) observou reducao de 85% na atividade
ruminal de protedlise in vitro quando o pH passou de 7,0 para 5,5. O processo de
desaminacgao sofreu impacto ainda maior com o aumento da acidez no meio, uma
vez que a reducdo no pH de 7,0 para 5,5 promoveu diminuicdo de 91% nesse
processo. No entanto, a reducdo no pH ruminal pode ndo ser a Unica explicacao
para a diminuicdo na degradacdo proteica, que também pode ser influenciada pelo
tipo de substrato fermentado ou pelas espécies de microrganismos predominantes
no raimen (BACH; CALSAMIGLIA; STERN, 2005).

Resultados semelhantes foram obtidos por Blrger et al. (2000a), que
relataram comportamento linear decrescente para a "fragao b" e para a DP da MS do
farelo de soja com o aumento nos teores de concentrado das dietas. No entanto,
esses autores nao observaram efeito de nivel de concentrado sobre as variaveis de
degradacdo ruminal da PB do farelo de soja. Liu; Wang e Li (2005) também nao
observaram efeito de nivel de concentrado sobre a degradabilidade efetiva da PB
em ovinos, o que difere dos resultados obtidos no presente estudo.

N&o houve efeito da inclusdo de virginiamicina em dietas contendo o ionéforo
salinomicina sobre nenhuma das varidveis de degradabilidade da MS e da PB do
farelo de soja avaliadas (Tabela 3.5). A suplementacéo de dietas de ruminantes com
aditivos antimicrobianos pode reduzir a degradacao ruminal da proteina da dieta em
virtude da reducdo nas atividades de protedlise e desaminacdo, com consequente
aumento na quantidade de proteina de escape que chega ao intestino para ser
digerida (BERGEN; BATES, 1984). No presente estudo, no entanto, esses efeitos
ndo puderam ser observados.

De forma similar, Salinas-Chavira et al. (2009) ndo observaram diferencas na
degradabilidade ruminal dos compostos nitrogenados ao suplementarem novilhos
holandeses com 0, 16 ou 22,5 ppm de virginiamicina. Por outro lado, Mogentale et
al. (2010) relataram aumento na "fragédo b" e na DP da PB do farelo de soja em
vacas suplementadas com o antibidtico flavomicina em relacdo ao grupo controle,
resultados que diferem dos observados no presente estudo.

N&o houve efeito de nivel de concentrado sobre a "fracdo a", a "taxa c" e a DE
da MS do milho, no entanto, animais tratados com 90% de concentrado
apresentaram menores valores (P < 0,01) da "fracdo b" e da DP da MS desse

alimento em relacdo ao tratamento com 70% de concentrado (Tabela 3.6).
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No presente trabalho, ndo foi possivel determinar as variaveis de
degradabilidade do amido do milho, mas como esse alimento continha mais de 61%
de amido na MS (Tabela 3.2), a determinacdo da degradabilidade da MS pode
representar bem a degradabilidade do amido para esse alimento. De acordo com
Hoover e Stokes (1991), a reducdo no pH ruminal apresenta efeitos negativos sobre
a degradabilidade da proteina e da fibra, mas pouco efeito sobre a degradacédo do
amido. Assim, é possivel que a redu¢do na DP do amido com o aumento no teor de
concentrado esteja relacionada com a menor capacidade de aproveitamento de
grandes quantidades desse nutriente por animais de racas zebuinas. Ao avaliarem o
aproveitamento do amido por animais Bos indicus ou Bos taurus por meio da perda
desse carboidrato nas fezes, Olbrich Jr (1996) observou que zebuinos apresentam

menor habilidade para digerir o amido do que animais de ragas taurinas.

Tabela 3.6 - Efeitos dos niveis de concentrado e virginiamicina sobre degradabilidade
da matéria seca do milho

Tratamento? Valor de P*
Item? Nivel Conc (%) Nivel VM (ppm) EPM3 Conc x
70 90 0 15 Conc VM "y

Fracaoa. 2626 2673 2663 2636 051 023 048 088

Fracaob. 7486 7157 7333 7300 064 <001 074 025

" 530 581 560 561 021 050 083 0,27
(ZE’ 64,99 64,60 64,88 64,71 0,56 0,63 0,84 0,26
il 101,12 9830 9996 9945 049 <001 050 0,27
'Fracdo a = fracdo rapidamente sollvel; Fracdo b = fracdo potencialmente degradavel; Taxa ¢ = taxa
horaria de degradagdo da fracdo potencialmente degradavel; DE = degradabilidade efetiva

(considerando uma taxa de passagem de 5%/h); DP = degradabilidade potencial. 2Nivel Conc = nivel de
concentrado na MS; Nivel VM = nivel de virginiamicina na MS. 3Erro padrdo da média. “Conc = efeito do
nivel de concentrado; VM = efeito do nivel de virginiamicina; Conc x VM = efeito da interagdo nivel de
concentrado x nivel de virginiamicina.

Ndo houve efeito de nivel de virginiamicina sobre as variaveis de
degradabilidade ruminal da MS do milho (Tabela 3.6). Resultados semelhantes
foram obtidos por Salinas-Chavira et al. (2009), que n&o observaram diferencas na
degradabilidade ruminal do amido para novilhos holandeses suplementados com
niveis crescentes de virginiamicina na dieta (0, 16 e 22,5 ppm). De forma similar,

Mogentale et al. (2010) nao relataram efeitos da inclusédo de flavomicina na dieta de
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vacas cruzadas sobre as fracfes "a" e "b", a "taxa c", a DE e a DP do amido do

milho, o que esta de acordo com os resultados obtidos no presente estudo.

3.3.3 Digestibilidade aparente e caracteristicas fecais

Animais tratados com dieta contendo 90% de concentrado apresentaram
maior (P < 0,01) digestibilidade aparente da MS em relacdo aqueles alimentados
com 70% de concentrado (Tabela 3.7), o que ocorreu devido ao aumento (P < 0,01)
na digestibilidade aparente da PB, bem como ao aumento na quantidade de amido
(mais digestivel) e a reducdo na quantidade de FDN (menos digestivel) na dieta com
mais gréos (Tabela 3.1). No entanto, as digestibilidades aparentes da FDN e do

amido nao diferiram entre os tratamentos.

Tabela 3.7 - Efeitos dos niveis de concentrado e virginiamicina sobre as variaveis de
digestibilidade aparente e caracteristicas fecais

Tratamento? Valor de P*
Item? N|’7v(()al Concg(;/o) Ncl')vel VM (f5pm) EPM?3 Conc VM C(\)/rll\; X
50'\"3 66,21 73,70 70,22 6969 094 <001 058 0,78
E/?JPB’ 71,23 77,35 7406 7451 0,83 <001 0,60 0,91
DFDN, 42,90 42,32 42,72 4250 1,19 0,78 0,92 0,98

%

DAMIdo. 90,07 8982 9090 8898 078 079 005 055
MS fecal,
%

pH fecal 5,87 5,72 5,75 5,83 0,06 0,02 0,19 0,31

'DMS = digestibilidade aparente da matéria seca; DPB = digestibilidade aparente da proteina bruta;
DFDN = digestibilidade aparente da fibra insoldvel em detergente neutro; DAmido = digestibilidade
aparente do amido; MS fecal = matéria seca fecal. 2Nivel Conc = nivel de concentrado na MS; Nivel
VM = nivel de virginiamicina na MS. 3Erro padrdo da média. “Conc = efeito do nivel de concentrado;
VM = efeito do nivel de virginiamicina; Conc x VM = efeito da interagdo nivel de concentrado x nivel
de virginiamicina.

16,97 19,79 18,23 18,53 0,29 <0,01 0,11 0,84

A reducao na degradabilidade ruminal da PB para os animais tratados com
90% de concentrado pode explicar o aumento na digestibilidade aparente desse
nutriente. Com a reducdo na degradacdo ruminal da PB, maior quantidade de
proteina de escape chega ao intestino para a digestao, fato que pode aumentar a
digestibilidade aparente da fracdo proteica dos alimentos, uma vez que a proteina da
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dieta que ndo sofre degradacdo ruminal €, geralmente, mais digestivel que a
proteina microbiana (VAN SOEST, 1994). Dessa forma, a reducdo na degradacao
ruminal da proteina pode ser interessante para aumentar a digestibilidade desse
nutriente no trato digestério total, especialmente em dietas com altos teores de
proteina verdadeira.

De forma similar, Hironaka et al. (1994) observaram aumentos na
digestibilidade aparente da MS e da PB conforme o nivel de concentrado nas dietas
foi aumentado. Ao avaliarem os efeitos da inclusdo de quatro niveis de concentrado
na dieta (20, 40, 60 e 80%) de novilhos Brangus e Nelore, Putrino et al. (2007)
também reportaram aumentos lineares nas digestibilidades aparentes da MS e PB
com 0 aumento no teor de graos. Por outro lado, Agle et al. (2010) ndo observaram
diferencas na digestibilidade aparente da PB entre dois niveis de concentrado (52 e
72%) na dieta de vacas de leite.

Apesar da menor degradabilidade ruminal da FDN da silagem de cana-de-
acucar para animais tratados com 90% de concentrado, ndo houve diferenca na
digestibilidade aparente desse nutriente no trato digestorio total entre os niveis de
concentrado, fato que demonstra que houve aumento na digestdo pos-ruminal da
fracdo fibrosa da dieta para os animais do tratamento com maior teor de
concentrado na dieta. Da mesma forma, a menor degradabilidade ruminal da MS do
milho para o tratamento com 90% de gréos associada a auséncia de diferenca na
digestibilidade aparente do amido entre os niveis de concentrado indicam que houve
aumento na digestdo pos-ruminal do amido.

Essa afirmacdo € suportada pelos valores de pH fecal observados para os
diferentes niveis de concentrado nas dietas. Houve reducgao (P = 0,02) no pH fecal
de animais tratados com 90% de concentrado em relacdo ao tratamento com 70%
de graos (Tabela 3.7). De acordo com Channon; Rowe e Herd (2004), o pH fecal
pode ser utilizado como indicador da quantidade de amido fermentada no intestino
grosso, com menores valores sendo decorrentes da maior quantidade de acidos
resultantes da fermentacdo (DeGREGORIO et al., 1982). Dessa forma, o menor pH
fecal observado para o tratamento com 90% de concentrado indica uma maior
quantidade de amido sendo digerida no intestino grosso dos animais desse
tratamento.

O teor de MS das fezes foi maior (P < 0,01) para o tratamento com 90% de

concentrado (Tabela 3.7), o que n&o era esperado. Animais recebendo elevados
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teores de concentrado apresentam maior tendéncia de desenvolvimento de acidose
ruminal, sendo que a ocorréncia de diarreia € um dos sintomas desse disturbio
(OWENS et al., 1998). Portanto, o alto teor de MS das fezes indica que 0s animais
nao apresentaram um quadro de acidose em decorréncia da elevada proporgcao de
concentrado na dieta.

Nao houve efeito da inclusdo de virginiamicina em dietas contendo
salinomicina sobre as variaveis de digestibilidade aparente e caracteristicas fecais
avaliadas, exceto para a digestibilidade aparente do amido, que foi menor (P = 0,05)
para os animais que receberam o antibiotico (Tabela 3.7). Como nao houve efeito de
nivel de virginiamicina sobre a degradabilidade ruminal da MS do milho, é possivel
que tenha havido reducdo na digestdo pos-ruminal do amido para novilhos
suplementados com o antibiético. No entanto, como a auséncia de diferenca no pH
fecal entre os niveis de virginiamicina ndo indica reducdo na digestdo intestinal
desse carboidrato, uma avaliacdo mais detalhada da degradabilidade ruminal do
amido se torna necesséria para explicar esses resultados.

De forma semelhante, Salinas-Chavira et al. (2009) ndo observaram efeito da
incluséo de 0, 16 ou 22,5 ppm de virginiamicina sobre a digestibilidade aparente da
matéria organica, FDN e compostos nitrogenados. No entanto, esses autores
também nado observaram efeito da suplementacdo com virginiamicina sobre a
digestibilidade aparente do amido, o que difere dos resultados obtidos no presente

estudo.

3.3.4 Fermentagao ruminal

Animais tratados com 90% de concentrado apresentaram menor
concentracdo ruminal de acetato (P = 0,01) e maiores concentracdes de isovalerato,
valerato e AGCC totais (P < 0,01) em relagdo aqueles alimentados com 70% de
concentrado (Tabela 3.8). N&o foi observado efeito de nivel de concentrado sobre as
concentracdes ruminais de isobutirato.

Em geral, o aumento no teor de concentrado das dietas promove reducado nas
concentragcfes ruminais de acido acético e aumento nas concentragfes de &cido
propidnico. Isso ocorre principalmente pela tendéncia das bactérias fibroliticas em
produzir acetato e das amiloliticas em produzir propionato (BLAXTER, 1962). Como
0 aumento nos teores de concentrado em dietas de bovinos geralmente promove

reducdo na populagdo de bactérias que degradam fibra e aumento na populagéo
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bacteriana responsavel pela degradacdo do amido (DEHORITY, 2003), a reducéo

ocorrida na relacdo acetato propionato era esperada.

Tabela 3.8 - Efeitos dos niveis de concentrado e virginiamicina sobre as variaveis de
fermentacao ruminal

Tratamento? Valor de P3
Item Nivel Conc (%) Nivel VM (ppm) EPM? Conc x
70 90 0 15 Conc VM VM
Acetato, 68.02 6378 6860 6321 136 001 <00l 0,06

mM

m’pionato’ 2168 37,66 27,94 3140 1,12 <001 <001 0,01

lsobuirato, 301 106 106 102 002 033 01l 077

r'?]lhlﬂtirato’ 12,81 1528 1569 12,40 049 <001 <0,01 <0,01

:T?l\(/)lvalerato, 1,89 2.21 214 1,96 0,056 0,01 0,02 0,09

valerato, 155 245 210 190 006 <001 005 0,92
Total, 107,00 122,55 117,71 111,84 2,54 <001 0,02 0,35
AP, 332 1,86 277 240 008 <001 <001 <001
Lactato, 0,537 0,860 0672 0,726 0,027 <0,01 0,16 050
pHruminal, 636 602 618 620 004 <001 058 0,79
N-NH3z>°

16,37 12,76 13,69 15,44 0,53 <0,01 0,03 0,93
mg/dL

!Nivel Conc = nivel de concentrado na MS; Nivel VM = nivel de virginiamicina na MS 2Erro padrdo da
média. 3Conc = efeito do nivel de concentrado; VM = efeito do nivel de virginiamicina; Conc x VM =
efeito da interagéo nivel de concentrado x nivel de virginiamicina. “A/P = relagdo acetato propionato.
SN-NHz = nitrogénio amoniacal.

Resultados semelhantes foram obtidos por Vargas et al. (2001), que
observaram reducdes lineares nas concentracdes ruminais de acetato, enquanto as
concentragcbes de isovalerato aumentaram linearmente com o aumento no teor de
concentrado nas dietas de bovinos mesticos. No entanto, esses autores também
relataram aumentos lineares nas concentracdes ruminais de isobutirato com o
aumento nos niveis de concentrado, o que difere dos resultados deste experimento.
Cantalapiedra-Hijar et al. (2009) também observaram reducdo nas concentracfes
ruminais de acetato com o aumento na propor¢gdo de concentrado em dietas de
caprinos, mas nao relataram diferencas nas concentracbes de isobutirato,

isovalerato e valerato entre os niveis de concentrado.
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Animais tratados com 90% de concentrado apresentaram maiores (P < 0,01)
concentracfes ruminais de lactato e menores (P < 0,01) valores de pH do rimen em
relacdo aos animais que receberam a dieta com menos gréos (Tabela 3.8), o que
era esperado. Com o aumento na quantidade de carboidratos rapidamente
fermentaveis na dieta, ocorre aumento na concentracdo ruminal de acido latico em
razdo do crescimento na populacdo de Streptococcus bovis, uma vez que esses
microrganismos fermentam acucares a lactato ao invés de outros acidos organicos.
O &cido latico, devido ao seu baixo pKa, promove rapida reducdo no pH do meio,
criando um nicho para o desenvolvimento de Lactobacillus, que irdo produzir ainda
mais lactato (RUSSEL; HINO, 1985).

Mesmo com os altos teores de concentrado utilizados, os animais de nenhum
dos tratamentos mostraram evidéncias da ocorréncia de acidose ruminal. Valores de
pH entre 5,0 e 5,6 caracterizam a acidose subclinica, enquanto valores de pH abaixo
de 5,0 caracterizam a ocorréncia de acidose clinica (KRAUSE; OETZEL, 2006). No
presente estudo, no entanto, as médias de pH ruminal permaneceram acima de 6,0,
enquanto as concentracdes médias de acido latico permaneceram abaixo de 1 mM
para ambos os tratamentos, fato que demonstra a boa adaptacdo dos animais aos
alto niveis de concentrado nas dietas.

Animais do tratamento com 90% de concentrado apresentaram reducéo (P <
0,01) na concentracao ruminal de nitrogénio amoniacal em relacdo aos animais do
tratamento com 70% de grdos (Tabela 3.8), o que esta de acordo com a menor
degradabilidade ruminal da PB para o tratamento com maior teor de concentrado. A
degradacdo ruminal da proteina dietética ocorre por meio das atividades de
protedlise e desaminacéo, sendo essa ultima caracterizada pela liberacdo do grupo
amina dos aminoacidos na forma de amonia (KOZLOSKI, 2011). Dessa forma, a
reducdo na degradacdo ruminal da PB promove menor acumulo de nitrogénio
amoniacal no meio.

Resultados semelhantes foram obtidos por Carvalho et al. (1997), que
observaram reducdes lineares na concentracdo de nitrogénio amoniacal do ramen
com o0 aumento nos niveis de concentrado nas dietas de zebuinos. Por outro lado,
Vargas et al. (2001) reportaram reducgOes lineares na concentracdo ruminal de
nitrogénio amoniacal conforme os niveis de concentrado nas dietas aumentaram de
0 para 75%. Da mesma forma, Cantalapiedra-Hijar et al. (2009) observaram efeito

de nivel de concentrado sobre a concentragdo de nitrogénio amoniacal no rimen de
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caprinos, com maiores valores observados para 0s animais que receberam dieta
com maior proporcdo de graos, o que difere dos resultados obtidos no presente
estudo.

A inclusdo de virginiamicina em dietas contendo salinomicina reduziu as
concentracdes ruminais de acetato (P < 0,01), isovalerato (P = 0,02), valerato (P =
0,05) e AGCC totais (P = 0,02) (Tabela 3.8). Além disso, houve interacédo (P < 0,01)
entre nivel de concentrado e virginiamicina sobre as concentra¢des ruminais de
propionato, butirato e para a relacdo acetato propionato. Houve aumento (P < 0,01)
na concentracdo ruminal de propionato (Figura 3.2a) e reducédo (P < 0,01) na
concentracéo de butirato (Figura 3.2b) e na relacéo acetato propionato (Figura 3.2c)
para animais suplementados com virginiamicina e salinomicina dentro do grupo de
animais que receberam dieta com 90% de concentrado.

Estudos in vitro reportaram aumento nas concentracdes de acido propiénico
na presenca de virginiamicina (HEDDE et al., 1980; NAGARAJA et al., 1987), o que
promove aumento na energia das dietas para os animais. As eficiéncias de
fermentacdo de hexose a acetato, propionato e butirato sédo de 62, 109 e 78%,
respectivamente, o que ocorre devido as diferencas na incorporacédo de hidrogénio
metabdlico. Assim, 0 aumento na producdo de propionato em relagdo ao acetato e
ao butirato pode promover aumento na quantidade de energia recuperada nos
produtos finais da fermentacdo (CHALUPA, 1977). No presente estudo, esse
aumento na concentracdo de propionato com a adicdo de virginiamicina ocorreu
apenas dentro do grupo de animais tratados com 90% de gréaos, o0 que sugere que
os efeitos benéficos da inclusdo do antibidtico sobre a fermentagcdo ruminal podem
ser mais evidentes em dietas com maior proporcéo de concentrado.

Resultados similares foram obtidos por Nagaraja et al. (1995b), que ao
avaliarem os efeitos da virginiamicina sobre a fermentagdo ruminal em ovinos
alimentados com dietas a base de grdos de cevada, observaram aumento na
concentracdo ruminal de propionato e reducdo nas concentracfes de acetato,
butirato e valerato para animais que receberam o antibiotico. De forma semelhante,
Nagaraja et al. (1995a) observaram maior concentracado ruminal de propionato as 6,
9, 12 e 24 h apls o fornecimento de dieta a base de grdos de cevada para ovinos
tratados com virginiamicina em relacdo ao controle. Além disso, esses autores

observaram reducdo na concentracdo ruminal de acetato as 3 e 9 h e na
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concentracdo de butirato as 6, 9 e 12 h apos a alimentacéo para os animais tratados

com o0 antibiético.
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Figura 3.2 - Efeitos da interacdo nivel de concentrado x nivel de virginiamicina
sobre as varidveis (a) concentracdo ruminal de propionato, (b)

concentracdo ruminal de butirato e (c) relacdo acetato propionato.
aMédias com letras minGsculas distintas dentro do mesmo nivel de concentrado
diferem entre si. ABMédias com letras mailsculas distintas dentro do mesmo nivel
de concentrado diferem entre si. As barras de erros representam o erro padréo da
média. 70% Conc. e 90% Conc. representam 0s niveis de 70 e 90% de
concentrado, respectivamente. 0 VM e 15 VM representam os niveis de 0 e 15
ppm de virginiamicina, respectivamente.

Em oposicdo aos resultados obtidos no presente estudo, ao avaliarem 0s
efeitos da virginiamicina e da combinagdo monensina/tilosina sobre a fermentacao
ruminal de bovinos, Coe et al. (1999) ndo observaram diferencas nas concentracdes
ruminais de AGCC entre os animais tratados com os aditivos e o tratamento
controle. Clayton et al. (1999) também nao observaram efeitos da suplementacao
com virginiamicina para vacas holandesas em lactacdo sobre as concentracbes

ruminais de acetato, propionato, butirato, isobutirato, isovalerato e isovalerato.
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N&o houve efeito de nivel de virginiamicina sobre a concentracdo de lactato e
o pH do rimen (Tabela 3.8). Tem sido sugerido que a virginiamicina apresenta maior
controle sobre a producéo de lactato do que os ionéforos (COE et al., 1999; LANNA;
MEDEIROS, 2007), mas de acordo com Bergen e Bates (1984), um dos efeitos da
suplementacdo com ionéforos é a reducéo na ocorréncia de desordens metabdlicas
em virtude da reducédo na producdo de acido latico. No presente estudo, como 0s
animais tratados com ambos o0s niveis de virginiamicina também receberam
salinomicina, é possivel que o ionoforo tenha atuado sobre a producao do lactato,
reduzindo os efeitos da virginiamicina sobre esse composto e sobre o pH ruminal.

Além disso, os altos valores de pH e as baixas concentra¢des ruminais de
lactato observados para os animais do presente estudo indicam que n&o houve
ocorréncia de acidose ruminal para nenhum dos niveis de virginiamicina. Coe et al.,
(1999), ao induzirem a ocorréncia desse disturbio metabdlico em bovinos por meio
da infusdo de solucdo de grdos e amido de milho diretamente no ramen, relataram
concentracoes de lactato da ordem de 19,4 e 15,8 mM para animais do grupo
controle e tratados com a combinagdo de monensina/tilosina, respectivamente. Para
animais tratados com virginiamicina, as concentracbes de acido latico foram
inferiores a 2 mM. No presente estudo, as concentracdes de lactato foram inferiores
a 0,8 mM, enquanto o pH permaneceu ao redor de 6,20 para ambos o0s niveis de
virginiamicina. Portanto, também é possivel que a ndo ocorréncia de acidose ruminal
tenha reduzido a magnitude dos efeitos da virginiamicina sobre o pH e a
concentracdo de lactato do rimen nos animais deste experimento.

Animais tratados com virginiamicina em combinacdo com o iond6foro
salinomicina apresentaram maiores (P = 0,03) concentracbes de nitrogénio
amoniacal (Tabela 3.8). No entanto, no presente estudo, ndo foram observados
efeitos de nivel de virginiamicina sobre a degradacdo ruminal da PB, o que sugere
que o antibidtico ndo alterou as atividades de protedlise e desaminacdo de
aminoacidos no ramen. Assim, as razdes pelas quais houve maior acumulo de
nitrogénio amoniacal para animais tratados com a combinag¢do virginiamicina e
salinomicina sao incertas.

Além dos efeitos de nivel de concentrado e virginiamicina, foram observados
efeitos de tempo de coleta sobre as variaveis de fermentacdo ruminal. As

concentracdes ruminais de acetato (Figura 3.3a), propionato (Figura 3.3b) e butirato
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(Figura 3.3d) aumentaram (P < 0,01), enquanto as concentracfes de isobutirato

(Figura 3.3c) foram reduzidas (P < 0,01) com o aumento no tempo de coleta.
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3.3 - Relacbes entre tempo de coleta e concentracdes ruminais de (a)

acetato, (b) propionato, (c) isobutirato e (d) butirato.
As barras de erros representam o erro padréo da média.

De forma semelhante, houve reducao (P < 0,01) nas concentracées ruminais

de isovalerato (Figura 3.4a) e na relacdo acetato propionato (Figura 3.4d), bem

como aumento (P < 0,01) nas concentracdes de valerato (Figura 3.4b) e lactato

(Figura 3.4c) conforme o tempo de coleta foi aumentado.
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Figura 3.4 - Relacdes entre tempo de coleta e concentragdes ruminais de (a)

isovalerato, (b) valerato, (c) lactato e (d) relagdo acetato propionato.
As barras de erros representam o erro padréo da média.

Por fim, foi observada interacdo entre nivel de concentrado e tempo de coleta

sobre as variaveis concentracdo ruminal de AGCC totais (P = 0,02), pH ruminal (P =

0,03) e concentracdo de nitrogénio amoniacal no ramen (P < 0,01) (Tabela 3.9). As

concentracbes de AGCC totais foram maiores (P < 0,01) para os animais do

tratamento com 90% de concentrado as 4, 6 e 8 h apds alimentacao, enquanto o pH

ruminal foi maior (P < 0,01) para os animais do tratamento com 70% de concentrado

as 2, 4, 6 e 8 h ap6s o fornecimento das dietas. J& as concentragdes ruminais de

nitrogénio amoniacal foram menores (P < 0,01) para os animais do tratamento com

mais graos as 2, 4 e 6 h apés a alimentacao.
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Tabela 3.9 - Efeitos da interacdo nivel de concentrado x tempo de coleta sobre as
variaveis concentracdo total de acidos graxos de cadeia curta,
concentracdo de nitrogénio amoniacal e pH do rumen

Nivel Conct ) Valor de P
Item 70% 90% EPM Conc?
AGCC totais*, mM
Oh 67,82 73,88 2,55 0,29
2h 103,23 107,25 2,93 0,48
4 h 116,36 133,02 3,52 <0,01
6 h 119,31 143,62 4,00 <0,01
8h 128,28 154,99 4,62 <0,01
pH ruminal
Oh 6,87 6,76 0,03 0,18
2h 6,48 6,16 0,04 <0,01
4 h 6,25 591 0,06 <0,01
6 h 6,06 5,67 0,06 <0,01
8h 6,11 5,60 0,07 <0,01
N-NHz®°, mg/dL
Oh 13,04 15,33 0,62 0,20
2h 26,42 16,39 1,29 <0,01
4 h 16,49 8,63 1,15 <0,01
6 h 12,43 9,57 0,81 0,01
8h 13,48 13,88 1,08 0,75

INivel Conc = nivel de concentrado na MS. 2EPM = erro padrdo da média. 3Conc = efeito do nivel de
concentrado. *“AGCC totais = 4cidos graxos de cadeia curta totais. °N-NHs = nitrogénio amoniacal.

3.3.5 Comportamento ingestivo

Animais do tratamento com 70% de concentrado passaram 126,2 min/dia a
mais em atividade de ruminacéo (P < 0,01) em relacdo aos animais do tratamento
com 90% de concentrado (Tabela 3.10). Como consequéncia, esses animais
também gastaram 162,5 min/dia a mais em atividade de mastigacdo (P < 0,01) e
162,5 min/dia a menos em 6cio (P <0,01) em relacdo aos animais alimentados com
maior proporcdo de gréos na dieta. As variaveis NER, TRE, NEM e TME também
apresentaram maiores médias (P < 0,02) para os animais do tratamento com 70% de
concentrado.

Animais tratados com 90% de concentrado apresentaram maiores (P = 0,01)
Tivs e TIEws em aqueles alimentados com 70% de grados (Tabela 3.10). Esses
resultados demonstram que o aumento no teor de concentrado das dietas promove
aumento na velocidade com que os animais ingerem os alimentos. No entanto, a
TIErFon foi maior (P = 0,01) para os animais do tratamento com 70% de concentrado,

0 que ocorreu devido ao maior teor de FDN na dieta com menos graos.
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Tabela 3.10 - Efeitos dos niveis de concentrado e virginiamicina sobre as variaveis

de comportamento ingestivo

Tratamento? Valor de P4

ltem? Nivel Conc (%) Nivel VM (ppm) EPM3 Conc x

70 90 0 15 Conc VM “ym
TTA, 2159 1797 1972 1984 81 002 093 0,02
min/dia
NEA, 125 105 11,3 114 06 011 073 074
eventos/dia
TAE, 188 179 18.4 183 10 046 078 0,02
min/evento
TTR, 4278 3016 3503 3791 185 <001 026 060
min/dia
NER, 455 127 13,2 150 07 001 010 086
eventos/dia
TRE, 285 241 271 255 10 <001 031 075
min/evento
TTM, 6438 4813 5475 5775 231 <001 034 013
min/dia
NEM, 577 232 244 264 10 001 021 094
eventos/dia
TME, 236 210 225 221 06 002 074 008
min/evento
TTO, 7963 9588 8925 8625 231 <001 034 013
min/dia
g/m 357 443 415 385 16 001 029 043
TIEws, 6613 8177 7442 7348 358 001 087 040
g/evento
TlFon, 10,6 9,2 9,9 10,0 0,4 0,05 0,87 0,04
g/min
TIEFon, 1969 1552 1751 1771 88 001 088 0,39
g/evento
TRuws, 569 367 450 486 24 <001 027 097
min/kg
m;fg”' 190,2 1922 184,3 198,1 5,9 0,86 0,25 0,83
TMuws, 857 591 705 742 32 <00l 035 033
min/kg
m/ifé'“’ 286,9 3094 2932 3032 77 013 049 036

ITTA = tempo total de alimentagdo; NEA = nimero dirio de eventos de alimentagéo; TAE = tempo
médio de alimentagdo por evento; TTR = tempo total de ruminagdo; NER = nimero diario de eventos
de ruminacao; TRE = tempo médio de ruminagdo por evento; TTM = tempo total de mastigacéo; NEM
= numero diario de eventos de mastigacdo; TME = tempo médio de mastigacdo por evento; TTO =
tempo total em 6cio; Tlvs = taxa de ingestéo da MS; TIEus = taxa de ingestdo da MS por evento; Tlrpn
= taxa de ingestéo da FDN; TIEron = taxa de ingestdo da FDN por evento; TRus = taxa de ruminagao
da MS; TRron = taxa de ruminagdo da FDN; TMwms = taxa de mastigacéo da MS; TMron = taxa de
mastigacdo da FDN. 2Nivel Conc = nivel de concentrado na MS; Nivel VM = nivel de virginiamicina na
MS. 3Erro padrdo da média. “Conc = efeito do nivel de concentrado; VM = efeito do nivel de
virginiamicina; Conc x VM = efeito da interacéo nivel de concentrado x nivel de virginiamicina.
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Adicionalmente, novilhos tratados com 70% de concentrado apresentaram
maiores (P < 0,01) TRus e TMwms, em min/kg, em relagdo aos animais do tratamento
com 90% de concentrado (Tabela 3.10). No entanto, quando as taxas de ruminagao
e mastigacdo foram corrigidas para o mesmo teor de FDN (TRron € TMrpn), Ndo
foram observadas diferencas entre os niveis de concentrado, 0 que sugere que,
dentre os nutrientes avaliados, a FDN é aquele que melhor explica as alteracdes no
comportamento ingestivo dos animais.

O aumento no teor de fibra em dietas de ruminantes estimula a atividade de
mastigacéo e reduz a producédo de acidos que podem levar o animal a condicao de
acidose ruminal. A sequéncia de eventos que leva o animal a apresentar queda de
desempenho quando pouca quantidade de fibra é incluida na dieta comeca com a
reducdo na atividade de mastigacéo, fato que diminui a producéo salivar, resultando
em menores valores de pH ruminal e em alteracdes nos padrdes de fermentacao
(MERTENS, 1994). A FDN mede as caracteristicas quimicas da fibra, mas nao as
caracteristicas fisicas como tamanho de particulas e densidade. Nesse sentido, a
FDN fisicamente efetiva (FDNr) € o parametro mais eficiente para explicar a
atividade de mastigacdo de ruminantes (MERTENS, 1994). No entanto, como no
presente estudo foi utilizada a mesma fonte de fibra (silagem de cana-de-acucar),
bem como o mesmo tipo de processamento dessa fonte de fibra para ambas as
dietas, a maior quantidade de FDN também representa maior quantidade de FDNre.
Dessa forma, o teor de FDN nas dietas foi um excelente parametro para explicar as
alteragdes no comportamento ingestivo dos animais.

Resultados semelhantes foram obtidos por Burger et al. (2000b), que ao
avaliarem o comportamento ingestivo de bezerros holandeses tratados com cinco
niveis de concentrado na dieta (30, 45, 60, 75 ou 90%), observaram gque os tempos
despendidos em alimentacdo e ruminacdo diminuiram linearmente, enquanto o TTO
aumentou linearmente com o aumento na propor¢cao de gréos. Missio et al. (2010),
em trabalho avaliando o comportamento ingestivo de tourinhos alimentados com
quatro niveis de concentrado na dieta (22, 40, 59 ou 79%), também observaram
comportamento linear negativo para o TTA e o TTR, bem como comportamento
linear positivo para o TTO conforme a inclusao de gréos foi aumentada.

Ndo houve efeito da inclusdo de virginiamicina em dietas contendo
salinomicina sobre as variaveis de comportamento ingestivo avaliadas, mas houve

interacdo (P < 0,04) entre nivel de concentrado e virginiamicina sobre o TTA, o TAE
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e a Tlron (Tabela 3.10). No entanto, as médias dessas variaveis ndo diferiram em

razdo da inclusdo do antibiético dentro de nenhum dos niveis de concentrado

(Figura 3.5). Esses resultados indicam que as variagbes no teor de concentrado das

dietas apresentam maior efeito sobre a atividade de mastigacdo dos animais do que

a suplementacdo com virginiamicina em combinac&do com salinomicina.
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Figura 3.5 - Efeitos da interacdo nivel de concentrado x nivel de virginiamicina

sobre as variaveis (a) tempo total de alimentacao, (b) tempo médio de

alimentacao por evento e (c) taxa de ingestdo da FDN.

aMédias com letras mintdsculas distintas dentro do mesmo nivel de concentrado
diferem entre si. “BMédias com letras maiusculas distintas dentro do mesmo nivel
de concentrado diferem entre si. As barras de erros representam o erro padréo da
média. 70% Conc. e 90% Conc. representam os niveis de 70 e 90% de
concentrado, respectivamente. 0 VM e 15 VM representam os niveis de 0 e 15 ppm
de virginiamicina, respectivamente.

3.3.6 Protozoarios ciliados ruminais

As populacbes de protozoarios dos géneros Diplodinium, Isotricha,

Dasytricha, Eudiplodinium, Ostracodinium e Epidinium foram identificadas em

poucas amostras, e em quantidades muito baixas. Dessa forma, a conducdo de

analises estatisticas para comparacdo das médias se tornou inviavel para esses
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géneros, e portanto, apenas as médias brutas por tratamento sdo apresentadas
(Tabela 3.11). Houve reducao (P < 0,01) nas populacdes de protozoarios do género
Entodinium e protozoarios ciliados totais com o aumento no teor de concentrado das
dietas. Em geral, animais alimentados com dietas contendo entre 40 e 60% de
concentrado apresentam quantidades maximas de protozoarios ciliados no ramen
(TOWNE; NAGARAJA; KEMP, 1988). O aumento no teor de concentrado nas dietas
promove reducdes na populacdo de protozoérios ciliados no rumen, o que ocorre
devido a reducdo no pH ruminal e ao aumento na taxa de passagem (FRANZOLIN;
DEHORITY, 1996).

Tabela 3.11 - Efeitos dos niveis de concentrado e virginiamicina sobre a contagem de
protozoarios ciliados ruminais

Tratamento® Valor de P°
ltem Nivel Conc (%)  Nivel VM (ppm) EPM? Conc x
=0 % 0 15 Conc VM VM
Entodinium, 18,12 655 12,22 1246 1,06 <001 082 0,10
x 10*/mL
Diplodinium, 0,178 0,107 01111 0,174 0,031 - - -
x 10%/mL
Isotricha, 0,608 0,003 0,286 0,325 0,059 - - -
x 10*/mL
Dasytricha, 0,008 0,000 0,000 0,008 0003 - - -
x 10%/mL
Eudiplodinium, 5535 0,013 0,143 0,01 0030 - - -
x 10%/mL
Ostracodinium, 9003 0067 0,003 0,067 0,030 - - -
x 10%/mL
Epidinium, 0,006 0010 0,013 0,003 0,004 - - -
x 10%/mL
Total, 19,15 6,74 12,76 13,14 1,13 <0,01 0,88 0,12
X 10*/mL

!Nivel Conc = nivel de concentrado na MS; Nivel VM = nivel de virginiamicina na MS. 2Erro padrdo da
média. 3Conc = efeito do nivel de concentrado; VM = efeito do nivel de virginiamicina; Conc x VM =
efeito da interag&o nivel de concentrado x nivel de virginiamicina.

Vance et al. (1972) observaram que os protozoarios ruminais desapareceram
apos duas a trés semanas do fornecimento de uma dieta com 100% de concentrado,
reaparecendo apenas apés 140 dias. Kreikemeier et al. (1990) observou redugédo na
populacdo de protozoarios ruminais com o aumento no nivel de consumo pelos
animais. Como no presente estudo os animais tratados com 90% de concentrado
apresentaram maior CMS, fato que aumenta a velocidade com a qual os alimentos

deixam o rumen, as reducdes na populacdo de protozoarios ciliados devem ter
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ocorrido tanto em virtude do menor pH ruminal como da maior taxa de passagem
ocasionados pelo aumento no teor de concentrado das dietas.

N&o houve efeito de nivel de virginiamicina sobre a contagem de protozoarios
do género Entodinium e sobre o total de protozodrios ciliados ruminais (Tabela 3.11),
o que difere dos resultados usualmente observados na literatura, ja que diversos
trabalhos relataram reducbes nas populacdes de protozoarios ciliados em
ruminantes (GODFREY et al., 1995; MURRAY et al., 1992). No presente estudo, no
entanto, o efeito acentuado de nivel de concentrado sobre esses microrganismos
pode ter feito com que os efeitos da inclusédo de virginiamicina se tornassem menos
discerniveis.

Houve interacdo (P = 0,01) entre nivel de concentrado e tempo de coleta para
as contagens de protozoarios do género Entodinium e protozoarios ciliados totais
(Tabela 3.12). No entanto, para ambos 0s casos, as populacdes foram maiores (P <
0,01) para animais tratados com 70% de concentrado tanto na coleta realizada antes

da alimentacéo (0 h) como na coleta efetuada 4 h apds o fornecimento das racdes.

Tabela 3.12 - Efeitos da interacdo nivel de concentrado x tempo de coleta sobre a
contagem de protozodrios ciliados ruminais

Nivel Conct ) Valor de P

Item 70% 90% EPM Conc?
Entodinium, x 104/mL

Oh 22,12 5,94 1,77 <0,01

4 h 14,13 7,16 1,12 <0,01
Total, x 10%/mL

Oh 23,24 6,11 1,88 <0,01
4h 15,06 7,38 1,20 <0,01

!Nivel Conc = nivel de concentrado na MS. 2EPM = erro padrdo da média. 3Conc = efeito do nivel de
concentrado.

3.3.7 Caracteristicas sanguineas

Houve efeito de nivel de concentrado (P < 0,01) sobre o pH e a concentracao
de HCOs do sangue, sendo que as menores medias foram observadas para os
animais tratados com 90% de concentrado (Tabela 3.13). J& as concentracfes de
lactato no sangue nédo diferiram entre os niveis de concentrado, assim como nao

houve efeito de virginiamicina sobre as caracteristicas sanguineas avaliadas.
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Tabela 3.13 - Efeitos dos niveis de concentrado e virginiamicina sobre as
caracteristicas sanguineas

Tratamento? Valor de P4
Item? Nivel Conc (%) Nivel VM (ppm) EPM3 Conc x
70 90 0 15 Conc WM VM
pH 7,434 7,391 7,417 7,409 0,007 <0,01 0,49 0,31

Lactato, 41067 1258 1,028 1,298 0,157 048 081 0,68
mmol/L

HCOa, 28,18 2643 27,35 2726 032 <00l 083 045

!pH = pH sanguineo; Lactato = concentracdo sanguinea de lactato; HCOs = concentracéo sanguinea
de bicarbonato. ?Nivel Conc = nivel de concentrado na MS; Nivel VM = nivel de virginiamicina na
MS. 3Erro padrdo da média. “Conc = efeito do nivel de concentrado; VM = efeito do nivel de
virginiamicina; Conc x VM = efeito da interacéo nivel de concentrado x nivel de virginiamicina.

As diminui¢cdes no pH e na concentracdo de HCOs do sangue sdo sintomas
associados a ocorréncia de acidose (NAGARAJA et al.,, 1981). No entanto, o0s
valores observados para essas variaveis neste estudo ndo caracterizam a
ocorréncia desse disturbio metabdlico. Segundo Radostits et al. (2002), a acidose
metabolica pode ser classificada de acordo com o pH sanguineo em moderada (pH
7,25 a 7,20), severa (pH 7,25 a 7,20) e grave (pH 7,10 a 7,0). No presente
experimento, os valores de pH sanguineo estiveram bem acima da faixa que
caracteriza a ocorréncia de acidose metabdlica moderada, o que indica que esse

distarbio n&o foi um problema.

3.4 Conclusdes

Apesar de bovinos de ragas zebuinas apresentarem menor habilidade para
utilizar dietas contendo quantidades elevadas de carboidratos rapidamente
fermentaveis, os resultados obtidos no presente estudo demonstram 0 uso seguro
de dietas de alto concentrado por novilhos Nelore. Ainda assim, a inclusdo de
virginiamicina em dietas contendo o iono6foro salinomicina apresentou efeitos
positivos sobre a fermentacdo ruminal, especialmente quando a dieta com maior
proporcdo de concentrado foi utilizada. No entanto, os efeitos benéficos do uso
combinado de salinomicina e virginiamicina sobre as demais caracteristicas

avaliadas no presente estudo ndo foram demonstrados.
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