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RESUMO

Objetivou-se avaliar a inclusdo dos aditivos virginiamicina (VM), monensina sodica
(MON) e a associagdo de ambos (VM+MON) no suplemento energético-mineral sobre
o desempenho de novilhas Nelore a pasto e sobre a cinética da fermentacao ruminal do
capim Marandu (Urochloa brizantha, sinonimia Brachiaria brizantha). No primeiro
experimento foram utilizadas 40 novilhas da raca Nelore em delineamento em blocos ao
acaso com quatro tratamentos. Os tratamentos consistiram de suplementacao energético-
mineral (CONT, grupo controle) acrescida de VM (33,5 mg/100 kg PV), MON (18,8
mg/100 kg PV) e a associacdo VM+MON (26,3 mg/100 kg PV). Os animais foram
mantidos em pastagem de capim Marandu no periodo de janeiro a junho. Os dados de
consumo alimentar e desempenho foram analisados e comparados pelo teste de Tukey
(p<0,05). A oferta de forragem néo foi fator limitante para o desempenho dos animais.
N&o houve diferenca no consumo de pastagem e no ganho médio diario (0,562 kg
animal™ dia®) para os diferentes tratamentos. A variabilidade no consumo de
suplemento e na dose diéria ingerida dos aditivos pode ter influenciado o desempenho
dos animais. Em um segundo experimento, quatro vacas adultas fistuladas no rumen
foram distribuidas em um quadrado latino 4x4 em esquema fatorial 4x6, sendo 0s
quatro suplementos do primeiro estudo com a inclusdo ou ndo de aditivos no
suplemento e seis amostras do capim Marandu colhido nos meses de janeiro a junho
para avaliacdo da cinética ruminal. O liquido ruminal, coletado no 16° dia de cada
periodo, foi misturado ao meio de cultura para formacdo dos in6culos e para incubacao
das amostras do capim. Os dados foram comparados pelo teste de Tukey (p<0,05). Os
aditivos reduziram a degradabilidade in vitro da matéria seca do capim Marandu nos
meses de melhor qualidade do capim, além de reduzirem em 10% a producgdo de gases
totais. A VM reduziu a producgdo de metano in vitro(mL) em 9,3% comparado a MON
e VM+MON e em 16% em comparacdo ao grupo controle. A associagdo entre VM e
MON proporcionou menor producdo de gases da fracdo dos carboidratos fibrosos e
menor taxa de degradacdo dessa fragdo. Diante do novo cenario de produgdo
sustentavel, a utilizacdo dos aditivos parece ser uma alternativa para bovinos em
pastagem, no entanto, estratégias que minimizem as variacbes na dose diaria dos

aditivos devem ser avaliadas buscando melhorar o desempenho dos animais.

Palavras-chave: Aditivos, bovinos, braquiaria, ionoforo, metano
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the inclusion of virginiamycin (VM), monensin (MON)
and the association of these additives (VM+MON) in energetic mineral supplement on
the performance of Nelore heifers on pasture and a the kinetics of ruminal fermentation
of Marandu grass (Urochloa, synonymy Brachiaria brizantha). In the first experiment,
forty Nelore heifers were used in a randomized block design with four treatments. The
treatments consisted of energetic mineral supplementation (CONT, control group)
added VM (33,5 mg/100 kg WB), MON (18,8 mg/100 kg WB) and the association
VM+MON (26,3 mg/100 kg WB).The animals were kept on pasture from January to
June. The food intake and performance data were analyzed and compared by Tukey test
(p<0.05).The forage offer was not a limiting factor for the animals’ performance. There
was no difference (p>0.05) at the intake of pasture and average daily weight gain (0.562
kg animal day™) for the different treatments. The variability in supplement intake and
daily intake dose of the additives may have influenced the performance of the animals.
In the second experiment, four adult cows fistulated at rumen were distributed in a 4x4
Latin square, in factorial 4x6, four supplements of the first experiment with the
inclusion or not of additives in supplement and six Marandu grass samples collected in
the months from January to June to evaluate the ruminal fermentation Kinetics. The
rumen fluid, collected on the 16" day of each period, was mixed to the buffer for the
formation of inoculum and for incubation of forage samples. Data were compared by
Tukey test (p<0.05). The additives reduced the in vitro degradability of dry matter of
Marandu grass in months of better forage quality, besides reducing by 10% the total gas
production. The VM reduced the in vitro methane production (mL) by 9.3% compared
to MON and VM+MON and 16% compared to the control group. The association
between VM and MON provided less gas production of the fibrous carbohydrates
fraction and lower rate of degradation of this fraction. Given the new scenario of
sustainable production, the use of additives appears to be an alternative for cattle
grazing, however strategies to minimize the variations in the daily dose of additives

should be evaluated trying to improve animal performance.

Key-words: Additives, braquiaria, cattle, ionophore, methane
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CAPITULO | - INTRODUCAO GERAL

A demanda por alimentos de origem animal tem aumentado gradativamente, como
consequéncia do crescimento populacional e aumento da renda. A necessidade de maior
producdo agricola aliada as alteragdes climaticas e a crescente escassez de &gua e terras
agricultaveis direcionam os sistemas pecuarios para uma intensificacdo sustentavel,
buscando 0 aumento da produtividade e a reducao de impactos ambientais.

A pecuéria no Brasil caracteriza-se por apresentar, quase em sua totalidade, uma
producdo extensiva utilizando grandes areas de pastagens. A sazonalidade da producao
de forragem, que ocorre como consequéncia de variagdes climaticas ao longo do ano
reflete em diferencas na quantidade e na qualidade das forrageiras em dois periodos
caracteristicos, criando assim um desafio a producdo animal. Vérias estratégias tém sido
propostas buscando aumentar a eficiéncia produtiva e econémica de sistemas de
producdo onde a forragem é o principal componente da dieta.

O melhor desempenho dos animais utilizando técnicas economicamente viaveis
deve ser considerado de alta relevancia. O uso de aditivos para bovinos em pastagem é
uma estratégia que pode ser utilizada para aumentar a produtividade dos sistemas. Os
aditivos promotores de crescimento, como os antibidticos ion6foros e ndo ion6foros
tendem a elevar o ganho de peso, principalmente pela modulacdo da fermentagdo
ruminal, além de trazer beneficios para 0 meio ambiente.

Por meio da manipulacéo do funcionamento do ramen, a eficiéncia alimentar pode
ser aumentada, como consequéncia da utilizacdo da fibra, fermentagdo do lactato e
conversdo de compostos nitrogenados ndo proteicos em proteina microbiana. Aditivos
como a monensina e a virginiamicina atuam como inibidores de bactérias gram-
positivo, produtoras de &cido acético, butirico, latico e hidrogénio, proporcionando
maior disponibilidade de substrato para o crescimento de bactérias gram-negativo,
produtoras de acido propionico e que atuam retirando o hidrogénio do meio ruminal.

Os aditivos tambem podem reduzir a producdo de metano, a degradacdo da proteina
e a absorcdo de amonia.

Nesse sentido, torna-se Util o desenvolvimento de pesquisas que visam avaliar o
efeito da utilizagéo de aditivos alimentares com potencial de melhorar o desempenho de
animais em pastejo, dando suporte para melhorar os indices da pecuaria nacional, além

da possibilidade de reducao das emissdes de gases do efeito estufa no ambiente.
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Com este trabalho, objetivou-se avaliar a suplementacdo com virginiamicina e/ou
monensina sodica sobre o desempenho de novilhas Nelore em pastagens no periodo das

aguas e transicdo aguas-seca e a cinética da fermentacdo ruminal do capim Marandu.
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CAPITULO Il - REVISAO DE LITERATURA

2.1. Producéo animal a pasto

As pastagens representam a forma mais pratica e econdmica de alimentacdo de
bovinos, sendo a base da sustentacdo da pecuéria brasileira (Barbosa et al., 2013). Com
a crescente demanda por carne bovina de qualidade e o potencial produtivo de
gramineas forrageiras, o Brasil se apresenta como um grande competidor no mercado
mundial (Carvalho et al., 2005).

Devido as alteracBes climéaticas ao longo do ano, ocorre uma sazonalidade
quantitativa e qualitativa das plantas forrageiras de clima tropical, com dois periodos
bem caracteristicos. As diferencas na composi¢do bromatolégica e na disponibilidade de
forragem no periodo das aguas e da seca faz com que estratégias de suplementacédo
sejam necessarias para reduzir as deficiéncias nutricionais das forragens, estimular o
consumo e a sua digestibilidade, e consequentemente, aumentar o desempenho dos
animais (Hoffmann et al., 2014).

No periodo da seca, as forrageiras tropicais apresentam baixo valor nutritivo, com
teores de PB inferiores ao minimo de 7,0% na matéria seca (MS), limitando a atividade
de microrganismos (Milford e Minson, 1966). Consequentemente, verifica-se
diminuicdo da digestibilidade da fracdo fibrosa da forragem e da producdo de acidos
graxos volateis (AGV), importantes fontes de energia para os ruminantes, alem de
caréncia proteica e energética nesse periodo (Minson, 1990). No periodo chuvoso, em
funcdo do aumento das concentracBes proteicas das gramineas e da alta taxa de
degradabilidade ruminal desta fracdo, h4 um excesso de nitrogénio em relacdo a
disponibilidade de energia. Deste modo, 0s suplementos passariam a ter maiores teores
de energia e minerais.

O baixo consumo de matéria seca (CMS) proveniente da forragem tem sido
identificado como um fator limitante para o desempenho de animais em sistemas de
pastejo. O CMS é o fator mais importante dentro da nutricdo, pois estabelece as
quantidades de nutrientes disponiveis para saude e producao animal (National..., 2001).
Nesse sentido, as estimativas de consumo em bovinos de corte sdo importantes para a
predicdo do ganho de peso, assim como para O estabelecimento dos requisitos

nutricionais dos animais, necessarios a formulacéo das dietas.
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O consumo e a eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes sdo resultantes da interacéo
do animal com a dieta ofertada. Para uma alta producdo animal em pastagens, trés
condigBes basicas devem ser consideradas: 1) deve ser produzida uma grande
quantidade de forragem de bom valor nutritivo; 2) uma grande proporcdo dessa
forragem deve ser colhida pelos proprios animais (consumo); e 3) a eficiéncia de
conversdo dos animais deve ser elevada. Assim, a producdo animal a pasto € o resultado
da eficiéncia de producdo de forragem, consumo de forragem pelos animais e converséo
da forragem em produto animal (Paulino et al., 2004).

Quando as forrageiras sdo a unica fonte de energia e proteina para bovinos em
crescimento, as taxas de ganho de peso podem ser menores que o desejado. Quando as
pastagens sao bem manejadas, considerando suas capacidades de suporte, as gramineas
tropicais sdo capazes de promover ganhos de peso elevados durante o periodo das aguas
(Euclides, 2002).

A suplementacdo para bovinos em pastejo consiste em fornecer uma fonte de
nutrientes adicionais ao sistema, o que refletiria em mudancgas no consumo de forragens,
concentracdes de nutrientes, disponibilidade de energia dietética, magnitude dos
precursores bioquimicos do metabolismo e desempenho animal (Paulino et al., 2004).

A suplementacdo busca potencializar a ingestdo, a digestdo da forragem e a
assimilacdo dos nutrientes. Contudo, para que os objetivos sejam atingidos, é necessario
que o balanceamento do suplemento respeite as caracteristicas da forragem disponivel e
do animal a ser suplementado.

A resposta produtiva a suplementacéo € afetada por fatores relacionados ao animal,
ao pasto, ao suplemento e as interacfes pasto x suplemento (Paulino et al., 2004). De
acordo com esses autores, os fatores mais importantes relacionados ao animal sdo o
mérito genético, o estado fisioldgico, a sanidade e o desempenho desejado. Quanto aos
fatores relacionados ao pasto, 0os mais importantes sdo a oferta de forragem
potencialmente digestivel (MSpD), que envolve a estrutura do pasto (massa de
forragens, altura do pasto, relagdo folha:colmo) e qualidade do pasto. Em relacdo ao
suplemento, destacam-se a quantidade e tipo de suplemento oferecido.

Uma estratégia de suplementagdo adequada seria aquela destinada a potencializar o
consumo e a digestibilidade da forragem disponivel, entretanto, um grande desafio é
predizer o efeito que a suplementacéo tera no desempenho animal (Kabeya et al., 2002).

A variagdo em ganho de peso de animais em pastagem durante a época das aguas
depende do tipo de pastagem, a produtividade do capim, a taxa de lotac&o e o nivel de
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suplementacédo (Vieira et al., 2005; Moraes et al., 2006; Zervoudakis et al., 2008; Sales
et al., 2011). As interacGes entre forragens e suplementos podem aumentar ou diminuir
0 consumo de forragem e a disponibilidade de energia da dieta.

2.2. Uso de aditivos na alimentacéo de ruminantes

A definigdo de aditivo para produtos destinados & alimentacdo animal, de acordo
com a Normativa 15/2009 do MAPA, é qualquer substancia adicionada
intencionalmente ao alimento, que ndo é utilizada normalmente como ingrediente, com
a finalidade de conservar, intensificar ou modificar suas propriedades, desde que ndo

altere seu valor nutritivo.

No Brasil, para que um aditivo possa ser registrado, ele deve ser considerado como
indispensavel a adequada tecnologia de fabricacdo do produto; deve influir
positivamente nas caracteristicas do produto destinado a alimentacdo animal, de
produtividade dos animais ou dos produtos de origem animal; ser utilizado na
quantidade estritamente necessaria a obtencdo do efeito desejado, respeitada a
concentracdo maxima que vier a ser fixada; além de ser previamente autorizado e
registrado pela autoridade competente do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA (MAPA, 2004).

Os aditivos podem ser classificados de acordo com seu principio de atuagdo. Os
promotores de crescimento abrangem o grupo dos antibidticos que sdo incluidos na
alimentacdo de ruminantes em doses sub-terapéuticas, podendo ser divididos em
iono6foros e ndo ionoforos, de acordo com seu mecanismo de agdo. Os ionoforos
comegcaram a ser utilizados a partir da década de 70 e sdo produzidos principalmente por
bactérias do género Streptomyces. Ja 0 uso de ndo iondforos como promotores de
crescimento, como por exemplo, a virginiamicina, principalmente para bovinos de corte,
é recente e pouco estudado no Brasil, sendo que a virginiamicina tem apresentado
efeitos positivos sobre o ganho de peso e eficiéncia alimentar de ruminantes (Rogers et
al., 1995; Coe et al., 1999; Ives et al., 2002).

A restricdo ao uso de antibioticos em dietas de animais nos paises da Europa,
devido a possiveis residuos dos mesmos nos produtos de origem animal e a
possibilidade de resisténcia cruzada com bactérias causadoras de patologia humana,
levou a proibicdo da utilizacdo de aditivos como a monensina sédica, no ano de 2006
(Directiva 1831/2003/CEE).
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Entretanto, Lanna e Medeiros (2007) apontaram que decisdes em relacdo a
regulamentacdo do uso de aditivos no Brasil devam ser baseadas em evidéncias
cientificas para que ndo haja confundimento entre restricdo e competicdo dos produtos

de origem animal.

2.2.1. Modos de a¢do da monensina sédica e da virginiamicina

Os mecanismos de acdo de antibiodticos iondforos e ndo iondforos ainda ndo sdo
completamente elucidados na literatura e se baseiam em estudos classicos (Pressman,
1976; Cocito, 1979; Bergan e Bates, 1984; Russell e Strobel,1989; Spears, 1990).

A maior parte da literatura que aborda o modo de acdo dos iondforos na nutri¢éo de
ruminantes é sobre a monensina sédica (MON), principal promotor de crescimento
utilizado no Brasil. Ela se caracteriza como um antibidtico coccidiostatico constituido
de poliesteres carboxilicos, de baixo peso molecular, capazes de se ligar a ions
metélicos e os carrear através da membrana celular dos microrganismos (Pressman,
1976). A MON é produzida por cepas de bactérias Streptomyces cinnamonensis (Haney
Junior e Hoehn, 1967).

Os iondforos sdo moléculas com uma camada externa hidrofébica e uma interna
hidrofilica onde os atomos de hidrogénio ligam-se a diferentes cations, como sodio
(Na"), potassio (K") e calcio (Ca™). Apo6s a formagdo de complexos estaveis, os
ionoforos sdo transportados juntamente com esses ions através da membrana celular.
Por serem sollveis quando em contato com as membranas das células, depois de serem
combinados com ions, os iondforos passam a fazer parte da membrana e desempenham
as funcbes de transporte de ions. A monensina possui afinidade pelo Na* dez vezes
maior que pelo K*, catalizando assim, principalmente, as trocas de Na* por hidrogénio
(H") (Bergan e Bates, 1984).

Devido a impermeabilidade da parede celular, os ion6foros ndo apresentam efeito
sobre a maioria das bacterias gram-negativo, por possuirem outra membrana externa
além da parede celular (Russel e Strobel, 1989). Segundo Dennis et al. (1986) por ndo
possuirem membrana protetora externa, protozoarios e fungos também sao sensiveis a
monensina.

Russell e Strobel (1989) desenvolveram um modelo para explicar os efeitos da
utilizacdo do ionoforo monensina sodica sobre o desenvolvimento da Streptococcus

bovis, uma bactéria ruminal gram-positivo. Em um momento inicial, a monensina, ao

20



ligar-se & membrana celular da bactéria, desencadeia a rapida saida de K* e entrada de
H" na célula, provocada pela mudanca do gradiente iénico externo. O H* acumulado no
interior da célula do microrganismo leva a uma diminui¢do do potencial hidrogenidnico
(pH). A célula responde a esta queda no pH exportando H* e permitindo a entrada de
Na* para o seu interior.

Em um segundo momento, o transporte de Na* para dentro e de H* para fora da
celula continua, embora de maneira menos eficiente do que anteriormente. Em algumas
situacOes ainda € utilizada a bomba de proton ATPase, uma outra forma de exportar o
H" para fora da célula. Desse modo, grande parte da energia produzida pela célula
microbiana é utilizada pelas bombas de Na*/K* e de préton ATPase, na tentativa de
manter o pH e o balanco idnico celular. Com o passar do tempo, a célula se torna
incapaz de continuar metabolizando a glicose, diminuindo a capacidade de crescimento
e de reproducéo das bactérias que acabam morrendo (Russell e Wallace, 1997).

Assim, a melhoria da eficiéncia alimentar proporcionada pela monensina é
resultante das mudancas na populacdo microbiana do rimen e, consequentemente, no
padrdo de fermentacdo dos alimentos.

A virginiamicina (VM) é um antibidtico da classe das estreptograminas, que foi
primeiramente descoberta em solos belgas (De Somer e Van Dijek, 1955). A VM ¢
produzida por cepas de bactérias Streptomices virginae (Ningsih et al., 2011), como
uma mistura natural de dois componentes quimicamente diferentes, fator M (um
componente do grupo das estreptograminas A) e fator S (um componente das
estreptograminas B). Os dois componentes (A e B), classificados como peptideos,
inibem sinergicamente o crescimento de células bacterianas gram-positivo (Cocito,
1979). Individualmente, os componentes A e B sdo bacteriostaticos, enguanto
combinados sdo bactericidas (Cocito et al., 1997).

A atividade inibidora sinérgica das estreptograminas € atribuida a alteracGes
conformacionais na subunidade ribossémica 50S de bactérias gram-positivo induzida
pela ligagdo de compostos do tipo A, 0 que inibe a sintese de proteina no interior da
célula bacteriana. Os tipos A e B das estreptograminas inibem fases precoces e tardias
da sintese de proteina em bactérias gram-positivo, respectivamente (Di Giambattista et
al., 1989). A VM ndo possui efeito sobre a maioria das bactérias gram-negativo devido
a impermeabilidade da parede celular (Cocito, 1979).

A incubacdo isolada dos componentes A e B mostrou que a multiplicacdo da

maioria das bactérias gram-positivo é rapidamente interrompida, mas a proliferagdo é
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reiniciada quando as células sdo transferidas para meio isento de antibiético. Quando as
bactérias sdo incubadas com uma mistura dos componentes A e B, a contagem de
viaveis diminui dentro de um intervalo de geragdo (Cocito, 1979).

A concentracao inibitéria minima (CIM) da VM em bactérias ruminais foi medida
por Cocito (1979), que encontrou valores de CIM de 0,1 a 5 pug ml™ para bactérias
gram-positivo e de 5 a 200 pug ml™ para bactérias gram-negativo.

A suplementacdo com iondforos proporciona melhorias na produtividade de
bovinos devido a um efeito secundario induzido por inibicdo do crescimento de
bactérias ruminais gram-positivo (Bergan e Bates, 1984). Os ionoforos rompem a
barreira da permeabilidade bacteriana, por aumentar o transporte transmembrana de
cations (Chalupa, 1979; Sankaram et al., 1985).

A eficacia de ionoforos esta relacionada a composicédo da dieta, o que ira refletir na
concentracdo de cations e na proporcdo destes (por exemplo, Na* para K*) no fluido
ruminal (Russel e Strobel, 1989). Esta sugestdo foi suportada por Wilman et al. (1994),
que demonstraram que a composicdo mineral, em referéncia as gramineas e
leguminosas, varia de acordo com a maturidade da planta, por exemplo, a concentracao
de K diminui e de Na" aumenta em plantas de idade avancada. Esse achado possui
grande importancia préatica, jA& que a qualidade da forragem varia muito entre as
espécies, estacdes, condicdes ambientais (Van Soest, 1994; Beever et al., 1996;.
Elizalde et al., 1999) e provavelmente influencia a resposta de ganho de peso dos

animais.

2.2.2. Fornecimento de aditivos para bovinos em pastejo via suplementos

O uso de antibidticos iondforos para bovinos ja foi bastante pesquisado, no entanto,
antibidticos ndo ion6foros, como a virginiamicina ainda sdo pouco explorados no Brasil,
principalmente para animais em pastejo. A virginiamicina comegou a ser utilizada nos
estudos de Lucas e Sobrinho (1989) e Lucas (1989), demonstrando potencial de
melhorias no ganho de peso de animais em pastagem. No entanto, somente nos ultimos
anos, esse aditivo teve maior difuséo e utilizagdo via suplementos para bovinos.

De acordo com o Food and Drug Administration Norte-Americano, 6rgdo que
autoriza os produtos para alimentacdo animal, a virginiamicina foi liberada para uso em

bovinos, ndo apresentando riscos ao consumidor (FDA, 2004).
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Trabalhos que avaliaram o efeito dos aditivos para animais em pastejo ainda sao
escassos na literatura, principalmente pela dificuldade de se fornecer tal tecnologia para
0s animais em sistemas extensivos. A forma de fornecimento de antimicrobianos para
bovinos em pastejo mais comum é pela inclusdo destes nos suplementos com gréos. No
entanto, isso tem grande impacto no custo de producdo, seja pela aquisicdo de graos ou
pelo manejo de fornecimento diério.

O fornecimento de aditivos via suplementos minerais € uma alternativa promissora
para animais em pastagem, pela sua facil implantacdo, baixo custo e perspectiva de
melhora no desempenho animal. Resultados de trabalhos que avaliaram a inclusdo de
antimicrobianos via suplementos minerais sdo contraditdrios. Limita¢cfes como baixo
consumo de mistura mineral, alta variacdo da dose diaria e consequentemente perda de
atividade da molécula sdo enumerados como possiveis causas da auséncia de resultados
positivos. Além disso, a incapacidade de medir o consumo de suplemento mineral
individual por animais em pastejo dificulta ainda mais os estudos que prople esse
delineamento.

Cockwill et al. (2000) avaliaram a frequéncia de alimentacdo e ingestdo individual
de suplemento mineral por animais de diferentes categorias utilizando cochos
automaticos. Os autores observaram que somente 29% do rebanho teve pelo menos uma
visita ao cocho por dia e apenas 60,9% das vacas e 21,7% dos bezerros tiveram pelo
menos uma visita ao cocho durante o periodo de seis dias. A variabilidade no consumo
diario de mistura mineral por vacas foi de 0 a 0,974 kg/animal.dia™.

Os aditivos antimicrobianos usados em suplementos de baixo consumo tende a ter
menor consumo diario, maior variabilidade de consumo por animal e por dia no
decorrer do periodo de uso. Desta forma, a ingestdo do suplemento contendo aditivo
antimicrobiano deve ser monitorada e a quantidade de sal ajustada para a obtencéo do
consumo desejado (Muller et al., 1986).

A variagdo do consumo do suplemento utilizado para veicular o aditivo
antimicrobiano a ser utilizado na dieta de bovinos em pastejo depende mais do manejo

nutricional do que da dose diaria do aditivo (Velasco et al., 1998).

A ingestdo didria de mineral provavelmente ndo é necessaria para satisfazer as
exigéncias nutricionais, no entanto, o consumo regular é fundamental para acdo dos
aditivos quando estes sdo adicionados ao suplemento mineral uma vez que atuam

principalmente potencializando o metabolismo ruminal (Cockwill et al., 2000).
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2.2.3. Efeito dos aditivos no consumo de forragem e ganho de peso dos

animais

Os resultados apresentados na literatura sd@o escassos e se mostram bastante
controversos quanto aos efeitos dos aditivos no consumo de bovinos, principalmente
para animais alimentados exclusivamente com pastagens.

O CMS observado por animais em pastejo pode ter influéncias da exigéncia animal,
em grande parte determinada pelo tamanho metabdlico, qualidade da alimentacéo,
estado fisiologico, genética, ou qualquer combinacdo destes (Coleman et al., 2014). A
impossibilidade de medir e a dificuldade de estimar o consumo de pasto contribuem
para escassez de trabalhos na literatura (Coleman et al., 1999).

Trabalhos com animais em confinamento ndo observaram reducdo do CMS com a
inclusdo de monensina (Zinn et al., 1994; Fereli et al., 2010) ou encontraram efeito
significativo na reducdo do consumo de alimentos, com aumento da digestibilidade da
dieta quando a monensina foi incluida na alimentacdo de ruminantes (Medel et al.,
1991). Oliveira et al. (2005a) ndo observaram reducdo de consumo independente da
quantidade de monensina (0, 14, 28 ou 42 mg kg™ de MS da dieta) adicionada & dieta
de novilhas.

Em estudo realizado por Galloway et al. (1993) com novilhos alimentados com
uma dieta volumosa de baixa qualidade e suplementados com monensina, 0S consumos
de matéria organica (CMO) e de fibra em detergente neutro (CFDN) nédo foram afetados
pela inclusdo do aditivo e ndo houve diferenca das digestibilidades da matéria organica
e da FDN. Rivera et al. (2010) fornecendo dieta composta por 80% de feno de Cynodon
spp para bovinos também ndo encontraram diferencas para as digestibilidades da MS e
dos nutrientes MO, FDN, fibra em detergente acido (FDA) e proteina bruta (PB), no
entanto foi observado menor consumo para animais recebendo monensina.

Em pastagens, a monensina tem sido responsavel por aumentar o ganho médio
diario (GMD) em 17% (Chalupa, 1979; DiCostanzo et al., 1996), no entanto ha menores
informacdes sobre os efeitos no CMS e conversdo alimentar de bovinos de corte
consumindo dietas a base de forragem.

Aumento no GMD adicional de 0,075 kg em bovinos de corte consumindo dietas a
base de forragem quando suplementados com monensina foi reportado por

Bretschneider et al. (2008). Gardner et al. (1999) observaram que novilhos tratados com
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monensina tiveram um aumento no GMD de 0,130 kg em comparacdo a animais que
nao receberam o aditivo.

Duffield et al. (2012) realizaram uma meta-analise avaliando o impacto da
monensina sobre eficiéncia alimentar (EA), GMD e CMS de bovinos de corte em
crescimento e em terminacdo. Os trabalhos mostraram que fatores como dieta, dose e
delineamento das pesquisas interferem na resposta a monensina, mas, de forma geral, a
utilizacdo de monensina apresentou reducdo no CMS em 3% e aumento do GMD e EA
em 2,5 e 6,4%, respectivamente.

De acordo com os resultados encontrados por esses autores, a utilizacdo da
monensina em dietas compostas misturadas em vagdo forrageiro mostrou menor
heterogeneidade em comparacdo com os estudos que incluiram o aditivo em
suplementos para as respostas de desempenho dos animais.

A dose média utilizada de monensina foi de 28,1 mg kg™ de racéo e houve efeito
linear para GMD com o aumento da dose do ion6foro. Efeitos lineares da dose também
foram observados sobre a EA, com maximo valor entre o intervalo de 3a 15 mge 44
mg kg™ de racdo, o que concorda com os limites da dose aprovada de monensina para
aumento da EA (6 a 49 mg kg™ de rac&o) (Duffield et al., 2012).

Em uma revisdo sobre os efeitos de antibidticos promotores de crescimento no
desempenho de bovinos de corte consumindo dietas baseadas em forragens,
Bretschneider et al. (2008) mostraram que melhorias na qualidade da forragem reduzem
a taxa de GMD em resposta a suplementacdo com aditivos para bovinos. Esse resultado
concorda com o de Duffield et al. (2012) que observaram que quanto maior o GMD de
animais do grupo controle, ou seja animais recebendo uma dieta de melhor qualidade,
menor ¢ o efeito da monensina sobre 0o GMD.

Os resultados experimentais de varios estudos compilados mostraram que bovinos
de corte consumindo dietas a base de forragem podem aumentar o GMD e melhorar a
conversdo alimentar de uma maneira dose-dependente com a utilizacdo de ionéforos,
com pouco ou nenhum efeito sobre o0 CMS (Bretschneider et al., 2008).

Embora ja tenha sido confirmado que os antimicrobianos melhoram o desempenho
de bovinos de corte em pastagem (Ellis et al., 1984), a sua utilizacdo é limitada,
provavelmente devido ao trabalho requerido para a sua administracdo em condicgdes de
pastejo (Davenport et al., 1989).

Para a virginiamicina, a literatura tem se mostrado escassa no que se refere a

resultados de desempenho para bovinos em pastagens. Alves Neto et al. (2013) testaram
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diferentes doses de VM (0, 35, 55 e 75 mg de VM/100 kg de peso vivo) para bovinos da
raca Nelore criados a pasto. Os autores encontraram efeito quadratico (P<0,05) para
ganho de peso e ganho de carcaga, com o melhor desempenho para a dose de 47 mg/100
kg de PV.

Ferreira et al. (2011) trabalhando com bovinos em sistema de pastejo rotacionado
de Panicum maximum no periodo chuvoso observaram que a virginiamicina (100 mg
animal dia™) aumentou o ganho de peso em 25,5% (0,131 kg dia™*) quando comparado
ao grupo controle. Essa dose correspondeu a 31,8 mg de VM/100 kg de PV.

O uso combinado da virginiamicina com o ionoforo salinomicina para bovinos da
raca Nelore terminados com dietas de alto concentrado reduziu o consumo de matéria
seca em comparagdo aos animais que nao receberam VM, além de proporcionar maior
eficiéncia de utilizacdo da energia metabolizavel (Nufiez et al., 2013). Os autores
atribuem essa melhoria a possivel alteracdo do padrdo de fermentacdo ruminal
promovida pela VM, bem como pela atua¢do do antibiético no intestino, como ocorre
em monogastricos. A reducdo no consumo pode ser consequéncia da limitacdo
energética, onde os animais alcancaram o seu potencial de ganho de peso. Essas
justificativas se basearam nos trabalhos de Hedde et al. (1980) e Nagaraja et al. (1987)
que verificaram em ensaios in vitro aumento na concentracdo de acido propidnico com
uso da virginiamicina.

O efeito da salinomicina, virginiamicina ou a combinacdo destas sobre o
desempenho de novilhos Nelore também foi avaliado por Silva et al. (2004), fornecendo
dietas contendo 77% de concentrado. Estes autores ndo verificaram diferengas no ganho
de peso dos animais tratados com virginiamicina ou salinomicina isoladamente em
relacdo ao controle. No entanto, os animais que receberam os dois aditivos combinados
apresentaram ganho de peso 17,9% superior ao do tratamento controle. A eficiéncia
alimentar ndo diferiu entre os tratamentos, uma vez que 0s animais que ganharam mais
peso também ingeriram mais alimentos.

Ives et al. (2002) ndo encontraram diferengas entre os consumos de MS, MO e PB
para animais suplementados com VM ou associagéo entre monensina e tilosina. Murray
et al. (1992) observaram reducdo no CMS quando a VM foi adicionada na dose superior

a 20 mg kg™ de racéo em dietas de ovinos.

2.3. Metabolismo da fermentacéo ruminal
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Para o desenvolvimento de uma populacdo microbiana, 0s animais precisam manter
0 ambiente ruminal em condi¢des adequadas para que a fermentacdo aconteca
normalmente. Essas condi¢fes incluem uma faixa de osmolaridade que pode variar
entre 260 e 340 mOsms, mantida razoavelmente constante, pH entre 55 e 7,2;
temperatura média de 39°C e potencial redox entre -250 e -450 mV (Owens e Goetsch,
1988).

Os nutrientes dos alimentos sdo transformados em acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) e em gases como metano, dioxido de carbono e hidrogénio (H,) (Baker, 1999).
Os AGCC sdo estruturas hidrossoluveis, constituidas de um a sete &tomos de carbonos,
o0s quais incluem os &cidos férmico, acético, propibnico, butirico, isobutirico, valérico,
isovalérico, 2-metil-butirico, hexanoico e heptanoico (Bergman, 1990). Séao
considerados residuos da fermentacdo dos microrganismos por serem produtos do
metabolismo microbiano e, para o ruminante, representam a principal fonte de energia.

De acordo com Kozloski (2009) a energia presente nos AGCC representa,
aproximadamente, 75% a 80% da energia originalmente presente nos carboidratos
fermentados e normalmente, contribuem em 50% a 70% da energia digestivel do
alimento. Todos os carboidratos digeridos no ramen transformam-se em AGCC, sendo
os predominantes os &cidos acético (C,H40,), propiénico (C3HgO,) e butirico (C4HgOy).

Para obtencdo do maximo rendimento energético da fermentacdo anaerdbia de
carboidratos é necessario que o hidrogénio produzido seja utilizado, fazendo com que
ocorra a regeneracio da nicotinamida adenosina difosfato (NAD®). No rimen, a
principal utilizagdo de H, ocorre quando microrganismos metanogénicos utilizam o H,
livre para reduzir o gas carbbnico e formar o metano em processo denominado
metanogénese (Kozloski, 2009). Assim, a forma como o H, é utilizado no rimen é o
elemento chave para o controle da emissdo de metano por ruminantes, devido a
producdo de metano no ramen ser diretamente proporcional a concentragcdo de H, no
ambiente ruminal (Czerkawski et al., 1972). De acordo com McDonald et al. (2002)
apos a fermentacdo do alimento no rimen, a energia perdida na forma de metano pode
representar entre 11% e 13% da energia digestivel.

A producdo dos gases ruminais pode ser explicada por equacgdes que evidenciam a
perda de hidrogénio e carbono de acordo com cada tipo de &cido graxo formado.
Segundo Hungate (1966), supondo proporcdo de acidos graxos de cadeia curta em
amostra de liquido ruminal de 62% para o &cido acético, 22% para o acido propi6nico e
16% para o acido butirico, a maior producdo de H, ocorre durante a producdo do acido
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acetico, o que acarreta maior producdo de metano, ja que o Hy, para ser eliminado, liga-

se a moléculas de CO, durante a metanogénese.

EQUACOES:

31 hexose + 62 H,O — 62 acetato + 62 CO, + 124 H,
11 hexose + 22 H, — 22 propionato + 2 H,O

16 hexose — 16 butirato + 32 CO; + 32 H;

A manipulacdo da fermentacdo ruminal se caracteriza como todo processo que
possa alterar o metabolismo normal do rdmen. Com base no conhecimento dos
processos fermentativos e da microbiota que habita o ramen, tém sido desenvolvidas
alternativas visando manipular a fermentacdo ruminal para aumentar o aproveitamento
das dietas pelos animais.

No ambiente ruminal, o metano é produzido anaerobicamente, onde o0s
microrganismos metanogénicos obtém energia e carbono de H, e CO, pela via
metanogénica. O processo de metanogénese consiste de uma série de reacdes de
reducdo em que um carbono derivado do gas carbbnico é ligado a um carreador. A
sintese do formil metano furano é o primeiro passo da metanogénese, em que o CO, é
ligado ao metano furano e reduzido ao estado formil com elétrons derivados do
hidrogénio (Thauer, 1998).

Para calculos estequiométricos, considerando os valores tedricos de calor de
combustdo (kcal mol™): acetato = 209, propionato = 367, butirato = 524 e glicose = 673,
Church (1988) demonstra-se de maneira resumida o balango das trocas energéticas que
ocorrem na formacéo dos diferentes acidos graxos volateis:

ACETATO:

1 hexose (673 kcal mol™) = 2 CH3COOH + CO, + 4 H, (418 kcal por 2 moles de acetato)

418 — 673 = - 252 kcal perdidas para formacéo de acetato.

BUTIRATO:

1 hexose (673 kcal mol™) 2 CH3CH,CH,COOH + 2 CO, + 2 H; (524 kcal por mol de
butirato)

524 — 673 = - 146 kcal perdidas para formacéo de butirato.

PROPIONATO:

1 hexose (673 kcal mol™) + 2 H,> 2 CH3CH,COOH + 2 H,0 (734 kcal por 2 moles de

propionato)
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734 — 673 = + 61 kcal ganhas para formacao de propionato.

Portanto, a alteracdo da rota de fermentacdo para a producdo de acido propidnico
tem potencial para melhorar a eficiéncia de uso da energia. Em dietas de forragem, os
AGV contribuem com 50 a 85% da energia metabolizavel pelo ruminante (Church,
1988).

2.3.1. Efeitos dos aditivos na fermentacao ruminal

As alteracdes na fermentacdo ruminal sdo geralmente atribuidas a mudancas da
populagdo microbiana (Nagaraja e Taylor, 1987).

A susceptibilidade e a resisténcia das bactérias ruminais a diversos antimicrobianos
foi estudada por Nagaraja e Taylor (1987) que definiram a concentracdo inibitdria
minima para varios microrganismos. Foi observado que, em geral, as bactérias ruminais
produtoras de &cidos lactico, butirico e formico ou produtoras de hidrogénio foram
sensiveis, enquanto as bactérias que produzem &cido succinico ou fermentam &cido
lactico foram resistentes aos antimicrobianos. Esses autores apontam que a maior
producdo de propionato em animais alimentados com antibiéticos, como a VM,
relaciona-se a um aumento tanto de bactérias produtoras de succinato como das
fermentadoras de lactato.

Mudangas na populacdo de microrganismos ruminais faz com gue haja mudanca
nos produtos finais da fermentacdo com maior quantidade de propionato em relacdo ao
acetato, o que segundo Schelling (1984) proporciona maior eficiéncia metabdlica, uma
vez que 0 propionato é o Unico acido graxo de cadeia curta utilizado para sintese de
glicose no figado e tem possibilidade de ser oxidado diretamente no ciclo do acido
tricarboxilico.

A selecdo de bactérias gram-negativo no rimen proporciona maior producdo de
propionato, fazendo com que o hidrogénio seja retirado do meio ruminal, podendo
reduzir a formacdo de metano, e consequentemente melhorar a eficiéncia energética na
utilizagdo da dieta.

A monensina e a virginiamicina inibem seletivamente bactérias gram-positivo e
consequentemente, afetam o metabolismo ruminal por aumentar a eficiéncia do
metabolismo energético, além de melhorar o metabolismo do nitrogénio (Schelling,
1984).
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A monensina altera a propor¢do de AGV no rimen, aumentando a producédo de
acido propibnico e reduzindo as porcentagens molares dos acidos butirico e acético
(Richardson et al., 1976; Prange et al., 1978), fornecendo assim mais energia a partir
dos alimentos para 0 animal devido ao aumento da oferta de glicose, pois 0 aumento da
producdo de &cido propiénico no rimen aumenta a gliconeogénese hepatica (Lomax et
al., 1979; Baird et al., 1980).

Estudos indicam que a producdo total de AGV é pouco afetada com a utilizagdo de
ionoforos, 0 que se observa é uma significativa alteracdo nas proporgdes relativas desses
acidos graxos. Enquanto as concentracdes de acido acético e butirico diminuem ou se
mantém, a de acido propidnico aumenta significativamente em resposta ao aditivo
(Russell e Wallace, 1997).

Ruiz et al. (2001) trabalhando com adicdo de monensina na forragem fresca na dose
de 350 mg animal dia™ verificaram reducdo da proporcdo acetato:propionato para a
dieta com ionoforo (3,8 versus 3,1). Oliveira et al. (2005b) forneceram feno de
Brachiaria decumbens com concentrado de alta (16,5%) ou baixa (11,4%) proteina e
inclusdo ou ndo de monensina (28 mg kg’ de CMS) para novilhos e observaram
aumento de propionato e reducdo de butirato e da proporcdo acetato:propionato,
indiferente do teor de PB. O fornecimento de forragem de baixa qualidade, com adicéo
de monensina (200 mg animal™ dia™) proporcionou menor relacio acetato:propionato e
menor concentracdo de AGV quando comparado com a dieta sem monensina.

Animais alimentados com feno de baixa qualidade e monensina (40 mg por 100 kg
de PV dia™) tiveram menor proporcéo de acetato e maior de propionato do que animais
gue ndo receberam o aditivo, no entanto ndo houve diferenca para o total de AGV
(Linneen et al., 2015).

Os resultados de estudos com a utilizagdo da virginiamicina se assemelham com os
da utilizacdo da monensina. Hedde et al. (1983), Van Nevel et al. (1984) e Coe et al.
(1999) mostraram maior producdo de propionato em fluidos ruminais com a adicdo de
virginiamicina, no entanto sem alterar a producdo total de AGV no ramen. Coe et al.
(1999) observaram que a administracdo de VM diminuiu a proporcdo de acetato e
aumentou a proporcdo de propionato. Candanosa et al. (2008) também observaram
reducdo de acetato em amostras de liquido ruminal de ovelhas alimentadas com VM.
Hedde et al. (1980) ndo observaram mudancas na concentracdo de acido propionico,
AGYV totais, amdnia e ureia no rimen de novilhos alimentados com 33 mg de VM kg™
de concentrado (dieta de 82% de concentrado).
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Quanto a dosagem de acido latico em amostras ruminais, alguns trabalhos
mensuraram as concentracdes totais e outros quantificaram o &cido latico
separadamente, em L e D-lactato. De acordo com Nagaraja et al. (1987), o L-lactato foi
0 isdbmero predominante nas amostras avaliadas e o D-Lactato representou 10 a 20% do
acido latico total. Esses autores mostraram que a VM foi extremamente efetiva em
reduzir a concentracdo de acido latico. Essa reducdo na producdo do acido L-lactato
pode chegar a 20% (Hedde et al., 1980) em comparagdo com o grupo nédo tratado com
VM e ocorre com maior intensidade nas primeiras 36 horas (Coe et al., 1999).

Os valores de lactato ruminal em novilhos tratados com VM mantiveram-se abaixo
de 2,0 mM, enquanto novilhos do grupo controle e alimentados com associacdo de
monensina e tilosina atingiram 19,4 e 15,8 mM, respectivamente. Salinas-Chavira et al.
(2009) nédo observaram diferencas quanto a producdo de &cido latico. Guo et al. (2010)
forneceram dieta com 65% de concentrado para novilhos, contendo 30 mg de VM kg™
de concentrado, o que resultou no consumo de 19,5 mg de VM kg™ de CMS e também
ndo observaram mudancas na concentragdo de acido L-lactato no fluido ruminal.

Trés alteracGes que ocorrem com o uso ionoforo foram apontadas por Kunkle et al.

(2000) e também podem ser extrapoladas para os antibioticos ndo ionoforos:

1) aumento da producéo de propionato e diminui¢do da produgéo de metano;

2) diminuicdo da degradacgdo proteica e a deaminagdo de aminoacidos;

3) diminuicdo da producdo de acido lactico.

Essas mudancas no perfil de fermentacdo e na degradacdo de proteinas podem
melhorar a eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes, permitindo a captacdo de nutrientes

mais dietéticos para crescimento e producdo (Kunkle et al., 2000).

2.3.2. Efeito dos aditivos na producdo de metano

A relativa escassez de dados sobre a producdo de CH,4 por ruminantes alimentados
com forrageiras tropicais (Archimede et al., 2011) sugere a necessidade de estudos
adicionais.

A pecuaria brasileira é apontada como uma grande emissora de gases de efeito
estufa (GEE) principalmente devido aos baixos indices zootécnicos obtidos nos
sistemas de exploracdo animal (Pereira et al., 2015). De acordo com O’Mara (2011), a
pecudria é responsavel por aproximadamente 18% dos GEE emitidos no mundo, sendo

os realmente significativos o gas carbénico (CO,), metano (CH,) e 6xido nitroso (N,O).
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No rumen, a interacdo da populacdo microbiana com o alimento converte 0s
carboidratos em AGV, em especial &cido acético, propibnico e butirico que s&o
utilizados pelo ruminante como fonte de energia, além de produzir amoénia, utilizada
para sintese microbiana e gerar energia na forma de ATP (adenosina tri-fostato) para o
préprio crescimento microbiano (Berchielli et al., 2003). Nesse processo fermentativo
também sdo produzidos o0 CO, e CH,4, dependendo da concentracdo e das proporcoes
relativas dos &cidos produzidos, e ainda nitrato (NOs) e hidrogénio (H,) sendo que este
ultimo sofre acdo dos organismos metanogénicos a fim de manter o pH do raGmen em
valores toleraveis, produzindo assim CH,4 (Owens e Geetsch, 1988; Schofield, 2000;
Eun et al., 2004).

A variabilidade nas emissdes entéricas de metano por ruminantes pode estar
relacionada ao tamanho do animal, as possiveis diferencas na flora ruminal, a
digestibilidade da dieta, ao tamanho de particulas, a composicdo quimica da dieta e
principalmente a quantidade e qualidade da forragem consumida (McAllister et al.,
1996; Primavesi et al., 2004a e b).

As bactérias metanogénicas ndo tem sua quantidade nem sua diversidade alterada
com o uso de ionoforos (Hook et al., 2009), no entanto a populacdo de bactérias gram-
positivo é diminuida, favorecendo o desenvolvimento das gram-negativo. As bactérias
classificadas como gram-positivo, mais susceptiveis aos iondforos, sdo responsaveis
pela maior producdo de aménia (NHs3), como as Clostridium e Peptostreptococus, de
lactato, como as Streptococcus e Lactobacillus, dos acidos acético e butirico, como as
Butyrivibrio, Ruminococcus e Fibrobacter; e de gas carb6nico e metano.

Ao mudar o perfil de fermentacdo, ha reducdo da disponibilidade de H; para as
bactérias metanogénicas, com provavel defaunacdo dos protozoarios produtores de Hy,
que sdo colonizados pelas metanogénicas (McAllister et al., 1996). Assim, os efeitos
dos antibioticos iondforos e ndo iondforos sobre as mudancas na proporcdo de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) durante o processo de fermentacdo ruminal tem relagédo
direta com a producdo de metano.

Em estudo sobre o efeito da monensina na metanogénese, Beauchemin et al. (2008)
concluiram que doses menores que 20 mg de monensina por kg de racdo na dieta nem
sempre teréo efeito sobre a producéo de CH,4. Doses mais elevadas (24 a 35 mg kg™)
diminuem a producdo de CH, de 4 a 10% (Odongo et al., 2007). No estudo de Guan et
al. (2006) 30% do CHj foi reduzido com a dose de 33 mg kg™ de racéo.
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Alguns estudos de longo prazo sugeriram que a inibicdo da metanogénese por
iondforos ndo pode persistir por muito tempo. A monensina pode ser utilizada para
diminuir a emissdo de CH4 em curto prazo, e também para melhorar a eficiéncia da
utilizacdo de alimentos em ruminantes (Guan et al., 2006).

Os resultados de emissdo de metano por bovinos, especialmente em condi¢6es
tropicais, tem se baseado apenas em estimativas, em fungdo das metodologias
disponiveis para tal avaliagdo. Lana e Russell (2001) estimaram a producdo de metano
in vitro, por bovinos alimentados com capim Timdteo (Phleum pratense) e concentrado
a base de milho e farelo de soja. Esses autores observaram que a reducdo de metano
ocorreu mesmo com pequena concentragdo de monensina para animais alimentados com
forragem, e a resposta foi ainda maior quando dietas com altos teores de monensina
foram fornecidas aos animais. Os autores a concluiram que a monensina pode ter maior
beneficio no desempenho de bovinos em pastagens ou em dietas contendo elevado nivel
de volumoso em comparagdo aquelas ricas em concentrado.

Rivera et al. (2010) ndo observaram diferenca na producdo de metano estimada in
vitro, proveniente de bovinos alimentados com feno de capim Tifton-85 (Cynodon
spp.) e concentrado na propor¢cdo 80:20, suplementados com monensina e um
complexo de leveduras, &cidos graxos poliinsaturados e aminoacidos. Os autores
ressaltaram que, embora a producdo de metano ndo tenha apresentado resposta a
monensina, a utilizacdo desse aditivo proporcionou numericamente, menor producéo de
metano em comparacdo ao ndo fornecimento com valores de 22,29 e 23,78 ml/g MS,
respectivamente.

Appuhamy et al. (2013) realizaram uma meta-analise para avaliar os efeitos anti-
metanogénicos da monensina. Esses autores observaram que a monensina reduziu a
energia perdida na forma de metano de 5,97 para 5,43% e que dietas com maiores teores
de FDN tenderam a aumentar o efeito da monensina sobre a reducdo do CH,; em
bovinos de corte.

Trabalhos relataram que a virginiamicina pode atuar como um inibidor da producao
de metano (Van Nevel et al., 1984; Godfrey et al., 1995; Nagaraja et al., 1995a, 1995b;
Van Nevel e Demeyer, 1996), devido ao aumento das concentrag0es de propionato
quando animais séo alimentados com VM. Nagaraja et al. (1995a) sugeriram outras
possibilidades para explicar a inibicdo da producdo de metano, como a inibicdo de

protozoarios, o efeito toxico direto sobre bactérias produtoras de metano, ou por alterar
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0 padrdo de fermentacdo ruminal com aumento de propionato, 0 que direciona o
hidrogénio para outra rota metabélica que ndo a produgdo de metano.

Finlay et al. (1994) estabeleceram ligacdo entre producdo de metano e protozoarios
devido a fixacéo de bactérias metanogénicas a superficie de protozoarios, sugerindo um
efeito de simbiose entre os microrganismos. Murray et al. (1992) observaram reducao
do nimero de protozoarios com a adi¢do de VM. Menores quantidades de Entodinium
(protozoéario ciliado) também foram observadas em ovinos alimentados com gréos e
VM (Nagaraja et al., 1995a).

No estudo de Clayton et al. (1996) foi observado reducdo da producdo de metano
por ovinos durante trés dias consecutivos apds a inclusdo de concentrado com VM
(15mg kg™ de CMS) na dieta exclusiva de feno. Houve aumento nas concentracdes de
propionato quando a VM foi adicionada a dieta com concentrado, mostrando que a acao
primaria de VM pode ser aumentar as concentracdes de propionato e assim reduzir a
quantidade de hidrogénio disponivel para a producdo de metano. Coe et al. (1999)
também avaliaram a composicdo dos protozoarios ciliados no rimen, no entanto, nao

encontraram nenhum efeito da adicdo de VM sobre esses microrganismos.
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3.1. ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of including virginiamycin (VM),
sodium monensin (MON) or the association of these additives (VM+MON) in the
energetic mineral supplement, on the intake and performance of heifers on Marandu
grass pasture. Forty Nellore heifers with 24 months of age and initial body weight of
251.5 + 16.6 kg, were distributed in four treatments in a randomized block design.
Treatments consisted of adding VM, MON or VM+MON to the energetic mineral
supplement (CONT). Additive concentrations were defined to reach a dose of 40 to 45
mg per 100 kg of body weight (BW). The herbage allowance was not a limiting factor
for the animals’ intake. Supplement intake was lower than expected, with 33.0 mg, 18.8
mg and 26.3 mg of additive consumption per 100 kg BW for VM, MON and
VM+MON, respectively. Dry matter intake (DMI) (mean=2.65% BW) and animal
performance were not affected by the inclusion of VM, MON and VM+MON. The
average daily gain (ADG) was 0.561 kg/animal, day™. The inclusion of additives in
energetic mineral supplement does not affect the DMI and the ADG of grazing animals.
The variability in supplement intake and daily dose intake of additives may have
influenced the performance of the animals. Monensin inclusion presented the less
expensive supplementation cost, due to reduction in supplement intake without

changing weight gain.

Keywords: Additives, Feed efficiency, Heifers, Intake, lonophores, Performance,

Urochloa brizantha.
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3.2. INTRODUCTION

The use of technologies aiming to increase the feed efficiency and weight gain of
animals are increasingly recommended to grazing systems, due to the fact that
approximately 90% of the Brazilian bovine herd is fed exclusively on pasture (Silva et
al., 2016).

The anti-microbial growth promoters, such as antibiotics ionophores or non
ionophores are alternatives to improve the efficiency of nutrient utilization, since they
can manipulate ruminal fermentation trough changes in the microbial population
(Tedeschi et al., 2011). In grazing animals, these alterations in pattern of rumen
fermentation promoted by additives, can reduce methanogenesis, a strategy to mitigate
greenhouse gases (Guan et al., 2006), suppling the increasing demands for sustainable
livestock (Godfray et al., 2010; Garnett et al., 2013).

Sodium monensin is the most studied and used growth promoter in the United
Stated and in Brazil. Its inclusion in supplements increases weight gain in grazing
animals, besides improving the efficiency of supplementation programs (Beck et al.,
2014). The use of virginiamycin for animals on pasture is recent, despite this, its
potential to increase nutrient utilization suggests that its addition to supplements can
improve animal performance (Salinas-Chavira et al., 2009; Nufiez et al., 2013). The
association of monensin and virginiamycin to feed bovines is yet little studied, however
the combination of these additives can maximize rumen nutrient absorption and increase

animal performance.

One of the challenges in using growth promoters in grazing systems is providing
them to the animals. In addition to that, the efficiency in ruminal microbial selection
depends on the continuous additive consumption, what may be limited due to individual
variations on voluntary supplement intake (Cockwill et al., 2000). The difficult in
reaching the desired consumption in all the herd can also contribute for the absence of

positive results (Bowman e Sowell, 1997).

The objectives of the present study were to evaluate the effects of the inclusion of
virginiamycin and/or sodium monensin into the energetic mineral supplement, on intake

and performance of heifers in pastures of Marandu grass. Our hypothesis is that the
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inclusion of additives into the energetic mineral supplement will increase the

performance of grazing bovine and will reduce production costs.
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3.3. MATERIALS AND METHODS

The study was conducted in an experimental farm, located in the Brazilian
municipality Igarapé, Minas Gerais (20°4'12"S, 44°18'7"W), between February 1 and
June 30, of 2014. Precipitation and temperature were daily measured in the farm

meteorological station (Figure 1).
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Figure 1. Weather data recorded during the trial period

The experimental area consisted of 12 Urochloa brizantha cv. Marandu (syn.
Brachiaria brizantha) grass paddocks, of two hectares (ha) each, provided with water
trough and supplementation feeders. Pasture was fertilized in March, 2014, with 45kg

of nitrogen per hectare.

Forty Nellore breed heifers with an average of 24 months of age and initial body
weight of 251,5 + 16.6 Kg, were used. Animals were distributed randomly in a block
design to one of the four treatments, consisted of including or not additives to the
supplement (Table 1). Treatments were: CONT- energetic mineral supplement (control
treatment); VM — energetic mineral supplement with virginiamycin; MON — energetic
mineral supplement with sodium monensin; VM+MON - energetic mineral supplement

with virginiamycin and sodium monensin. Supplements were produced by the PRODAP
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company (Belo Horizonte, MG, BR) using virginiamycin 50% (Phibro, Ridgefield Park,
NJ, USA) and sodium monensin 10% (Elanco, Greenfield, IN, USA).

Table 1. Centesimal and nutritional composition of energetic mineral supplementsl

Virginiamycin Monensin

CONT VM+MON
(VM) (MON)

Ingredients (%)

Ground corn 55.56 55.56 55.56 55.56
Sodium chloride 17.36 17.36 17.36 17.36
Mineral premix 9.26 9.26 9.26 9.26
Dicalcium phosphate 8.93 8.93 8.93 8.93
Kaolin 8.89 8.83 8.56 8.50
Monensin 10% - - 0.335 0.335
Virginiamycin 50% - 0.063 - 0.063
Nutrients (% DM)

Dry matter 89.72 90.29 90.21 90.16
Crude Protein 4.58 5.07 4.89 5.01
TDN? 47.40 45.36 45.13 46.94
Ether extract 1.55 1.43 1.63 1.70
Cost (R$/kg of supplement) 1.21 1.55 1.29 1.63

T CONT: energetic mineral supplement without additives (control); VM — energetic mineral supplement
with virginiamycin; MON — energetic mineral supplement with sodium monensin; VM+MON — energetic
mineral supplement with virginiamycin and sodium monensin. Amounts of minerals (per kg of
supplement): 48.03 g Ca; 14.4 g P; 3.67 ¢ S; 3.36 g K; 1.89 g Mg; 1679 mg Zn; 1352 mg Fe; 591.9 mg
Cu; 287.8 mg Mn. 2 Total digestible nutrients calculated according National Research Council (1996)
(4.409 kcal equates to 1 g of TDN)
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Ten animals were allocated in each one of the four treatments and divided in three
blocks (four paddocks each). One of the blocks contained 16 animals (four animals per
treatment) e the rest of the blocks contained 12 animals (three animals per treatment).
Initial stocking rate was 0.9 UA/ha. Continuous grazing system was used, although
every seven days animals from the same block were moved into another paddock

aiming the elimination of possible paddock effects.

Animals went through a pre experimental period of 45 days, in which they
received the control supplement (without additives) in order to adapt to the experimental
management and to the supplement intake measurement, for the daily dose calculation
of each additive. Additive concentrations were defined in order to reach a dose of 40 to
45mg per 100 kg of body weight (BW). Supplements were fed ad libitum in feeders and
daily consumption was calculated dividing the weekly consumed amount of supplement

by the number of animals in each paddock.

Dry matter (DM) availability evaluation of the forage was performed every 28
days, through close cuts to the ground, as described by McMeniman (1997). The
collected samples were weighted, homogenized and two sub samples were taken for
latter analysis of potentially digestible DM (pdDM) (Paulino et al., 2006) and for plants
components ratio (leaf, stem, senescent material). The pdDM was calculated with the
following equation: pdDM = 0.98 x (100 - NDF) + (NDF - iINDF), in which NDF =
neutral detergent fiber and iINDF = indigestible neutral detergent fiber. The iINDF was
obtained after in situ incubation of a whole plant sample for 288 hours in the rumen of a
cannulated bovine (Valadares Filho et al., 2010).

To calculate herbage allowance, the data of forage production (Kg DM/day) in
function of the animals body weight (Kg) was used. Along with forage sample, every 28
days a graze simulation of each paddock was performed, as described by Euclides et al.
(1992).

The samples from the simulated grazing were dried in forced air ventilation oven
at 55°C for 72 hours and ground trough a 1 mm screen in a Willey mill (Alpax,
Diadema, SP, BR). DM levels were determined by the 934.01 method, crude protein
(CP) by the 984.13 method, neutral detergent insoluble nitrogen (NDIN) by the 984.13
method, ether extract (EE) by the 920.85 method and mineral matter (MM) by the
938.08 method, according to the AOAC (1990). Neutral detergent fiber (NDF), acid
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detergent fiber (ADF) and lignin analysis were performed trough the sequential method
of Van Soest et al. (1991). Calcium and phosphorus levels were determined using
titration and colorimetric method, respectively. Total digestible nutrients (TDN) were
calculated using the equation: TDN= 83.39 — (0.4171 x NDF) (Capelle et al., 2001) and
the non-fiber carbohydrates (NFC) using the following equation: NFC = 100 — (%CP +
%NDF +%EE + %MM) (Sniffen et al., 1992).

To determine individual DMI the following formula was used: DMI (g/day) =
FP/(1 — (IVDMD/100)); in which FP = fecal production and IVDMD = in vitro dry
matter digestibility.

The FP was obtained using the external marker Lipe® (Produtos de Pesquisas
Simoes Saliba, Florestal, MG, BR), that was provided in May to 16 animals, 4 of each
group, from the same block, in a completely randomized design. 0.5g/animal/day of
Lipe was supplied in a capsule, for seven days, two days of adaptation and five days of
feces sampling (Rodriguez et al., 2006). Fecal samples were dried in forced air
ventilation oven at 55°C for 72 hours and ground trough a 1 mm screen in a Willey mill
(Alpax, Diadema, SP, BR), and then homogenized to produce a composed sample for
each animal. The Lipe® levels in the feces was made through Near Infrared
Spectroscopy (NIS) (Femto, modelo NIR 900 PLS, SP, BR), by the logarithmic ratio of
absorption intensities from spectral bands with wave length of 1050 cm™ e 1650 cm’
!(Saliba et al., 2015). FP was obtained by the formula; FP = Lipe® administrated
(g/day) / feces Lipe® level (g/kg of DM).

To determine IVDMD, simulated grazing samples from the month of May were
weighted in bags F57/ANKOM (Ankon Technology Corp., Fairport, NY, USA) and
incubated in fermentation bottles. The inoculum was prepared with ruminal fluid of
cannulated cows, previously fed with the experimental energetic mineral supplement.
To do this, a square Latin 4x4 design was used, with four cannulated cows and four
supplements. Ruminal fluid from cannulated animals was collected 15 days after the
adaptation to the supplement, in every experimental period. After 96 hours of
incubation, the bags containing the degradation residue were washed and dried in oven
at 105°C for 12 hours. The IVDMD was calculated by the difference between the

incubated feed and the residue after incubation.
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Average daily gain (ADG) was obtained by the difference between the final
weight and the initial weight divided by the experimental number of days. The feed
efficiency was reached by the ratio between the ADG from the Lipe® suppling period
and the estimated DMI.

The randomized block design was used to animal performance analysis, and to
evaluate the forage intake and feed efficiency a completely randomized design was
used. The statistical analyses were performed by GLM procedure using the statistical
program SAS 8.0, and the averages were compared by the Tukey’s test, with 5%
significance. The supplement intake data was submitted to polynomial linear regression

analysis, quadratic and cubic.

3.4. RESULTS AND DISCUSSION
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The total dry matter (TDM), potentially digestible DM (pdDM) and green leaf and
steam DM (LSDM) availability presented average values of 3.3; 2.3 and 1.4 tons of

DM/hectare, respectively.

Herbage allowance (HA) in LSDM was superior than 11% in all the evaluated
months (Figure 2). The HA between 10 and 12% of the BW in TDM, makes the
maximum DMI from pasture possible (Hodgson, 1990). Therefore, the higher available
amount of leafs and stems suggests that the animals did not have a limited DMI, and

also they were able to select the plant components with better nutritional value.
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Figure 2. Herbage allowance in total dry matter (HA TDM), potentially digestible DM
(HA pdDM) and green leaf and steam DM (HA LSDM) during the trial period

The simulated graze samples, majorly composed by leafs, represents the quality of
the forage consumed by the animals, since the LSDM availability was not a limiting
factor. The pasture nutritional composition (Table 2) presented increased levels of crude
protein (CP) during the evaluated months, although the relation TDN:CP presented an
average of 5.43, above the normal limit (7.0), in which we would not expect reductions

in the voluntary forage intake (Moore et al., 1999).
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Table 2. Chemical-bromatological composition of Marandu grass during the trial period

Months
Parameters (%) Average
February March April May June
Dry Matter 28.56 25.27 21.09 27.55 29.32 26.36
Ash’ 7.87 8.61 8.16 8.26 8.45 8.27

Organic Matter' ~ 92.13 91.39 91.84 91.74 91.55 91.73

Crude Protein* 7.64 11.47 15.84 9.82 9.53 10.86
NDIN* 2.3 5.17 6.16 3.27 3.62 4.10
NDIN? 30.12 45.1 38.88 33.33 37.96 37.08
Ether Extract’ 2.46 2.44 2.06 2.04 2.44 2.29
NDF! 63.01 60.04 58.32 59.71 56.83 59.58
ADF* 24.85 23.14 2257 24.03 22.7 23.46
Lignin® 4.88 4.28 3.76 4.69 3.86 4.29
Calcium' 0.45 0.4 0.37 0.51 0.64 0.47
Phosphorus® 0.16 0.21 0.24 0.18 0.15 0.19
TDN?® 57.51 58.75 59.46 58.89 60.08 58.94
NFC* 19.02 17.44 15.62 20.17 22.74 19.00

NDIN: neutral detergent insoluble nitrogen; NDF: neutral detergent fiber; ADF: acid detergent fiber;
TDN: total digestible nutrients; NFC: non-fibrous carbohydrate;* %DM:; ? %CP; * TDN=83.39 — 0.4171
NDF (Capelle et al., 2001); *NFC=100 — (%CP + % NDF + %EE + %Ash) (Sniffen et al.. 1992)

The accumulated rainfall between March and April (144.3 mm. Figure 1), ally
with the pasture fertilization provided higher levels of CP, occasioning a smaller
decrease in the relation TDN:CP, when compared with the other months. When the ratio
between these components is unbalanced, a limitation and a deficiency in the rumen

microbial protein utilization will occur, compromising animal performance (Detmann et
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al., 2014). During the rainy season, is common to find a relative protein excess in
relation to energy levels in the pasture, especially if it was fertilized, as observed in the
present study (Table 2). These findings justify corn inclusion as an energy source in the
supplement provided to the animals, since it increases the amount of available energy
and leads to a better ratio TND:CP in the diet.

Voluntary supplement intake during the experimental period averaged 0.289
kg/animal, day™ for the CONT, 0.262 kg/animal, day™ for the VM, 0.157 kg/animal,
day™ for the MON and 0.194 kg/animal, day” for the VM+MON treatments. The
expected supplement consumption (400 g/animal, day™) was not reached during the
experimental period, what led to an average additive intake of 33.5; 18.8 and 26.3 mg
per 100 kg of BW of VM, MON and VM+MON, respectively.

Individual supplement intake was not measured in the present study.
Notwithstanding, a high voluntary daily supplement consumption variability was
observed, with variation coefficient (VC) between 47.75 and 58.22% (Figure 3). Bovine
individual consumption of supplement in grazing systems presents higher intake
variability for mineral mixtures (VC of 47 to 100%) than for proteic ingredients or

energetic protein supplements (VC of 24 to 37%) (Dixon et al., 2003).

Despite the supplement used in the present study have considerable amounts of
ground corn, the elevated VC found indicates that the inclusion of an energetic
ingredient in mineral supplements does not control the consumption variations. Besides
the daily variations in individual consumption, an elevated number of animals might
have not consumed the supplement (Cockwill et al., 2000; Dixon et al., 2003), what also
contributes to elevate the VC of studies with supplements for bovine in pasture. Thus,
strategies that aim minimize supplement consumption variations, avoiding daily

variations of additive dose must be evaluated for grazing animals.

There was a reduction of 45.7 and 32.9% in the voluntary intake of supplement
due to the inclusion of MON or VM+MON, respectively, in comparison to the CONT
group. This reduction in the supplement intake due to addition of monensin, is
commonly reported in beef cattle studies supplemented under pasture (Fieser et al.,
2007; Palma et al., 2015) but, the reduction mechanisms provided by monensin are not
well defined in the literature. Differently from MON, VM inclusion resulted in a small

decrease (9.3%) in supplement consumption, in comparison to the CONT group.
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Figure 3. Daily voluntary intake of energetic mineral supplement by 4 treatments of

heifers during 22 weeks of the rainy season. The regression equations are presented for

each treatment. R2: regression coefficient. VC: variation coefficient

The estimated total DMI was 7.96 kg/day, equivalent to 2.65% of BW, with no

differences between treatments (Table 3), suitable with the observed ADG in May

(0.847 kg/animal, day™), according to the calculated nutrient requirements by Valadares

Filho et al. (2010). The treatments with additives, in comparison to CONT, decreased

the supplement consumption, however, the total DMI and the ADG during the
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experimental period were not altered (Table 3). In animals fed forage diet, monensin
usually leads to depression in feed intake (Rivera et al., 2010), however, the limited
number of studies with grazing animals that presents DMI data, makes difficult to
stablish relations between monensin and the amount of consumed forage (Bretschneider
et al., 2008). To VM, there are no reports in the literature about the DMI of grazing

animals.

Table 3. Dry matter intake (DMI), feed efficiency (FE) and animal performance of
heifers grazing on Marandu grass receiving energetic mineral supplement with added

virginiamycin and/or monensin

Supplement
Parameters Average SEM P-value
CONT VM MON VM+MON
ADG (kg/day)" 0.999 0.706 0.761 0.924 0.847  0.06 0.10
DMI (kg/day) 850 822 753 7.58 7.96 0.21 0.32
DMI (%BW) 285 278 252 2.46 2.65 0,10 0.49
FE 0.121 0.087 0.104 0.122 0.108 0.009 0.35

Final weight (kg) ~ 336.40 349.17 344.67 333.17  340.85 3.77  0.49

Total ADG (kg/day) 0.567 0.600 0572 0507 0561 001 0.3

Means within a row with different superscript letters are significantly different by Tukey’s test (P < 0.05);
ADG: average daily gain; DMI: dry matter intake; BW: body weight; FE: Feed efficiency; SEM: standard

error mean; > ADG for the month of provide indicator (may)

The nutrients provided by the forage (Table 2), along with the energetic mineral
supplementation, allowed an adequate ADG to zebu raising heifers. The difference in
ADG between animals supplemented or non-supplemented with additives was lower
when pasture presents increased nutritional value (Bretschneider et al., 2008).

Therefore, the forage quality has a great impact in the response of growth promoters
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use, since the additional ADG is minor as better is the forage quality (Duffiel et al.,
2012).

Total DMI, ADG and feed efficiency (FE) did not differ among treatments (Table
3). The ionophores can increase FE of grazing animals by increasing ADG, due to
microbial population changes, to the relative increase of propionate in relation to acetate
and the decreased rumen protein deamination (Tedeschi et al., 2011). However, factors
such as high variation in the daily intake of antimicrobial, due to the high daily variation
of supplement intake and the consequently reduced molecule disponibility may
contribute to the absence of positive results (Cockwill et al., 2000), what might have

happened in the present study.

Data from the use of monensin for growing and terminating beef cattle were
compiled by Duffiel et al. (2012) in a meta-analysis study. The average monensin dose
used in the experiments was 28.1 mg per kg of diet and a linear effect was observed for
ADG with increasing ionophores dose. Vendramini et al. (2015) evaluated the effects of
monensin in crossbreed Angus X Brahman heifers kept in Paspalum notatum pasture
with a concentrate supplementation restricted of 400 mg/animal, day™ and did not
observed differences in ADG between animals supplemented or not with monensin (200
mg/animal, day™), corresponding to 58 mg per 100 kg BW, a dose value above the one
consumed by animals in the present study, but with similar results. Vendramini et al.
(2015) also tested 0, 14.5, 29.0 and 43.5 mg of monensin per kg of DMI, using
cannulated young bulls, consuming 0.2% of BW of hay and concentrate. These doses
corresponded to 0, 31.8, 63.7 and 95.6 mg per 100 kg BW and no differences were
found on DML,

The VM dose is not yet well elucidated in the literature. Alves Neto et al. (2013)
using 0, 35, 55 and 75 mg of VM per 100 kg BW in an energetic proteic supplements
and found better performance (higher weight and carcass gain) of Nellore grazing
consuming 47 mg VM per 100 kg BW. Goulart (2010) observed that 20.7 mg of VM
per 100 Kg BW added to the mineral mixture increased in 16% the weight gain of

grazing animals.

Is important to highlight that although the additives did not increase ADG, the
lower supplement intake can make their inclusion an economically viable strategy, since

it reduces the supplementation cost (R$/animal, day-1). Considering the supplement
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costs (Table 1) and the period of 149 days during the rainy season, the supplementation
cost was $52.10, $60.50, $30.17 and $47.11 per animal for CONT, VM, MON and
VM+MON treatments, respectively. Since there was no additive effect on ADG, we can
observe that the VM inclusion increased the supplement cost in 28% and since the
intake reduction was only 9.3% in relation to the CONT, indicating a higher cost of
supplementation. The monensin presented the smaller supplementation cost, once it
only increased in 6.6% the supplement cost and reduced supplement intake in 45.7%,

without altering the animals ADG.
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3.5. CONCLUSIONS

The additive inclusion in the energetic mineral supplement does not alter the total
dry matter intake and the performance of bovines, but reduces the energetic mineral
supplement intake. The major reduction was occasioned by monensin. There is
variability in supplement consumption and in the daily additive ingested dose by
grazing bovines, what can influence animals performance. The monensin inclusion
provides smaller costs with supplementation, due to the consumption reduction, without

altering the animal weight gain.
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CAPITULO IV - CINETICA DE FERMENTACAO RUMINAL DO
CAPIM MARANDU UTILIZANDO VIRGINIAMICINA E/OU
MONENSINA SODICA

4.1. INTRODUCAO

As atividades agropecuédrias tém sido apontadas como grandes agravantes do
impacto ambiental, principalmente devido a emissdo de gases do efeito estufa na
atmosfera. Estratégias nutricionais para mitigacdo da emissdo do gas metano por
ruminantes sdo cada vez mais discutidas e estudadas.

Os aditivos, como antibidticos ionoforos e ndo iondforos tem sido um foco das
pesquisas atuais por possuirem potencial para reducdo da producdo de metano por
ruminantes, devido as modificacdo que acarretam na fermentacdo ruminal. O efeito dos
aditivos na taxa de degradacao ruminal de um determinado alimento pode ser estimado
pelo estudo da cinética de fermentagdo ruminal.

Estudos in vitro tem se tornado cada vez mais constantes pra determinar a
qualidade nutricional de alimentos utilizados em dietas de ruminantes. Além de ser
uma técnica com baixo custo de execucdo, é possivel avaliar diferentes substratos
simultaneamente, sem a necessidade de utilizacdo de grande quantidade de animais. A
técnica de producdo de gases in vitro também possibilita o estudo da cinética de
fermentacao ruminal, além de mensuracdes de producdo de metano.

Obijetivou-se avaliar a cinética de fermentacdo ruminal, a producdo de metano e a
degradabilidade in vitro da Urochloa brizantha cv. Marandu utilizando virginiamicina

e/ou monensina sodica.
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4.2. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais realizados neste estudo estdo de acordo com
os principios éticos da experimentacio animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG), protocolo n°
12/2013.

4.2.1. Local

O experimento foi conduzido no campo experimental da Embrapa Gado de leite —
Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite (CNPGL), localizado no municipio de
Coronel Pacheco/MG.

4.2.2. Periodo experimental, animais e tratamentos

O periodo experimental foi de 03 de junho a 26 de agosto de 2015, totalizando 82
dias.

Foram utilizadas quatro vacas mesticas Holandés x Gir, com peso médio inicial de
635,9 + 146,7 kg (média + desvio padrdo), nao lactantes e fistuladas no ramen. Os
animais foram mantidos em baias individuais, providas de cocho, bebedouro automatico
e cama de borracha, mantendo uma baia vazia entre os animais para melhor conforto e
facilidade de manejo nos dias de coleta de liquido ruminal.

O estudo foi composto por quatro periodos experimentais, utilizando-se o
delineamento em quadrado latino 4x4, sendo quatro suplementos minerais com inclusédo
ou nao de aditivos fornecidos aos animais. Cada um dos quatro periodos foi composto
por 20 dias, sendo 15 dias de adaptacéo as dietas experimentais e cinco dias para coleta
de amostras.

Os animais receberam silagem de milho a vontade (tabela 10) dividida em dois
horéarios de fornecimento (8 e 16 horas). As sobras de silagem foram retiradas e pesadas
diariamente, antes do fornecimento da nova alimentacdo e eram realizados eventuais
ajustes da quantidade oferecida aos animais. O suplemento foi fornecido somente no
periodo da manhd, antes do primeiro trato. As doses diarias de virginiamicina e/ou
monensina sédica foram as mesmas utilizadas no experimento descrito no capitulo I11:
33,5; 18,8 e 26,3 mg/100 kg de PV de virginiamicina, monensina e associagdo

VM+MON, respectivamente.
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As amostras de silagem de milho foram preé-secas em estufa de ventilacdo forcada a
55°C por 72 horas e moidas em moinho tipo Willey, em peneira de malha de um
milimetro, para posteriores anélises segundo AOAC (1990) de matéria seca (método
934.01), proteina bruta (método 984.13), nitrogénio insolivel em detergente neutro
(NIDN) (método 984.13), extrato etéreo (método 920.85) e cinzas (método 938.08). Os
teores de matéria organica (MO) foram calculados pela diferenga entre a MS e a MM.
As anélises da fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e

lignina foram realizadas pelo método sequencial de Van Soest et al. (1991).

Tabela 4. Composi¢do bromatoldgica da silagem de milho fornecida aos animais em
cada periodo experimental

Parametros Periodo experimental .
) T T = e Média
MS 29,50 27,83 27,44 31,88 29,16
MM?! 5,33 5,42 5,58 4,88 5,30
MO! 94,67 94,58 94,42 95,12 94,70
PB! 6,93 7,93 8,00 8,47 7,83
NIDN* 1,27 1,21 1,12 0,95 1,14
NIDA* 0,45 0,38 0,39 0,27 0,37
EE! 4,30 2,98 2,81 2,91 3,25
FDN* 43,34 42,35 43,84 36,78 41,58
FDA! 25,97 24,61 25,99 20,71 24,32
LIG 3,12 2,18 2,35 1,81 2,37

MS: matéria seca, MM: matéria mineral; MO: matéria organica; PB: proteina bruta, NIDN: nitrogénio
insoldvel em detergente neutro, NIDA: nitrogénio insolivel em detergente &cido, EE: extrato etéreo,
FDN: fibra insoltvel em detergente neutro; FDA: fibra insolivel em detergente 4cido, LIG: lignina, :
porcentagem da MS

4.2.3. Incubacéo in vitro

A incubag&o in vitro foi realizada em um delineamento em quadrado latino 4x4 em
esquema fatorial 4x6, sendo quatro liquidos ruminais oriundos de vacas alimentadas
com inclusdo ou ndo de aditivos no suplemento energético-mineral e seis amostras do
capim para avaliacdo da cinética ruminal. As amostras de pastejo simulado colhidas no
periodo de janeiro a junho de 2014, conforme descrito no experimento do capitulo 111

foram utilizadas como substrato para incubacdo e determinacdo das mudancas no pH,
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volume de gases, concentracdes de metano e desaparecimento in vitro da MS e MO. As
forragens foram pré-secas em estufa de ventilagdo forgada a 55°C durante 72 horas e
moidas em moinho tipo Willey em peneira de um milimetro.

O liquido ruminal de cada animal foi retirado no 16° dia de cada periodo
experimental, trés horas apds o fornecimento da dieta, utilizando uma sonda de PVC
perfurada em sua extensdo e acoplada a um recipiente para coleta do material. O liquido
ruminal foi filtrado utilizando-se quatro camadas de gazes e armazenado em garrafas
térmicas previamente aquecidas, sendo utilizada uma garrafa para cada animal. O
liquido de cada animal era misturado ao meio de cultura para formacao dos inoculos.

No dia anterior a incubagdo, 0,5 gramas de amostra foram pesadas em bolsas
Ankom F57 em triplicata, que foram seladas e introduzidas em frascos de fermentacéo
de 50 mL. Foram utilizados trés frascos para cada amostra referente ao més de coleta do
capim e trés frascos sem amostra (brancos) para cada animal e para cada tempo (24 ou
96 horas) totalizando 168 frascos por periodo. Os frascos contendo as amostras foram
mantidos a 39°C em uma incubadora. Cada frasco foi incubado com 25 mL de inoculo,
que foi preparado na propor¢do 1:2 de liquido ruminal:meio de cultura. O meio de
cultura foi composto por solugdo macromineral (9,45 g/l de Na,HPO,4.12H,0; 6,2 g/l de
KH,PO, e 0,6 g/l de MgS0O,.7H,0), solugdomicro mineral (132 g/mL de CaCl,.2H,0;
100 g/mL de MnCl,.2H,0; 10 g/mL de CoCl,. 6H,O e 80 g/mL de FeCl3.6H,0),
solucdo tampédo (4 g/l de NH4CO; e 35 g/l de NaHCOj3), indicador (0,01g/l de
Rezasurina) e agente redutor (95 mL de &gua destilada, 4 mL de NaOH 1M e 0,625 g de
Na,S.9H,0).

Os frascos foram gaseados com CO,, vedados com rolhas de silicone, lacrados e
mantidos em um conjunto agitador dentro de uma incubadora a 39°C, simulando o
ambiente ruminal. Em metade dos frascos era coletado gas para analise de metano no
tempo 24 horas apds incubacdo e na outra metade era mensurada a pressdo de gases até

96 horas apos a incubagéo.

4.24. Determinacdo das concentracdes de metano (CHj) e didxido de

carbono (CO,), produgdo cumulativa de gases e pH

As amostras para determinagdo de CH, e CO, foram obtidas em metade dos frascos
da incubadora apds 24 horas do inicio da incubacdo. Foram coletados 10 mL de amostra

do gés do interior dos frascos, utilizando uma seringa de 20 mL. Esse gas foi
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imediatamente transferido para um frasco exetainer evacuado (Labco Ltda, High
Wycombe, UK) para posteriores analises de concentracdo de CH, por cromatografia
gasosa e CO, em equipamento com detector por ionizagdo em chama.

Ap0s a coleta de uma amostra do gas para CH, e CO,, foi medido o volume gerado
pela pressdo dos gases na parte superior de cada frasco utilizando um aparelho de
deslocamento de agua em sistema vasocomunicante acoplado em uma agulha (Fedorak
e Hrudey, 1983). O volume total de gas do tempo 24 horas foi calculado pela soma do
volume retirado para analise de CH; e do volume medido pelo aparelho de
deslocamento de agua. Os frascos de fermentacdo foram abertos e os sacos de ANKOM
com os residuos foram removidos dos frascos, lavados e secos a 55°C durante 12 horas,
posteriormente pesados para estimar a degradabilidade in vitro da matéria seca
(DIVMS) e da matéria organica (DIVMO) no tempo 24 horas. Os dados de producéo de
metano foram calculados em fungéo da matéria seca e da matéria organica degradada.

A quantificacdo de CH4 e CO2 foi realizada em aparelho GC (interface de software
EZChrom Elite, Modelo 7820A, Agilent Technologies Brasil, Barueri, SP, Brasil). O
GC foi equipado com duas valvulas de seis vias, uma sendo usada para o sistema de
amostragem ligado a um circuito de 0,5 mL. O injetor foi usado no modo de divisdo
para 50:1 a 120°C. O sistema de separacdo consistia em duas colunas. A primeira coluna
foi um HP-Plot/Q 30m x 0,530 mm x 40,0 um (Agilent Technologies Brasil). O sistema
de deteccdo constituia de um detector de condutividade térmica a 250°C, com 25 mL de
H./min de fluxo. A segunda coluna foi uma Molesieve HP-30m x 0,530 mm x 25,0 um,
usando H, como gés transportador a uma taxa de 8,3 mL/min, com detector de
ionizagdo de chama a 270°C e 15 mL/min de taxa de H, e 350 mL/min de fluxo de ar
sintético. As curvas de calibracdo foram realizadas com padrdes de referéncia para
concentragdes de CH4, como se segue: 0%; 5,05%; 10,2%; 14,7% e 20,1%; e para o
CO2 como se segue: 0%; 20,2%; 39,7%; 58,3% e 79,9%. Metano e CO, foram
expressas em percentagem, mL e mL por g de MS incubada.

Na sequéncia de medicdo da producdo de gas, a rolha de borracha foi removida e os
frascos foram entdo colocados em gelo para inibir ainda mais a fermentacdo. O pH foi
medido com um medidor de pH digital previamente calibrado com solugcbes padroes
(pH 7,0 e 4,0). As medidas de pH foram tomadas nos tempos 24 e 96 horas, apos a

medida de producéao de gases e abertura de cada frasco.
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4.2.5. Degradabilidade in vitro da matéria seca e matéria organica

A degradabilidade in vitro da matéria seca ap6s 24 e 96 horas de fermentacgéo foi
obtida pesando-se as bolsas de ankom contendo os residuos da degradacdo apos
secagem em estufa a 105°C por 12 horas. Para calculo da degradabilidade in vitro da
matéria organica, os sacos contendo os residuos foram gueimados em forno tipo mufla a

600°C por cinco horas.

4.2.6. Producao de gases in vitro e cinética da fermentacao ruminal

As leituras de pressao foram realizadas nos tempos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 17, 20, 24,
28, 32, 48, 72 e 96 horas ap0s a incubacao, utilizando um aparelho de deslocamento de
agua em sistema vasocomunicante, acoplado em uma agulha (Fedorak e Hrudey,
1983).

Para a descricdio da cinética de fermentacdo foi utilizado o modelo
bicompartimental de Pell e Schofield et al. (1993):

V = (VL1 + exp. (2 - 4%(CLX(T - L)) + (V2/(1 + exp. (2 - 4*(C2%(T - L)))))

Em que:

V1 = volume maximo dos gases (mL) da fracdo dos carboidratos ndo fibrosos (CNF);
C1 = taxa de degradacdo (mL/h) da fracdo dos CNF;

V2 = volume méximo dos gases (mL) da fracdo dos carboidratos fibrosos (CF);

C2 = taxa de degradacdo (mL/h) dos CF;

T = tempos de incubacéo (h);

L = tempo de laténcia (h).

Os volumes acumulados de gases foram ajustados ao modelo proposto por France
et al. (1993):

Y = A*(1 - exp. (- b*(t - L) — (c*(V t=\ L)))))
Em que:
Y = ¢ a producdo acumulativa de gases (mL);

A = é a maxima produ¢do acumulada de gases (mL);
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L = tempo de colonizacéo (h);
b (h-1) e c (h-0,5) = s&o as taxas fracionais constantes;

t = tempo (horas).

Os dados de degradabilidade efetiva (DE) foram estimados por meio dos dados de
producdo de gases gerados pelo modelo de France et al. (1993) e da degradabilidade in

vitro da MS com 96 horas de incubagéo.

4.2.7. Anadlises estatisticas

O delineamento utilizado foi quadrado latino 4x4, simples, e os tratamentos foram
dispostos em arranjo fatorial 4x6 (quatro suplementos em funcao da incluséo ou néo dos
aditivos e seis meses de coleta de amostras do capim). Para andlises das médias

observadas foi utilizado o seguinte modelo:

Yijk= p + Ai + Mj + Pk + (A*M)ij+ €ijk, em que:
Yijk = resposta do aditivo i, no més j, no periodo k;
p = média geral.
Ai = efeito do aditivo i; i =1, 2, 3, 4.
Mj = efeito do més de coleta do capim j; j=1, 2, 3,4, 5, 6.
Pk = efeito do periodo k; k =1, 2, 3, 4.
(A*M)ij = interacdo do aditivo i com 0 més de coleta do capim j;

eijk. = erro aleatorio.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa estatistico SAS

8.0. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas

utilizando o teste de Tukey a 5% de significancia.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Degradabilidade in vitro da matéria seca e da matéria organica

Houve interacdo entre aditivo e més de coleta do capim Marandu (p<0,05) para
degradabilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e matéria organica (DIVMO) (tabela
9). A virginiamicina e a monensina sodica utilizadas separadamente na dieta
proporcionaram menor DIVMS nos meses abril e maio, respectivamente, comparado
aos outros tratamentos. Quanto a DIVMO, a VM apresentou menor valor no més de
abril quando comparado a MON e VM+MON, enquanto no més de maio foi inferior a
todos os tratamentos.

O efeito benéfico desses aditivos no ambiente ruminal pode ser atribuido a
diminuicdo da concentracdo de aménia ruminal, devido a menor degradacdo de
peptideos e aminoacidos no rimen (Hegazy e Elias, 1997). A reducédo da degradacédo da
proteina em amonia ocorre, principalmente em dietas ricas em proteina soltvel e
restritas em energia, como é o caso das pastagens. Os resultados encontrados nesse
estudo mostraram que os aditivos utilizados separadamente proporcionaram menor
DIVMS nos meses abril e maio, onde os teores de PB da pastagem apresentaram-se
elevados, o que pode estar relacionado a diminuicdo da degradacdo dessa proteina.

A suplementacdo de monensina impacta a retencdo de nitrogénio (N) ruminal
(Russell e Strobel, 1989). Ela é capaz de reduzir em 50% a degradacdo de aminoacido
ruminal, evitando o acimulo de N amoniacal. Esse efeito é descrito como um efeito
"poupador de proteina ruminal™ (Dinius et al., 1976; Russell e Strobel, 1989; Yang e
Russell, 1993), sendo causado por varias espécies de bactérias ruminais que sao
responsaveis pela deaminacdo de mais de 25% da proteina alimentar. Estudos
demonstraram que os iondforos afetam negativamente trés espécies de bactérias
produtoras de amonia, Clostridium sticklandii, Peptostreptococcus anaerobicus e
Clostridium aminophilum (Russel, 1987), podendo reduzir as populacGes dessas
bactérias em até dez vezes (Callaway et al., 1997; Krause e Russell, 1996; Yang e
Russell, 1993).

N&ao existem estudos que demonstrem se a virginiamicina tem efeito similar a
monensina quanto a diminuigdo da deaminagdo de proteina no rimen, mas considerando

0 mecanismo de acdo desse aditivo, similar a monensina ao selecionar bactérias gram-
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positivo e alterar a fermentacdo ruminal, ha um indicativo de que ela também possa

proporcionar esses beneficios quando adicionada a dietas de ruminantes.

Tabela 5. Degradabilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da matéria organica
(DIVMO) apo6s 96 horas de incubacdo de amostras de simulacdo de pastejo do capim
Marandu colhidas em diferentes meses e em fungéo dos aditivos virginiamicina (VM)
e/ou monensina (MON)

A Aditivo Valor de p
Mes

Controle VM MON VM+MON Aditivo Més AxM

Janeiro 64,81aA 63,54aA 63,98aAB  64,8aA
Fevereiro 65,02aA  64,91aA 65,42aB 65,29aA
Marco 71,79aB 71,95aC  73,06aD 73,38aC
DIVMS <0,001 <0,001 <0,001
Abril 75,67bC 69,67aB 77,19bE 75,99bD
Maio 70,06bB 69,47bB 62,70aA 69,99bB

Junho 70,37aB 69,70aB 71,01aC 70,16aB

Janeiro 68,02aA 66,63aAB  67,41aA 68,11aA
Fevereiro 68,16aA 68,49aB 68,34aA 68,66aA
Marco 74,71aC  75,20aD  75,15aC 76,43aC
DIVMO <0,001 <0,001 <0,001
Abril 70,61aAB  72,01aC 78,96bD 78,62bC
Maio 73,09bBC  65,13aA  71,92bB 72,95bB

Junho 73,42aC  73,51aCD 72,99aBC  73,26aB

Médias com letras diferentes mindsculas na linha e maidsculas na coluna diferem pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade; DIVMS: Degradabilidade in vitro da matéria seca, coeficiente de variacdo
(CV)=2,28; DIVMO: Degradabilidade in vitro da matéria organica, CV=2,98

Os resultados disponiveis na literatura quanto aos efeitos da utilizacdo dos aditivos
para bovinos na degradacao da parede celular dos alimentos s&o inconsistentes devido a
grande variagdo na quantidade adicionada do aditivo a dieta, nas espécies de
microrganismos utilizadas, na variedade de dietas e nos tipos de aditivos utilizados
(Martin e Nisbet, 1992).

Em dieta com feno de baixa qualidade, Linneen et al. (2015) observaram que a
adicdo de monensina (40mg/100kg de PV.dia™) ndo teve impacto nos parametros de
digestibilidade da MS, FDN e FDA. Assim como observado no presente estudo, os
aditivos ndo alteraram a degradabilidade da MS e MO nos meses de pior qualidade do

capim.
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Salinas-Chavira et al. (2009) avaliando o efeito da suplementacdo com VM e MON
sob as caracteristicas da digestdo ruminal e da digestdo do trato digestivo total
observaram que a VM ndo afetou a digestdo ruminal da MO e FDN. J& a MON em
comparagdo com a dieta controle, diminuiu a digestdo da MO (4,2%) e da FDN (29,5%)
no trato digestivo total. A reducdo da digestdo ruminal da MO tem sido uma resposta
caracteristica a suplementacdo de monensina (Poos et al., 1979; Zinn e Borques, 1993;
Zinn et al., 1994; Surber e Bowman, 1998).

O efeito de antimicrobianos sobre a degradacdo da fibra e do amido foi estudado
por Van Nevel e Demeyer (1992). A virginiamicina e os ionéforos como salinomicina,
lasalocida e monensina foram os inibidores mais potentes da degradacéo da fibra, com
diminuicdo da producéo de AGV e da matéria organica fermentada.

De acordo com Rodrigues et al. (2000) a melhoria do desempenho de animais com
a utilizacdo de ionoforos ocorre devido a melhoria da digestibilidade da dieta, frente a
reducdo da taxa de passagem. O aumento da digestibilidade da matéria seca
concomitante ao aumento da producdo de propionato pode fazer com que o0s
aminoacidos também sejam poupados de deaminacdo (Macrae e Lobley, 1986)
resultando em mais aminoacidos disponiveis no trato gastrointestinal pés-ruminal
(Tedeschi et al.,, 2003), o que explicaria a melhora no desempenho animal,
principalmente quando a dieta é composta por grdos. No entanto, ndo foi observado
melhoria na degradabilidade do capim no presente estudo.

Na maioria dos tratamentos observou-se um efeito quadratico da DIVMS e DIVMO
ao longo dos meses, com maior valor entre os meses de marco e abril (tabela 9). Isso
pode estar relacionado a melhor composicdo bromatoldgica do capim nesses meses de
coleta devido a adubacdo realizada na pastagem no més de marco e a pluviosidade
acumulada ocorrida entre marco e abril (144,3 mm, tabela 1), que proporcionou melhor
qualidade da forragem. S& et al. (2011) avaliaram a cinética de fermentacdo de amostras
de capim Marandu, retiradas de canteiros a 20 cm do solo e encontraram DIVMS
variando de 73 a 67% para a pastagem colhida aos 28 e 54 dias, respectivamente,

valores proximos aos encontrados nesse estudo.

4.3.2. Parametros da fermentagdo ruminal - pH
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Os valores de pH encontrados para os substratos de fermentacdo do capim Marandu
sob o efeito dos aditivos nos tempos 24 e 96 horas ap0s incubacdo mostraram interacéo
entre os aditivos e 0 més de coleta do capim (Tabela 10).

Tabela 6. pH do substrato da fermentacédo apds 24 e 96 horas de incubacdo de amostras
de simulacdo de pastejo do capim Marandu colhidas em diferentes meses e em fungéo
dos aditivos virginiamicina (VM) e/ou monensina (MON)

Aditivo Valor de p
Més

Controle VM MON VM+MON Aditivo Més AxM

Janeiro 6,51aA 6,55aAB  6,48aA 6,53aA
Fevereiro 6,50aA  6,53aA  6,50aA 6,53aA

pH Marco 6,51aA 6,57aAB  6,52aA 6,53aA
24 horas Abril 6,52aA  6,63bB  6,55aA  6,57abA
Maio 6,47aA  6,57bAB 6,52abA  6,50abA

Junho 6,46aA  6,58bB  6,48aA 6,56bA

<0,001 <0,001 <0,001

Janeiro 583aA  6,08cB  5,90abA  5,95bA
Fevereiro 5,77aA  5,89bA  587abA  5,95bA

pH  Margo 5,85aA  6,05bB  5,95abA  5,97bA
96 horas Abril 5,86aA  6,08cB  596abA  6,01bcA
Maio 580aA  6,03bB  5,95bA 5,96bA

Junho 581aA  6,02bB  5,93bA 5,99bA

<0,001 <0,001 <0,001

Médias com letras diferentes mindsculas na linha e maidsculas na coluna diferem pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade; pH 24 horas, CV=0,52; pH 96 horas, CV=0,82. Os dados de pH foram
transformados em raiz quadrada.

Os valores de pH encontrados no tempo 24 horas mostraram que a
virginiamicina foi eficiente em manter o pH maior quando comparado ao grupo
monensina e ao grupo controle nos meses abril e junho e no més de maio a
superioridade da VM foi somente em relag&o ao grupo controle.

No tempo 96 horas apds a incubacédo, os valores de pH foram superiores em
todos os meses para VM em comparagdo com o grupo controle. Na maioria dos meses
avaliados ndo houve diferenca para VM em relagdo a MON ou a associagdo VM+MON.

Esse aumento do pH sugere que possiveis mudancas na populacdo microbiana
podem ter ocorrido no presente estudo, quando os aditivos foram adicionados a dieta. O

pH ruminal esta diretamente relacionado aos produtos finais da fermentacdo e também
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com a taxa de crescimento dos microrganismos ruminais. Dietas ricas em volumosos,
como no presente estudo, geralmente proporcionam pH ruminal mais elevado,
permitindo o crescimento de bactérias celuloliticas (Church, 1979). A faixa ideal de pH
para otimizacdo da digestdo da fibra e do crescimento das populacbes de bactérias
celuloliticas esté entre 6,5 e 6,8 (drskov, 1982).

@rskov (1982) e Mould et al. (1983) indicaram que o pH ruminal abaixo de 6,2
reduziria a atividade de bactérias celuloliticas e a digestdo de feno. Esses pesquisadores
indicaram que a depressdo no pH ruminal poderia ser responsavel pela reducdo na
digestibilidade da fibra associada com suplementacao de graos.

Estudos mostraram que a suplementacdo de VM em dietas com 65% de
concentrado proporcionou aumento de pH ruminal de novilhos, o que pode ser
explicado pelo aumento na populacdo de bactérias que utilizam o acido latico e queda
das bactérias produtoras de &cido latico (Guo et al, 2010). A VM manteve o pH elevado
também em dietas ricas em concentrado, consequéncia da reducdo nas concentraces
de acetato e lactato (Coe et al., 1999). No experimento de Candanosa et al. (2008) o pH
ruminal de ovelhas recebendo dietas com 60% de concentrado ndo foi alterado com
adicdo de monensina (25 mg dia™) ou virginiamicina (15 mg dia™) até as 10 horas apds
a incluséo dos aditivos via fistula ruminal.

Assim como os resultados apresentados na literatura, a VM possui potencial para
aumentar o pH ruminal de animais recebendo diferentes dietas, com variacdes nas

proporgdes volumoso:concentrado.

4.3.3. Producéo de gases e metano

A producéo de gas total e de metano (mL) nédo teve interacdo entre aditivo e més de
coleta do capim, no entanto houve efeito do aditivo, sendo a producdo de gases menor
para os grupos tratados com aditivos em comparacdo com o controle. Essa reducdo foi,
em média 10% para a producdo de gases em mL e em mL por grama de MS. Para a
producdo de metano (mL) a VM proporcionou menor producdo de metano do que a
MON e a associacdo VM+MON, e o grupo controle foi superior a todos os aditivos
(tabela 11).

Castro et al. (2007) estabeleceram relacéo entre a digestibilidade da matéria seca e
a producdo acumulada de gases em diferentes idades de corte do capim Marandu. Os

autores observaram que a producdo acumulada de gases esta diretamente relacionada a
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velocidade de fermentacdo, que é em funcdo da composicdo de carboidratos na
forragem. A composicdo do capim sofre interferéncia da idade da planta, apresentando
aumento da parede celular e & diminuicdo do conteldo celular na célula vegetal

concomitante ao seu envelhecimento (Van Soest, 1994).

Tabela 7. Producéo de gases total e por g de matéria seca (MS) e producdo de metano
(mL) em 24 horas de incubagdo de amostras de simulacdo de pastejo do capim Marandu

em funcéo dos aditivos virginiamicina (VM) e/ou monensina (MON)

A Aditivo Valor p
Parametros cV _ !
Controle VM MON VM+MON Aditivo Més Ax M

Producdo de Qases  q¢ 13 39415 33192 3302a 1301 <0001 ns  ns
total (mL)

Produgdo de gases

(ML/gMS)? 79,92b  69,51a 73,48a 73,0la 13,01 <0,001 ns ns
Producao de

2545¢c 21,36a 23,92b 23,14b 14,16 <0,001 ns ns
metano (mL)

Meédias com letras diferentes na linha diferem pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade; mL/gMS: mL
por grama de matéria seca; CV: coeficiente de variagdo; ns: ndo significativo

Sa et al. (2011) relataram producdo total de gases do capim Marandu no tempo 24
horas de incubacédo de 76,1; 77,9 e 55,3 mL para as idades de corte de 28, 35 e 54 dias,
respectivamente. Os autores relataram que o maior volume de gases produzido pela
degradacdo do capim aos 28 e 35 dias de idade ocorreu devido aos teores elevados de
carboidratos soltveis no capim disponivel para os microrganismos. Esses valores sdo
superiores aos encontrados no presente estudo, o que pode ser explicado pela menor
qualidade da pastagem, jd que estava submetida ao pastejo continuo dos animais,
enguanto no trabalho de Sa et al. (2011) foram colhidas de canteiros.

As producdes de metano em funcdo da matéria seca e matéria organica degradada
(MSD e MOD, respectivamente) sofreram interagdo entre aditivo e més de coleta do
capim (tabela 12).

A maior DIVMS ocorreu em amostras de capim dos meses de margo e abril (tabela
9) para todos os tratamentos, no entanto ndo foi observado o mesmo comportamento
para producdo de metano (tabela 12). O més de coleta do capim ndo influenciou a
producdo de metano (mL g* de MSD) para os tratamentos com MON e associacao
VM+MON.
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A VM foi mais eficiente em reduzir a producdo de metano nos meses de janeiro a
marc¢o, enquanto a MON e VM+MON somente no més de janeiro em comparagao ao
grupo controle. De acordo com S et al. (2011) dietas com altos teores de proteina bruta
apresentam baixa producdo de gas. Isso pode ocorrer quando a forragem apresenta
menores teores de CNF e teores elevados de PB, o que causa uma reducdo no
crescimento microbiano e consequentemente na producdo de gases. Isso foi observado
para producdo de metano nos més de marco, que foi onde o capim apresentou alto teor
de PB.

Tabela 8. Producéo total de metano em 24 horas de incubagéo de amostras de simulagéo
de pastejo da Brachiaria brizantha cv. Marandu colhidas em diferentes meses e em

funcdo dos aditivos virginiamicina (VM) e/ou monensina (MON)

Ma Aditivo Valor de p
és
Controle VM MON VM+MON  Aditivo Més AxM
Janeiro 169,77bC 138,43aB  135,04aA  133,04aA
Producdo  Fevereiro 154,82bBC 132,09aAB 137,22abA  137,66abA
total de Marco 135,29bAB  112,33aA  132,59abA 129,63abA
_ <0,001 <0,001 0,007
metano Abril 121,74abA  109,14aA  120,35abA  141,19bA
(mL/gMSD") Maio 137,40aAB 123,08aAB  134,64aA  130,65aA
Junho 137,75aAB 121,59aAB  127,44aA  119,98aA
Janeiro 150,01bC 120,93aB  120,95aA  118,34aA
Producdo  Fevereiro 136,26bBC 115,64aAB 122,49abA  117,64aA
total de Marco 122,69bAB 101,25aAB  120,11bA  116,73abA
<0,001 <0,001 0,01
metano Abril 111,83abA  98,91aA  110,50abA  127,49bA
(mL/gMOD?) Maio 124,36aAB 110,45aAB  121,32aA  116,99aA
Junho 123,59aAB 108,96aAB  113,85aA  107,91aA

Médias com letras mindsculas na linha e maitsculas na coluna diferem pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade; MSD: matéria seca digestivel, coeficiente de variagdo (CV)=15,17; “MOD: matéria
organica digestivel, CV=14,76, T x M: efeito da interagdo entre aditivo e més.

Diferencas para emissdes de metano podem ser atribuidas a diferencas na
composicao das pastagens e na maturidade da forragem no momento do pastejo (Chaves
et al., 2006). De acordo com Chaves et al. (2006) essas diferencas refletem nas
estimativas de digestibilidade in vitro, o que pode ser extrapolado para producgédo de

metano in vivo.
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Alimentos que proporcionam maior producao de gas e maior DIVMS tendem a ter
maior producdo de CH,; g de MS incubada (Durmic et al., 2010; Njidda e Nasiru,
2010; Jayanegara et al., 2011). A VM proporcionou menor DIVMS e menor producao
de metano (mL) no presente estudo, 0 que corrobora com esses autores.

lonéforos como a monensina podem reduzir a emissdo de metano por selecionarem
bactérias gram-negativo no ramen (Johnson e Johnson, 1995), o que resulta em uma
mudanga na propor¢do dos AGV, direcionando para producdo de propionato, e,
consequentemente, a producao de metano € reduzida (National..., 2001).

Segundo Tedeschi et al. (2003) a suplementacdo de MON pode reduzir a producao
de metano em 25%. Tomkins et al. (2015) mostraram que a reducdo de metano (g/kg de
CMS, CMO e CFDN) s6 foi conseguida com a dose de 110,6 mg de monensina/100 kg
PV para bovinos alimentados com feno de baixa qualidade. A alta dose de monensina
utilizada por esses autores também reduziu a proporcéo de acetato em comparagdo com
animais do grupo controle.

Os estudos que avaliaram a influéncia da VM na producdo de metano apontam
como causa primaria 0 aumento das concentracdes de propionato provocado por esse
aditivo (Van Nevel et al., 1984; Godfrey et al., 1995; Nagaraja et al., 1995a, 1995b; Van
Nevel e Demeyer, 1996). No entanto, alguns estudos sugerem ligacéo entre a inclusao
de VM com reducdo de protozoarios no liquido ruminal (Murray et al., 1992; Finlay et
al., 1994).

No estudo de Fonseca et al. (2015) a emissao de metano (litros kg™ de MS e litros
kg" de MSD) medida em camara respirométrica foi menor em bovinos alimentados
com a combinacdo de VM e MON (30 e 22 mg kg™ de MS, respectivamente) em
compara¢do ao grupo nao suplementado com aditivos, recebendo dieta com relagédo
volumoso: concentrado de 50:50.

Getachew et al. (2005) utilizaram a técnica in vitro de produgdo de gas para medir a
producdo total de gas e a producdo de metano a partir de dietas totais para vacas em
lactacdo e mostraram que a estimativa da quantidade de CH, produzido no processo in
vitro foram semelhantes aos anteriormente relatado in vivo. Isto sugere que os métodos
in vitro podem ter valor na estimativa das diferencas entre a producdo de CH, de
diferentes dietas para ruminantes.

Importante considerar que o presente estudo parece ser o primeiro a avaliar o efeito
dos aditivos sobre a producdo de metano decorrente da fermentagdo de pastagem
tropical ao longo dos meses. No cenério atual, onde ha uma necessidade por sistemas
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mais eficientes e que sejam ambientalmente sustentaveis, estratégias para mitigacdo da
emissdo de metano por ruminantes, como a utilizagdo de aditivos alimentares merecem

destaque.

4.3.4.Cinética de fermentacdo ruminal

Os dados obtidos no presente experimento foram testados pelo modelo de Pell e
Schofield et al. (1993) para obtencdo dos pardmetros de cinética de fermentacdo
ruminal. N&o houve interacdo entre aditivos e més de coleta do capim Marandu para 0s
parametros da cinética de producdo de gases. Houve efeito do aditivo para a producao
de gases dos carboidratos fibrosos (CF) e sua taxa de degradacdo e para a taxa de
degradacéo da fracdo dos carboidratos ndo fibrosos (CNF) (tabela 13). A producéo de
gases dos CF foi menor para os tratamentos com MON e VM+MON e a taxa de
degradacéo dos CF (k1) foi menor para VM e VM+MON. A taxa de degradacdo dos CF
foi menor para VM+MON comparado aos demais tratamentos.

Tabela 9. Parametros da cinética de fermentacdo in vitro dos carboidratos ndo fibrosos
(CNF) e dos carboidratos fibrosos (CF) de amostras de simulacdo de pastejo do capim
Marandu colhidas em diferentes meses e em fungéo dos aditivos virginiamicina (VM)

e/ou monensina (MON)

Aditivo Valor p
Controle VM MON VM+MON v Aditivo Més AxM
CF 137,03a 135,57a 124,65b 126,86b 8,62 <0,001 ns ns
K1 0,0228a 0,0207b 0,0231a 0,0209b 9,30 <0,001 ns ns
CNF 67,68 65,27 66,48 68,68 17,85 ns ns ns
K2 0,1015a 0,0978a 0,0973a 0,0900b 11,92 0,008 0,02 ns
L 4,4138b 5,4884a 5,000la 5,0522a 18,67 0,002 ns ns

Médias com letras diferentes na linha diferem pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade; CF: volume
méaximo de gases da fracdo de carboidratos fibrosos, em mL; K1: taxa de degradacdo da fracdo de CF, em
mL/hora CNF: volume méaximo de gases da fracdo de carboidratos ndo fibrosos, em mL; K2: taxa de
degradacéo da fracdo de CNF, em mL/hora; L: tempo de laténcia, em horas; CV: coeficiente de variacéo;
ns: efeito ndo significativo

Parametro

A associacdo entre os aditivos VM e MON proporcionou maior impacto nos

parametros de cinética, com reducdo da producédo de gases da fracdo dos CF e reducao
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da taxa de degradacéo das fracGes dos CF e CNF, o que pode estar relacionado a sele¢édo
de microrganismos ruminais e consequente mudanca da fermentagéo ruminal.

No estudo de S& et al. (2011) avaliando o capim Marandu em trés idades de corte,
foi encontrado valores de 68,0 a 116,8 ml g™ de MS para o volume maximo de gases da
fracdo dos carboidratos ndo fibrosos (CNF) com uma taxa de 0,05 ml hora™, em 96
horas de incubagéo, valores diferentes do encontrado no presente estudo.

N&o foram encontrados trabalhos que tenham avaliado o efeito dos aditivos na
producdo de gases das fracdes dos CF e CNF. O foco principal dos estudos sobre
cinética é o tipo de dieta utilizada, sendo que dietas ricas em CNF proporcionam altas
taxas de digestdo devido a disponibilidade nutricional répida, completa e constante,
fazendo com que o alimento ndo permaneca por tempo prolongado no rimen (Cabral et
al., 2002).

Houve efeito do més de coleta do capim somente para a taxa de producao de gases
dos CNF (K2), com valores de 0,1018; 0,1013; 0,0901; 0,0929; 0,0951 e 0,0986 mL
hora™* para os meses de janeiro, fevereiro, marco, abril, maio e junho, respectivamente.
A taxa de degradacdo da fracdo de CNF foi menor para os meses de marco e abril, onde
o0 capim apresentou melhor valor nutritivo. De acordo com Sa et al. (2011) plantas que
apresentam alto teor de proteina contribuem para o desenvolvimento dos
microrganismos ruminais, e com isso a fibra sera mais digerida, o que refletiria nessa
taxa de degradacdo, como observado no presente estudo.

O tempo de laténcia foi maior para os grupos com inclusdo dos aditivos em relacéo
ao CONT (5,18 vs 4,41 h), sugerindo que a fermentacdo ruminal ocorreu mais
lentamentente na presenca dos aditivos.O tempo de laténcia (L) estima o tempo gasto
para a colonizacao e inicio da fermentacdo do substrato pelos microrganismos ruminais.
De acordo com Tomich et al. (2003), redugdes no tempo de colonizagédo ocorrem
quando ha presenca de substratos prontamente fermentaveis ou por caracteristicas
fisicas e quimicas da parede celular da amostra, capazes de facilitar a colonizagéo
microbiana.

Os dados de volume acumulado de gases também foram testados pelo modelo de
France et al. (1993) para obtencdo da degradabilidade efetiva em diferentes taxas de
passagem. N&o houve interacdo entre os tratamentos e més de coleta do capim. Foi
observado efeito do més de coleta para as trés taxas de passagem (tabela 14). Os meses
de melhor qualidade do capim apresentaram maior degradabilidade efetiva indiferente
da taxa de passagem.

84



Tabela 10. Parametros de degradabilidade efetiva para as taxas de passagem 2, 5 ou 8%

hora™ de amostras de simulacio de pastejo do capim Marandu colhidas em diferentes
meses

Més Valor p
Parametro CcVv

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Trat Més TxM

DE2% 61,77d 62,73d 70,01b 73,43* 67,03c 67,43bc 6,05 ns <0,001 ns
DE5% 58,76d 59,87d 66,79b 70,18 63,75c 63,98c 598 Ns <0,001 ns
DE8% 55,87d 57,10d 63,68b 67,02®8 60,60c 60,67c 6,38 ns <0,001 ns

Médias com letras diferentes na linha diferem pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade; DE 2, 5 e 8%:
Degradabilidade efetiva da matéria seca para as taxas de passagem 2, 5 e 8%, respectivamente; CV:
coeficiente de variagdo; ns: efeito ndo significativo

Sousa et al. (2011) encontraram valores para degradabilidade efetiva da MS na taxa
de passagem de 2% por hora de 57 a 69% dependendo do periodo de coleta do capim
Marandu, sendo os maiores valores observados no periodo chuvoso, de novembro a

margo, o que corrobora com os resultados do presente estudo.
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4.4, CONCLUSOES

A suplementacdo com aditivos afeta a degradabibilidade in vitro da matéria seca do
capim Marandu. A reducdo da degradabilidade in vitro é mais evidente quando o capim

apresenta melhor qualidade.
Os aditivos reduzem a producdo de gases totais.

A virginiamicina possui maior potencial para reduzir producdo de metano e

aumentar o pH ruminal.

A associacdo entre virginiamicina e monensina proporciona menor producdo de

gases da fracdo dos carboidratos ndo fibrosos e menor taxa de degradacdo dessa fracao.
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