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Ando devagar porque ja tive pressa
e levo este sorriso porque ja chorei demais.
Hoje me sinto mais forte, mais feliz quem sabe
sO levo a certeza de que muito pouco eu sei,
eu nada sei.

Todo mundo ama um dia, todo mundo chora
um dia a gente chega, no outro vai embora
cada um de nés compde a sua histéria
e cada ser em si, carrega o dom de ser capaz
e ser feliz.

E preciso amor para poder pulsar
€ preciso paz para poder seguir
€ preciso a chuva para florir.

Sinto que seguir a vida seja
simplesmente conhecer a marcha,
e ir tocando em frente
como um velho boiadeiro levando a boiada,
eu vou tocando os dias pela longa estrada eu vou,
de estrada eu sou.

Tocando em frente
Almir Sater e Renato Teixeira
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CAPITULO 1.
CONSIDERACOES INICIAIS



1 CONSIDERACOES INICIAIS

Nas udltimas décadas vem sendo notavel o crescimento da producdo
brasileira de carne bovina, em termos quantitativos como qualitativos.

No primeiro semestre de 2007, o Brasil exportou 1,36 milh&o de
toneladas de carne bovina, aumento em 27 % em volume e 31 % em receita
adquirida para o pais em relacdo ao mesmo periodo de 2006. A RduUssia
mantém o posto de maior importadora de carne brasileira in natura seguida
pelo Egito. Ja os Estados Unidos lideram a importacédo de carne industrializada
e logo apds, o Reino Unido (MURAKAWA, 2007).

No ano de 2004, foram abatidas no Brasil 41,4 milhdes de cabecas de
bovinos e em 2007, este numero passou para 45 milhdes de cabecas
(PITOMBO, 2008). Nestes abates, a industria vem identificando constante
melhora na qualidade dos animais, e consequentemente, no produto final
produzido. Este avanco deve-se ao esforco conjunto de todos os setores da
cadeia produtora, no intuito de desenvolver e implementar tecnologias que
aumentem a eficiéncia de producdo, desde a fazenda até a mesa do
consumidor.

Na area de manejo nutricional, a utilizacdo de ioné6foros como aditivos
alimentares para bovinos se tornou imprescindivel na manipulacdo da
fermentacdo ruminal, aumentando a eficiéncia no aproveitamento das dietas
empregadas. Em 2006, estima-se que foram confinados 2,13 milhdes de
bovinos no Brasil. Para o ano de 2007 eram esperadas um total de 2,53
milhées de animais (TONINI et al., 2007). S6 o estado de Goias confinou
875.962 animais, no ano de 2007. Dados revelados no 1° Censo de

Confinadores de Goids (ALBUQUERQUE, 2008). Nestes confinamentos, é



observado um aumento na utilizagcdo de dietas com alta proporcdo de
carboidratos prontamente fermentesciveis, com intuito de obter maior ganho
de peso diario. Com isso, h& diminuicdo dos dias necessarios para a
terminacao dos animais. Neste caso, a inclusdo de ion6foros garante a saude
animal por controlar microorganismos relacionados com quadros de acidose.
Porém, ha questbes sanitarias e de seguranca alimentar relacionadas ao seu
uso que vem sendo discutidas mundialmente ha alguns anos. O Brasil, como
importante produtor e exportador de alimentos de origem animal, deve estar
atento a nova realidade do mercado mundial.

A Comunidade Européia, através do Regulamento (EC) N° 1831/2003
(EUROPA, 2003), determinou a proibicdo da utilizacdo de antibidticos e
coccidiostaticos como aditivos alimentares para bovinos. Alguns principios
farmacéuticos ja ndo se encontram em comercializacdo; outros, porém, estdo
sendo retirados de forma gradual. Apesar de ndo haver comprovacao cientifica,
esta medida foi adotada como prevencdo a uma possivel relacdo entre o
aumento da incidéncia de microorganismos resistentes aos antibioticos,
observado na medicina humana, e o0 uso destas substancias nas racfes
animais. Além disso, ha uma solicitacdo crescente do mercado consumidor por
alimentos de origem vegetal e animal saudaveis e naturais, que provéem de
criacdes conduzidas com a menor utilizagdo de substancias sintéticas, quanto
possivel.

Desta forma, surge a oportunidade de pesquisa e desenvolvimento de
novos aditivos que desempenhem funcdes semelhantes aos antibidticos e
ion6foros e que sejam seguros a saude humana (NEWBOLD, 2007).

Alguns autores (HARDY, 2002; BERGHMAN & WAGHELA, 2004) tem
citado a utilizacdo do conceito de imunidade como potencial ferramenta na
manipulacdo da fermentacdo ruminal. Anticorpos de origem aviaria contra
bactérias especificas seriam adicionados a alimentacdo animal, aumentando a
eficiéncia produtiva através da imunidade passiva. No caso dos bovinos, o0s

anticorpos seriam contra 0s microorganismos Streptococcus bovis e



Fusobacterium necrophorum relacionados com a ocorréncia de acidose ruminal
e abscessos hepaticos, respectivamente.

O interesse em compreender os efeitos da utilizacdo de um preparado
de anticorpos policlonais contra bactérias ruminais especificas como aditivo
alimentar levou a realizacdo desta pesquisa. O tema foi tratado em dois
capitulos, 3 e 4 da presente tese:

O Capitulo 3, denominado efeito do preparado de anticorpos policlonais
no consumo de matéria seca e fermentacédo ruminal de bovinos suplementados
com trés fontes energéticas, apresenta-se de acordo com as normas para
publicacdo na revista Journal of Animal Science. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o consumo alimentar e os parametros de fermentacdo ruminal, pH,
concentracao dos acidos graxos de cadeia curta: acético, propiénico, butirico e
latico e nitrogénio amoniacal em fémeas bovinas fistuladas no rumen,
alimentadas com dietas de relacdo volumoso:concentrado igual a 30:70,
adicionadas de dois modificares ruminais mais o grupo controle (CON) e trés
fontes energéticas. Os modificadores ruminais foram representados pela
monensina sédica (MON) ou preparado de anticorpos policlonais (PAP) e as
fontes energéticas pelo milho seco moido (MSM), silagem grdo imido de milho
(SGUM) e polpa citrica (PC).

O Capitulo 4, denominado efeito do preparado de anticorpos policlonais
na digestibilidade in vivo de bovinos suplementados com trés fontes
energéticas, também apresenta-se de acordo com as normas para publicacdo
no periédico Journal of Animal Science. Nesta parte da tese, ha a descricédo e
discussdao dos dados referentes a digestibilidade in vivo das dietas
suplementadas com dois modificadores ruminais mais o grupo controle e trés

fontes energéticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INTRODUCAO — FERMENTACAO RUMINAL

O processo digestivo das espécies ruminantes compreende uma das
relacdes simbidticas entre seres vivos mais bem sucedidas na natureza. O
principal 6érgao digestdrio dos ruminantes, o rimen, é considerado uma camara
de fermentacdo que apresenta condicfes ambientais adequadas para a
multiplicacdo e desenvolvimento de microorganismos unicelulares. Estes por
sua vez, degradam e fermentam os alimentos ingeridos pelo hospedeiro
obtendo como produtos, nutrientes necessarios para sua sobrevivéncia e
acidos graxos de cadeia curta que ndo sdo utilizados pelos microorganismos,
mas sim pelos ruminantes, como fonte de energia para os diversos processos

metabodlicos.

2.1.1 Caracterizacdo do ambiente ruminal

No interior do rdamen ha condicbes ambientais ideais para o
desenvolvimento de microorganismos como bactérias, protozoarios e fungos
que compdem a flora microbiana. Estas condi¢cdes sdo temperatura entre 38-
41°C, pH entre 5,5-7,2, umidade entre 85-90%, osmolaridade entre 260-340
mOsm e ambiente anaerdbico. Além disso, ha presenca constante de
substratos para fermentacdo oriundos da alimentacdo, um padrdo de
motilidade ruminal que permite a mistura do conteddo e remocéao periédica dos
subprodutos de fermentacdo nado utilizados pela flora microbiana através de

absorcao pelo epitélio ruminal (CARVALHO et al., 2003).



O objetivo do ruminante é manter as condi¢des ruminais descritas acima
para assegurar que o metabolismo dos microorganismos mantenha-se ativo
para fermentar os nutrientes da dieta. A ndo manutencdo destas condicdes
poderd acarretar disturbios metabdlicos, como acidose ruminal.

O principal diferencial entre ruminantes e outras espécies de mamiferos
€ que através da relacdo simbidtica com os microorganismos é possivel o
aproveitamento dos nutrientes contidos nos carboidratos estruturais e nos
compostos nitrogenados nao-protéicos. Isto deve-se, a presenca de enzimas
no metabolismo dos microorganismos que permitem degradar estes compostos
(VALADARES FILHO & PINA, 2006).

2.1.2 Agentes responsaveis pela fermentacao

Os agentes responsaveis pela fermentacdo ruminal sdo microorganismos
unicelulares representados por bactérias, protozoarios e fungos. Em termos
guantitativos, 60-90% da massa microbiana ruminal € composta por bactérias,
10-40% por protozoarios ciliados e o restante 5-10% por fungos (VAN SOEST,
1994).

Na dependéncia da dieta fornecida, ou seja, do tipo de substrato que
chega ao rumen haverd determinada colonizacdo resultando em diferentes
produtos de fermentacéo.

No rdmen, os microorganismos estdo distribuidos espacialmente no
liqguido ruminal, aderidos a frac&o sélida da digesta ou ligados a parede ruminal
(ARCURI, LOPES & CARNEIRO, 2006).

As bactérias ruminais estdo agrupadas em funcdo do substrato que
fermentam e podem ser classificadas em fermentadoras de carboidratos
estruturais, ndo-estruturais, proteoliticas, metanogénicas, lacticas e lipoliticas.
Os protozoarios auxiliam a fermentacdo por ingerir particulas insollveis e
soluveis (granulos de amido) no fluido ruminal, porém o processo digestivo é
mais lento que o das bactérias. Possuem ainda atividade hemicelulolitica e

celulolitica. Ja os fungos colonizam as fibras presentes no rimen com producéo
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de grandes quantidades de celulases e xilanases de alta atividade (KOZLOSKI
et al. 2002).

2.1.3 Substratos da fermentacéao

Os principais substratos da fermentacdo ruminal sdo os carboidratos
presentes nos ingredientes vegetais das dietas (BERGMAN, 1990).

Os carboidratos podem ser classificados de acordo com as caracteristicas
nutricionais em fibrosos ou né&o-fibrosos. Os carboidratos fibrosos sé&o
representados pela hemicelulose e celulose. Sdo fragcbes que compdem a
parede celular das plantas, de degradacdo ruminal lenta realizada por bactérias
hemiceluloliticas e celuloliticas. Os carboidratos nao-fibrosos sao representados
por acucares, amido e pectina. Os aclcares e 0 amido sdo constituintes do
conteudo celular, j& a pectina faz parte da parede celular. Sao fracdes de
degradacdo rapida realizada por bactérias sacaroliticas, amiloliticas,
dextrinoliticas e pectinoliticas (MERTENS, 1992).

A degradacédo da proteina bruta dos alimentos pela microbiota ruminal
complementa a fermentacdo dos carboidratos. A fragdo nitrogenada do
alimento que é em parte ou totalmente degradada no rumen fornece
peptideos, aminoacidos e amoénia para sintese de proteina microbiana
permitindo a multiplicacdo celular. A proteina microbiana e a fracdo protéica
que escapa da degradacédo ruminal sdo digeridas e absorvidas no restante do
trato gastrintestinal do animal e representam a fonte de aminoéacidos para
atender as exigéncias protéicas do metabolismo do ruminante (TEIXEIRA,
1998).

2.1.4 Produtos da fermentacéo

O tipo de substrato fermentado é determinante do tipo de &acido graxo
de cadeia curta (AGCC) produzido (MURPHY et al., 1982), entretanto, fatores
como nivel de ingestdo, taxa de fermentacdo e de passagem dos alimentos

pode influenciar a proporc¢do dos acidos graxos produzidos (VALADARES FILHO
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& PINA, 2006). Os principais acidos graxos de cadeia curta formados séo
acético, propidnico e butirico, correspondendo a 95 % dos acidos produzidos
no rumen (CARVALHO et al., 2003) e podem suprir de 60 a 80 % do
requerimento energético dos ruminantes.

Ap6s produzidos, os acidos graxos de cadeia curta sdo absorvidos
através do epitélio ruminal e a partir da corrente sanguinea, seguem para 0s

diversos tecidos para serem metabolizados (TEIXEIRA, 1998).

2.2 FATORES QUE INFLUENCIAM A FERMENTACAO RUMINAL

Depois de caracterizado o processo de fermentacdo ruminal, vale
comentar a respeitos de alguns fatores que interferem nestas reacdes

metabdlicas, alterando sua eficiéncia ou os produtos obtidos.

2.2.1 Dieta

A composicdo da dieta é fator determinante na fermentagdo ruminal, ja
que representa 0s substratos que estardo disponiveis para degradacido pelos
microorganismos. Por sua vez, os diferentes substratos determinarao as
comunidades de microorganismos que os fermentardo alterando a proporcéao
molar entre os acidos graxos de cadeia curta (BERGMAN, 1990).

A quantidade e frequéncia com que estes nutrientes chegam ao rumen
também séo fatores que devem ser levados em consideragao.

De forma geral, em dietas & base de forragens, as proporcdes entre os
acidos graxos de cadeia curta no riumen mantém-se em torno de 65:25:10
moles de acetato:propionato e butirato. JA para dietas concentradas esta
relacdo encontra-se ao redor de 50:40:10 (CARVALHO et al., 2003). Reducbes
da concentracdo molar de acetato estdo relacionadas com o aumento da

proporcado de concentrado da dieta (SUTTON et al., 2003).



2.2.1.1 Fontes energéticas na fermentacdo ruminal

Os carboidratos energéticos ndo-estruturais mais abundantes na dieta
de ruminantes sdo os acuUcares sollUveis, amido e a pectina. Cada um deles

exerce uma influéncia no perfil de fermentacédo ruminal.

2.2.1.1.1 Acucares solaveis

Aclcares sdo moléculas solliveis em agua, rapida e completamente
digeridas pelos microorganismos ruminais.

O efeito benéfico de sua inclusdo na dieta de ruminantes reside no
aumento do nivel de energia prontamente disponivel que melhora a eficiéncia
de utilizacdo das formas de nitrogénio solivel ou n&o-proteico, e resulta em
aumento do crescimento microbiano. Ja o efeito negativo esta relacionado com
a reducdo do pH ruminal pela alta disponibilidade de energia prontamente
disponivel e aumento na producédo de acido latico (NUSSIO, CAMPOS & LIMA,
2006).

2.2.1.1.2 Amido

O milho é o principal cereal utilizado na alimentacdo animal no Brasil. E
composto basicamente por amido (70 % da MS). No riumen, a molécula de
amido é degradada em maltose e glucose pelas bactérias amiloliticas. Logo
apods, as bactérias sacaroliticas fermentam estes compostos em piruvato. O
piruvato € o intermediario comum para a fermentacdo dos carboidratos em
acidos graxos de cadeia curta, CO, e metano. Dietas ricas em graos de cereais
tendem a produzir maior proporcdo molar de propionato em relacédo a dietas a
base de forragens (CARVALHO et al., 2003).

Um dos principais fatores que influenciam a taxa e extenséo de digestao
do amido do milho é o tipo de processamento. A moagem fina (fuba) e grossa

sao dois processamentos usualmente utilizados, onde a quebra do grao, facilita



0 acesso dos microorganismos ao endosperma para digestdo dos granulos de
amido. A ensilagem do grdo umido de milho e os tratamentos térmicos
floculacdo e extrusdao também podem ser utilizados com a finalidade de obter o
maximo aproveitamento dos nutrientes presentes nos graos de cereais
(FRANCO, 2008).

COOPER et al. (2002) observaram que, em dietas compostas por milho
umido ou milho floculado, a digestibilidade aparente total do amido foi mais
elevada, quando comparada ao milho laminado a seco. Resultados
semelhantes foram descritos por GALYEAN et al. (1996), em relacdo a
digestibilidade do amido. Ja HUNTINGTON (1997) observou que a
digestibilidade do amido foi mais elevada para o milho floculado, em relacédo ao

milho laminado a seco, e o grdo umido de milho obteve valores intermediarios.

2.2.1.1.3 Pectina

A pectina é um carboidrato constituido por polimeros de &acido
galacturdnico e que faz parte da estrutura da parede celular dos vegetais. E
quase totalmente (90-100 %) degradavel no rimen (VAN SOEST, 1994).

A polpa citrica € um subproduto agroindustrial utilizado na alimentacao
de ruminantes no Brasil, em que o carboidrato principal presente em sua
composicao é a pectina.

E um alimento comumente classificado como concentrado energético,
por possuir valor energético semelhante ao milho (NRC, 1996), mas também
possui propriedades de volumoso, devido a alta proporcéao de fibra digestivel.
Apresenta em sua composicdo um balanco entre fibra em detergente neutro
(25 % da MS), carboidratos solluveis (30 % da MS) e fibra soliavel em
detergente neutro, basicamente pectina (25 % da MS) (CARVALHO, 1998).
Isso acarreta alteragfes no padrdo de fermentacdo ruminal, prevalecendo a
fermentacdo acética.

VIJCHULATA et al. (1980) e BEN-GHEDALIA et al. (1989) observaram

aumento na relacdo acetato:propionato nas dietas a base de polpa citrica em
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comparacdo ao milho seco para novilhos e ovinos, respectivamente.
Resultados semelhantes in vitro foram verificados por ARIZA et al. (2001).

JA4 ROJAS-BOURILLON et al. (2001) nido observaram incrementos na
proporcdo molar de acetato com a inclusao de até 40% na MS de polpa citrica

na dieta de vacas em lactacao.

2.2.2 pH

As variagdbes do pH ruminal tém forte impacto nas comunidades
microbianas e consequentemente nos produtos de fermentacdo, além de
influéncia nas funcbes fisiologicas como motilidade e absorcdo ruminal
(NAGARAJA & TITGEMEYER, 2007).

Estudos in vitro demonstraram que quando o pH do meio passou de 7,0
para 5,5 foi observada diminuicdo na proporcdo molar de acetato e butirato e
concentracdo de nitrogénio amoniacal e aumento na propor¢cdo molar de
propionato com conseqliente diminuicdo da relacdo acetato:propionato. Isto
ocorre porque as bactérias celuloliticas produtoras de acetato e butirato sédo
sensiveis ao baixo pH, diferente das bactérias amiloliticas, produtoras de
propionato (LANA et al., 1998; CALSAMIGLIA et al. 2002; YANG et al. 2002).

Por sua vez, o nivel de consumo alimentar, os ingredientes da dieta, o
tempo apds a alimentacdo e a salivacdo tém efeito direto sobre o pH ruminal

(QUEIROZ et al. 1998).

2.2.3 Taxa de passagem

Junto com o pH, a taxa de passagem é um dos principais fatores que
determina as alteragdes na fermentacdo ruminal. Esta por sua vez é
influenciada pelo nivel de consumo, tamanho das particulas, qualidade
nutricional dos ingredientes e relacdo volumoso:concentrado da dieta
(HOOVER & STOKES, 1991). Além disso, a taxa de passagem também é

afetada pela ruminacdo das particulas fibrosas dos alimentos, taxa de
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passagem das particulas finas e microorganismos ruminais, bem como a
retirada de liquidos do rumen, sendo esta ultima influenciada pela pressao
osmatica (VAN SOEST, 1994).

2.2.4 Tamponamento

A saliva é um tamponante natural do rumen produzida principalmente
pela glandula parétida com o estimulo da mastigacdo. E uma solugdo alcalina
(pH 8,1), constituida basicamente de agua (99-99,5%). O restante € composto
por material inorganico como bicarbonato de soédio (NaHCO3;) e potassio
(NaHPO,*) e organico como proteina, mucina e uréia (FURLAN, MACARI &
FARIA FILHO, 2006). Sua principal funcdo esta relacionada a capacidade de
neutralizar os acidos produzidos no rimen, mantendo o pH ruminal dentro dos
limites para que os processos fermentativos permanecam ativos (5,5 — 7,2)
(TEIXEIRA, 1998).

A quantidade de saliva secretada depende da composicdo fisica e
quimica do alimento; os ricos em fibras com tamanho de particula grande
induzem secrecfes de maiores quantidades de saliva (FURLAN, MACARI &
FARIA FILHO, 2006).

2.3 MANIPULACAO DA FERMENTACAO RUMINAL

No final do século XVIII, TAPPEINER (1884) (citado por BERGMAN,
1990) demonstrou que 0s microrgasnimos presentes no riumen fermentavam
celulose e como produtos obtinham acidos graxos de cadeia curta, metano e
dioxido de carbono. Desde esta época, a comunidade cientifica busca entender
0s processos metabdlicos que ocorrem neste 6rgao e suas interagdes e procura
estratégias de manipulacdo da fermentacdo ruminal com intuito de melhorar a
eficiéncia energética destas reacdes. Esta energia disponivel pode ser utilizada
para incremento dos fins produtivos do animal, como ganho de peso ou

producéo leiteira.
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2.3.1 Modificadores da fermentacdo ruminal

2.3.1.1 lono6foros

Os ioné6foros sdo substancias produzidas por microorganismos como o
Streptococcus cinnamonensis (HANEY & HOEHN, 1967) e agem sobre a
permeabilidade da membrana celular, alterando o fluxo i6nico celular, que
resulta na reducdo ou inibicdo do crescimento de alguns microorganismos
(RUSSELL & STROBEL, 1989). Por apresentar a caracteristica de alterar a
composi¢cdo da microbiota ruminal, os ion6foros monesina e lasalocida sédica
tém sido amplamente utilizados como aditivos alimentares para bovinos com o
intuito de melhorar a eficiéncia alimentar.

Suas principais funcdes foram bem descritas por diversos autores no
inicio dos anos 80 e até hoje sado confirmadas em experimentos onde a
monensina é utilizada. Estas funcdes estdo relacionadas com aumento na
eficiéncia alimentar pela diminuicdo no consumo alimentar sem alterar o ganho
de peso (SCHELLING, 1984), diminuicdo da degradacédo protéica em amonia
(DINIUS et al., 1976), diminuicdo da producdo de metano (THORNTON &
OWENS, 1981) e aumento na producdo de acido propiénico em relacdo ao
acético (RICHARDSON et al., 1976).

Uma das principais vantagens da utilizacdo dos ionéforos é a influéncia
na populagdo microbiana do rumen, favorecendo as bactérias gram-negativas.
Uma das principais bactérias gram-positivas sensivel a acdo dos iondforos é a
Streptococcus bovis, relacionada com a ocorréncia da acidose ruminal.

A acidose ruminal é uma doenca metabdlica relacionada com alto
consumo de alimentos fermentesciveis, onde ocorrem mudancas da microbiota
ruminal com predominancia de bactérias gram-positivas, produtoras de &cido
latico. A presenca de altas quantidades de acido latico no rimen determina a
queda do pH e morte dos demais microorganismos, principalmente os
fermentadores de carboidratos estruturais. Também ocorre diminuicdo da

motilidade ruminal e o aumento da pressdo osmoética neste 6rgao resulta em
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afluxo de a4gua da corrente sanguinea, levando a um quadro de desidratacao.
Ha também a passagem de acido latico para a corrente sanguinea, resultando
em acidose sistémica e consequente morte do animal. Quando o animal se
recupera, algumas sequlelas comuns sdo ruminite, laminite ou abcessos
hepaticos (BRANDINI, 1996).

Desta forma, a utilizacdo dos iondéforos tornou-se essencial na
alimentacdo de ruminantes em prevencdo a ocorréncia de acidose,
principalmente para animais confinados que recebem altas concentracfes de
alimentos de rapida fermentacdo. Porém, a preocupacdo com a salde humana
em relacdo ao risco do uso de antibidticos e substancias similares nas racdes
animais e o surgimento de resisténcia microbiana estimulou a pesquisa de
novos aditivos alimentares. Apesar de ndo haver consenso entre a comunidade
cientifica neste assunto, alguns trabalhos demonstram que a utilizacdo de
antibiéticos na alimentacdo animal aumenta a possibilidade do aparecimento
de microorganismos resistentes aos antibidticos normalmente prescritos na
medicina humana. Além disso, h4 uma solicitacdo crescente do mercado
consumidor por alimentos de origem vegetal e animal saudaveis e naturais,
que provéem de criagBes conduzidas com a menor utilizacdo de substancias
sintéticas, quanto possivel.

Neste contexto, novas pesquisas tém sido realizadas no intuito de
analisar os efeitos de diversas substancias e principios ativos como aditivo

alimentar para bovinos.

2.3.1.1.1 lond6foros no consumo alimentar

E comumente descrita na literatura diminuicdo no consumo alimentar
com a utilizacdo de monensina em dietas de alto concentrado (SCHELLING,
1984), porém sem alterar o ganho de peso, melhorando a eficiéncia de

utilizac&o dos alimentos pelos ruminantes (GOODRICH et al., 1984).
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ABE et al. (1994), ao utilizarem vacas leiteiras, RESTLE et al. (2001), ao
trabalharem com novilhas e vacas de corte em confinamento, e MAAS et al.
(2001), com ovinos em regime de pasto, também observaram diminuicdo no
consumo de matéria seca com a administracdo de monensina. OLIVEIRA et al.
(2005) observaram que a adicdo de 28 mg de monensina/Kg de MS consumida
para novilhos holandeses fistulados no rimen reduziu o consumo de matéria
seca. Acredita-se que a reducdo do consumo observada com a suplementacao
de monensina esteja relacionada com um provavel aumento no aporte de
energia promovido pelo ion6foro. O maior aporte de energia, devido ao
aumento do propionato disponivel, resultante das mudancas na populagao
microbiana ruminal provocada pelo iond6foro, pode contribuir para uma

diminuicdo no consumo alimentar (OLIVEIRA et al., 2007).

2.3.1.1.2 lono6foros na digestibilidade in vivo

Os estudos de digestibilidade fornecem dados importantes a respeito da
estimativa do desempenho animal, sob diferentes regimes de alimentacéo.
Porém, diversos fatores ligados a composi¢cdo e processamento dos alimentos
da dieta, densidade energética da racdo, idade, sexo e estadio fisiolégico do
animal, consumo voluntario, preenchimento ruminal e taxa de passagem
influenciam os resultados de digestibilidade (KOZLOSKI, 2002).

Em relacdo aos efeitos da administracdo de iondéforos, mais
especificamente a monensina, sobre a digestibilidade aparente em ruminantes,
os resultados sdo bem variados. Em novilhos alimentados com dietas de alto
concentrado, foi observado melhora na digestibilidade da MS com a
suplementacdo de monensina (WEDEGAERTNER & JOHNSON, 1983). Com o
aumento da suplementacdo de monensina (0-1,2 mg/Kg de PV) para bezerros
em crescimento, em sistema de confinamento, SALLES & LUCCI (2000)
relataram aumento linear para os coeficientes de digestibilidade aparente da
matéria seca. BEEDE et al. (1986) descreveram aumento da digestibilidade da

MS, em dietas de baixa inclusdo de proteina para novilhos (8,7% na MS), com
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suplementacdo de monensina. Em dietas com baixo ou alto teor de fibra
fornecidas a novilhos mesticos Holandés X Brahman, a suplementacdo com
monensina promoveu aumento da digestibilidade da MS (ARAUJO-FEBRES et
al., 1991).

Em relacdo a digestibilidade da PB com a utilizagdo de monensina,
BEEDE et al. (1986) e SALLES & LUCCI (2000) observaram melhora neste
coeficiente de digestibilidade com a administracdao do ionéforo. Corroborando
com estes achados, RODRIGUES et al. (2001) verificaram que a utilizacdo de
monensina aumentou a digestibilidade total da proteina bruta,
independentemente do nivel de concentrado (25, 50 ou 75% da dieta)
utilizado para ovinos. Vacas em lactacdo mantidas em pastagem tiveram
melhora na digestibilidade aparente do N, quando suplementadas com
monensina (RUIZ et al., 2001). Resultados semelhantes foram observados por
ARAUJO-FEBRES et al. (1991), ao trabalharem com novilhos mesticos
Holandés X Brahman, alimentados com dietas de baixo ou alto teor de fibra,
suplementadas com monensina. Acredita-se que a melhora da digestibilidade
da PB com a utilizacdo de ion6foros esteja relacionada com sua capacidade de
reduzir a deaminacdo (RUSSELL et al., 1988). JA& que o0s peptideos e
aminoéacidos ndo sofrerdo deaminagcdo podem ser convertidos em proteina
microbiana por cepas resistentes aos iondforos (YANG & RUSSELL, 1993),
melhorando o aproveitamento da proteina disponivel (RODRIGUES et al.
2001).

Os coeficientes de digestibilidade aparente das fracdes fibrosas foram
aumentados com a suplementagcdo de monensina em novilhos alimentados
com dietas de alto concentrado (WEDEGAERTNER & JOHNSON, 1983) e em
bezerros em crescimento em sistema de confinamento (SALLES & LUCCI,
2000). Em dietas contendo baixo ou alto teor de fibra, fornecidas a novilhos
mesticos Holandés X Brahman, a suplementacdo com monensina promoveu
aumento da digestibilidade da FDN (ARAUJO-FEBRES et al., 1991). Este
aumento na digestibilidade da fibra com a suplementacdo de monensina foi

relacionado com um maior tempo de retencdo ruminal do alimento, promovido
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pelo ionéforo, permitindo, assim, mais tempo para a digestdo microbiana
(SPEARS, 1990).

SPEARS (1990), em revisdo bibliografica a respeito dos efeitos da
utilizacdo de ionéforos sobre a digestibilidade aparente da energia, citou que
na média de 17 experimentos houve melhora na digestibilidade em 2 pontos
percentuais com suplementacdo de monensina, em relacdo ao grupo controle,
com uma variacao de —0,9 a 9,2 %.

A suplementacdo com monensina melhorou o coeficiente da energia
digestivel em novilhos alimentados com dietas de alto concentrado
(WEDEGAERTNER & JOHNSON, 1983) e da EB em bezerros (SALLES & LUCCI,
2000).

Acredita-se que a melhora na digestibilidade com a utilizacdo de
ion6foros esteja relacionada com sua afinidade em transportar cations
monovalentes através das membranas, aumentando a concentragdo
intracelular de céations. Este incremento estimularia a atividade da bomba
sddio-potassio e afetaria a taxa de absorcdo do trato gastrointestinal, ja que a
absorcao de diversos nutrientes € dependente do transporte de sédio e da
energia proveniente da bomba Na*/K"-ATPase (SPEARS, 1990).

Por outro lado, SOODEN-KARAMATH & YOUSSEF (1999), estudando os
efeitos da suplementacdo com monensina em uma dieta a base de feno de
arroz tratada com uréia mais concentrado e capim, para ovinos ou caprinos,
observaram que ndo houve efeito do aditivo sobre a digestibilidade da MS e
suas fragOes. Resultados semelhantes foram observados por OLIVEIRA et al.
(2007), ao trabalharem com ovinos que recebiam dietas com um dos dois
niveis de proteina bruta, 11,4 ou 16,0% na MS. Ainda, corroborando para
estes achados, RICKE et al. (1984) observaram que a administracdo de
monensina nao influenciou a digestibilidade da MS para cordeiros. No
tratamento que a monensina foi suplementada sozinha ou em combinagdo com
levedura (Saccharomyces cerevisiae), o aditivo ndao afetou a digestibilidade da
MS, em dietas com relacdo volumoso:concentrado de 50:50 para ovinos

(GARCIA et al., 2000).
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THORNTON & OWENS (1981), ao avaliarem os efeitos da monensina
sobre a digestibilidade aparente do N, em dietas com diferentes proporc¢des de
forragem, ndo observaram efeito do aditivo em nenhuma delas. Em vacas
leiteiras em lactacdo ou secas, a utilizacdo de monensina em dietas com alto
nivel de forragem ndo alterou os coeficientes de digestibilidade da PB
(HATMOUD et al. 1995; HATMOUD et al. 1996).

BEEDE et al. (1986) observaram que a suplementacdo com monensina
nao influenciou a digestibilidade da FDN e FDA em dietas de baixa inclusédo de
proteina para novilhos (8,7% na MS). GARCIA et al. (2000) e ARAUJO et al.
(2007), em experimentos com ovinos, nao observaram efeitos da
suplementacdo com monensina sobre a digestibilidade da FDN, FDA e
hemicelulose. Corroborando com estes achados, DINIUS et al. (1976) né&o
observaram efeito do fornecimento de monensina em dietas de alta forragem
para novilhos sobre a digestibilidade da hemicelulose e celulose. SPEARS
(1990) cita que a digestibilidade da fibra em resposta a suplementacdo com
monensina € influenciada pela fonte de fibra na dieta, além de suas
caracteristicas fisicas e quimicas.

Em dietas com diferentes proporcdes de forragem, THORNTON & OWENS
(1981) n&o observaram efeitos da suplementagdo com monensina sobre a
digestibilidade aparente de fracdes de carboidratos. Resultados semelhantes
foram observados por HATMOUD et al. (1995) e HAIMOUD et al. (1996), onde
a digestibilidade do amido nao foi alterada com a suplementacdo de monensina
em dietas com alto nivel de forragem para vacas leiteiras em lactacdo ou
secas. Ainda, corroborando com estes resultados, EIFERT et al. (2005) né&o
verificaram efeitos da suplementacdo com monensina sobre a digestibilidade
de carboidratos néo-fibrosos e totais em dietas para vacas em lactacao.

PLAIZIER et al. (2000) investigaram os efeitos da suplementacdo com
monensina para vacas leiteiras ao longo do periodo pré e pés-parto. Foi
observado aumento da digestibilidade da FDN e FDA apenas no pré-parto,
aumento da digestibilidade do N apenas no pds-parto e aumento da

digestibilidade da energia no pré e pds-parto.
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2.3.1.2 Enzimas

Enzimas que usualmente sdo utilizadas na alimentacdo de espécies
monogastricas com intuito de melhorar o valor nutritivo dos alimentos,
possuem potencial para uso na dieta de ruminantes.

Em alguns estudos foi demonstrado que com a adicdo de enzimas
fibroliticas na dieta houve aumento na atividade enzimatica ruminal em geral
com resultante melhora da digestibilidade total. AVALLANEDA-CEVALLOS et al.
(2004) observaram que, a adicdo de enzimas fibroliticas em dieta a base de
capim para cordeiros foi eficiente, em aumentar a degradacédo ruminal da fibra
em detergente acido e a digestibilidade intestinal da hemicelulose. Isso pode
ocorrer devido a efeitos sinérgicos entre enzimas exdégenas adicionadas na
dieta e hidrolases dos microorganismos ruminais. E por aumento da adesao
bacteriana, ja que a enzima altera a estrutura do alimento, deixando-o mais
vulneravel a acdo microbiana (BEAUCHEMIN et al. 2004, EUN & BEAUCHEMIN,
2005).

2.3.1.3 Pesquisa de novos aditivos

2.3.1.3.1 Extratos de plantas

O estudo das propriedades terapéuticas das plantas vem de longa data,
no século V a.C. Hip6crates mencionou centenas delas (COWAN, 1999).
Atualmente, esta ciéncia trabalha em conjunto com a farmacéutica sintética
tradicional na procura de novos principios ativos para tratamento das mais
diversas enfermidades.

As plantas produzem metabdlitos secundarios que muitas vezes servem
como mecanismos de defesa contra microorganismos, insetos e herbivoros.
Estes compostos sao classificados em categorias de acordo com sua estrutura
e propriedades quimicas em fendis e acidos fendlicos, quinonas, flavondides,

taninos, alcalbides, polipeptideos, terpendides e O6leos essenciais. Estes
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metabdlitos tém demonstrado atividade antimicrobiana in vitro e pesquisas
vem sendo realizadas na Medicina Humana e Veterinaria para comprovar sua
eficacia in vivo (COWAN, 1999).

CARDOZO et al. (2005) testaram a fermentacdo microbiana in vitro em
pH 7,0 e 5,5 de seis extratos de plantas naturais e trés metabdlitos
secundarios vegetais em cinco doses (0; 0,3; 3; 30 e 300 mg/L) em liquido
ruminal de novilhas alimentadas com dietas de alto concentrado. Os efeitos
dos extratos e metabdlitos foram pH-dependente. Em pH 5,5 a concentracédo
total de &cidos graxos de cadeia curta ndo alterou ou aumentou e a relacéo
acetato:propionato diminuiu o que ndo ocorreu quando o pH do meio foi 7,0.

DEVANT et al. (2007) avaliaram uma mistura de extratos de plantas no
desempenho e fermentacdo ruminal de touros Holstein, alimentados com
dietas de terminacdo de alto concentrado. Tanto a suplementacdo com
monensina como com extratos de plantas ndo afetou o consumo e a eficiéncia
alimentar. Aos 63 dias de experimento, o pH ruminal foi menor para os
tratamentos monensina (6,08) e extrato de plantas (6,12) quando comparado
ao grupo controle (6,52). A suplementacdo com monensina e com extrato de
plantas aumentou a proporcdo molar de propionato, quando comparados ao

controle.

2.3.1.3.2 Extrato de proépolis

Uma outra fonte de estudos como potencial substancia manipuladora da
fermentacdo ruminal por suas propriedades antimicrobianas e antiinflamatérias
€ 0 extrato de proépolis.

A prépolis é uma substéncia formada por ceras e resinas coletadas pelas
abelhas de diversas partes das plantas proximas a colméia. As abelhas
modificam a composicdo desta resina misturando-a com as secrecdes das
glandulas hipofaringeais. Este material é utilizado como vedacdo da colméia
mantendo assim a temperatura interna e impedindo a entrada de patégenos
(CONAP, 2007).
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Em estudos in vitro, OLIVEIRA et al. (2004) observaram que tanto o
extrato de propolis como a monensina foram capazes de inibir a producéo de
amoénia, a partir de diferentes fontes de nitrogénio no liquido ruminal de
animais alimentados a base de forragem. STRADIOTTI JR. et al. (2004)
observaram que a adicdo da proépolis na dieta de novilhos holandeses com
relacdo volumoso:concentrado (65:35), ndo alterou o consumo de matéria
seca, pH, concentracdo de amoénia ruminal e producao de proteina microbiana
em comparacado ao grupo controle. Ainda, nao afetou a proporcdo dos acidos
acético, propidnico e butirico, porém aumentou a concentracdo total de acidos

graxos de cadeia curta.

2.3.1.3.3 Preparado de anticorpos policlonais

Alguns pesquisadores tém demonstrado a eficacia da imunizacdo ativa
na prevencao da acidose. SHU et al. (1999) observaram que a imunizacao de
novilhos contra bactérias produtoras de acido latico Streptococcus bovis e
Lactobacillus foi eficaz em manter o consumo alimentar, diminuir a
concentragcdo ruminal de lactato e contagem de S. bovis e Lactobacillus apds
desafio, com dieta composta por 90% de concentrado.

GILL et al. (2000) observaram resultados semelhantes quando ovinos
alimentados a base de forragem foram imunizados contra Streptococcus bovis
Sb-5. Os animais foram desafiados com a introducao subita de alta proporcao
de gréaos na dieta. Os ovinos vacinados mantiveram o consumo alimentar e o
pH ruminal, bem como tiveram menores concentra¢des ruminais de lactato e
menores escores de diarréia severa quando comparados aos animais controles.
Ainda, SHU et al. (2000) observaram que ovinos imunizados contra S. bovis,
mantiveram o consumo alimentar e o pH ruminal, com menores escores de
diarréia severa, quando comparados aos animais controle (ndo-vacinados).

Em relacdo a imunizacdo passiva, SHERMAN et al. (1983) observaram
que a administracdo oral de anticorpos monoclonais de origem aviaria contra o

antigeno K99 da bactéria enterotoxinogénica Escherichia coli, foi eficaz em
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atenuar a severidade da enfermidade e o grau de desidratacdo dos animais
acometidos por quadros de diarréia, reduzindo a taxa de mortalidade.
Resultados semelhantes foram encontrados por YOKOYAMA et al. (1992) onde
a imunizacdo passiva em leitdes neonatos contra a bactéria enterotoxigénica
Escherichia coli foi alcancada com a administracdo oral de anticorpos de
origem aviaria fornecidos logo apds a exposicdo induzida aos antigenos. Em
bezerros neonatos, IKEMORI et al. (1992) observaram que a administracdo de
anticorpos monoclonais de origem aviaria contra a bactéria enterotoxigénica
Escherichia coli foi capaz de proteger os animais contra o principal sintoma da
infeccdo por este agente, a diarréia severa e conseqliente morte. Ja no grupo
controle, a taxa de mortalidade foi 100%.

IKEMORI et al. (1997) avaliaram a eficicia da imunizacdo passiva contra
coronavirus bovino, utilizando gema de ovo ou colostro em pdé preparados a
partir de galinhas ou vacas vacinadas com o virus inativado de coronavirus
bovino. Os bezerros foram desafiados 24 a 36 h apés o nascimento com uma
cepa virulenta do virus. A administracdo da gema de ovo ou colostro em po por
via oral iniciou 6 h ap6s o desafio e estendeu-se por mais 7 dias. Os animais
do grupo controle apresentaram diarréia severa e todos morreram 6 dias apds
a infeccdo. J& nos tratamentos com gema de ovo titulo de 1:2560 e colostro
titulo de 1:10240, todos os animais sobreviveram e ganharam peso. O p6 de
gema de ovo foi mais eficaz que o colostro, pois foi necessaria menor
concentracao de titulo de anticorpo para promover a protecdo contra os
antigenos.

Estes trabalhos de pesquisa mostram que o principio da imuniza¢do tem
potencial para originar novos aditivos alimentares. Dentro deste principio,
foram desenvolvidos os preparados de anticorpos policlonais (PAPSs),
especificos para as bactérias alvo presentes no ambiente ruminal e que podem
ser adicionados a dieta animal.

Para a producdo de anticorpos policlonais, galinhas sdo imunizadas via
intramuscular contra antigenos inativados. Para cada antigeno, ha um

calendario de reforcos. O sistema imune da ave reage, produzindo anticorpos
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especificos (IgY) para cada antigeno. Quando o ovo ainda estd no ovario, a
galinha transfere suas imunoglobulinas séricas Y para a gema do ovo. A
medida que o0 ovo passa pelo oviduto, os anticorpos IgM e IgA sao adicionados
a albumina (SCHADE et al., 2001). Assim, as imunoglobulinas podem ser
extraidas da gema do ovo por diversas técnicas, sendo que uma das mais
utilizadas envolve a precipitacdo protéica com sulfato de amdnia.

Este método de producéo de anticorpos foi avaliado pelo Centro Europeu
de Validacdo de Métodos Alternativos (SCHADE et al., 1996), 6rgdo que
promove a aceitacdo cientifica e regulamenta métodos laboratoriais
alternativos, com fins de reduzir ou substituir a utilizacdo de animais de
laboratério. O uso desta técnica foi incentivado, pois reduz a necessidade de
animais de laboratério, ja que uma galinha produz em média 5 - 7 ovos por
semana. Além disso, causa menor estresse aos animais por ndo haver sangria
apoés a imunizacao.

As imunoglobulinas Y, produzidas de ovos de galinhas, possuem
caracteristicas fundamentais para atuacdo no ambiente ruminal, como
resisténcia a pH até 4,5, temperatura de 120°C, a protedlise e, mesmo apoés
sua quebra, nao perdem o sitio de ligacdo (Alfredo di Constanzo, comunicacao
pessoal). Acredita-se que esta resisténcia a protedlise esteja relacionada a
presenca de ligacbes dissulfeto na composicdo das imunoglobulinas, mais
dificeis de serem rompidas pelas enzimas proteoliticas (SANTOS, 2006).

Quando vacas leiteiras foram alimentadas com PAP contra bactérias
proteoliticas ruminais Clostridium stricklandi, Clostridium aminophilum e
Peptostreptococcus anaerobius, a producdo leiteira dos animais em inicio
(<140 dias) ou estagio avancado (=140 dias) de lactacdo nao foi afetada pela
utilizacdo do anticorpo. Ainda, a concentracdo de gordura e proteina no leite,
bem como a contagem de células somaticas e a quantidade de uréia no leite,
nao foram alteradas pela utilizacdo deste aditivo. Ja a concentracdo de sélidos
no leite foi reduzida. Quanto aos parametros de fermentacdo ruminal, nao foi
observada interferéncia no pH, concentracdo de amdnia ou de acidos graxos de
cadeia curta (DAHLEN et al., 2003).
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DAHLEN et al. (2004) avaliaram os efeitos da adicdo do preparado de
anticorpos policlonais (PAP) contra Streptococcus bovis (PAPSb) ou
Fusobacterium necrophorum (PAPFNn), no desempenho e caracteristicas de
carcaca de novilhos confinados, alimentados com dietas de altas concentracdes
de grdos. A dieta basica era composta por grao umido de milho e grdo moido
de milho, 50:50 na base de MS, silagem de milho e suplemento. Os PAPs
foram adicionados a alimentacdo no momento do fornecimento, sendo
pulverizados na casca de soja. Os 226 animais foram distribuidos em 4
diferentes tratamentos formados pelo controle, PAPSb, PAPFn e PAPSb +
PAPFn. Os pesquisadores observaram que novilhos que receberam PAPSb ou
PAPFn tiveram maiores pesos finais ao abate. Os animais alimentados com a
dieta PAPSb obtiveram melhor eficiéncia alimentar do que os alimentados com
as dietas controle ou PAPSb + PAPFn. As carcacas dos novilhos com a dieta
PAPSb foram mais pesadas, com maior camada de gordura subcutanea e
melhores classificacdes ao abate, quando comparadas as carcacas dos animais
recebendo as dietas com ambos PAPs (Sb e Fn) ou controle.

DI LORENZO et al. (2006) testaram se a adicdo de preparados de
anticorpos policlonais (PAP) contra S. bovis (PAPSb) ou F. necrophorum
(PAPFN) ou aditivos alimentares (300 mg monensina/cab/dia e 100 mg
tilosina/cab/dia) seriam eficazes na reducdo das concentracdes ruminais das
bactérias alvo. A dieta basica dos animais era composta por 85% de milho
grao, 15% de silagem de milho e suplemento. Foram quantificadas nas
amostras de liquido ruminal as bactérias Streptococcus bovis, Fusobacterium
necrophorum e o total de bactérias anaerdbias. Foi observado que a utilizacao
de doses crescentes de PAPSb reduziram as concentracdes ruminais de S.
bovis em resposta cubica. O niamero de F. necrophorum foi reduzido com o
emprego de PAPFn ou monensina + tilosina. Esta reducédo foi mais significativa
na dieta contendo apenas monensina + tilosina. A concentracdo de F.
necrophorum né&o foi alterada pelo uso de PAPSb e a concentracdo de S. bovis

nao se alterou pela utilizacdo de PAPFn, demonstrando a alta especificidade
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dos PAPs. O total de bactérias anaerdbias ndo foi modificado com o emprego
de PAPSb ou PAPFN.

A eficacia de adicdo de um preparado de anticorpos policlonais contra S.
bovis (PAPSb) foi avaliada em 12 novilhas cruzadas em um protocolo de
inducéo de acidose. O protocolo consistiu de 3 periodos: 3 meses de dieta com
100% forragem ad libitum, mais 10 dias de adaptacdo ao PAP com dieta 100%
forragem (d 1-10 do experimento) e 12 dias de dieta desafio. O desafio foi
aumentar o consumo do concentrado (16% PB) de 2,5 kg MS/dia para 12,5
kg/dia em 5 dias mais o oferecimento de forragem ad libitum. O quadro de
acidose era declarado quando o pH atingia 5,5 ou quando o consumo do
concentrado era 50 % inferior ao dia anterior. As coletas de liquido ruminal
foram realizadas as 0 e 6 h ap6s a alimentacdo para determinacdo do pH,
concentracao total de acidos graxos de cadeia curta e nitrogénio amoniacal. No
grupo que recebia o PAPSb observaram-se maiores concentracfes de acetato
as 6 h (90,3 mM) em comparacédo ao grupo controle (81,8 mM). Ainda, foram
observadas maiores concentracfes totais de acidos graxos de cadeia curta
(147,1 mM) do que o grupo controle (132,9 mM) (BLANCH et al., 2006).

Recentemente, MILLEN et al. (2007) observaram que bovinos jovens em
confinamento alimentados com dieta de alto concentrado recebendo um PAP
contra S. bovis, F. necrophorum e varias cepas de bactérias proteoliticas
tiveram ganho de peso médio diario, consumo de matéria seca e conversao
alimentar similares aos animais suplementados com monensina. Em
porcentagem do peso vivo, o consumo de matéria seca foi superior nos
animais do grupo PAP. Ainda, foi observado que os animais suplementados
com anticorpos apresentaram menor incidéncia de paraqueratose ruminal
quando comparado, aos animais suplementados com monensina.

Estes resultados demonstram o potencial dos PAPs como alternativa

eficaz como aditivo alimentar.
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Efeito do preparado de anticorpos policlonais sobre o consumo
alimentar e fermentacao ruminal de bovinos suplementados com
trés fontes energéticas

RESUMO - Nove fémeas bovinas canuladas no riumen foram utilizadas para
avaliar um preparado de anticorpos policlonais (PAP) de origem aviaria contra
as bactérias ruminais Streptococcus bovis, Fusobacterium necrophorum,
Clostridium aminophilum, Peptostreptococcus anacrobius e Clostridium
sticklandii. O delineamento experimental foi o quadrado latino 3 X 3 replicado
3 vezes, em arranjo fatorial de tratamentos 3 X 3 referente a 2 modificadores
ruminais, monensina (MON) e PAP mais o grupo controle (CON) e 3 fontes
energéticas, milho seco moido (MSM), silagem de grao umido de milho (SGUM)
e polpa citrica (PC). Cada subperiodo experimental foi composto de 21 dias,
onde a coleta de liquido ruminal foi realizada as 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 h ap6s a
alimentac&o no ultimo dia do periodo. Foram avaliados o consumo de matéria
seca e os parametros de fermentacdo ruminal pH, concentracao total de acidos
graxos de cadeia curta (AGCCt), lactato total e nitrogénio amoniacal (N-NH3).
O PAP mostrou-se tdo eficaz como a monensina em elevar o pH ruminal de
bovinos alimentados com dietas ricas em concentrados, as 4 h apés a
alimentacédo, sem contudo, alterar (P>0,05) o consumo de matéria seca, a
concentragcdo total de acidos graxos de cadeia curta, a proporcdo molar de
acetato ou as concentracdes de lactato total e nitrogénio amoniacal. Foi
observada diminuicdo (P<0,05) na proporcdo molar de propionato com a
utilizacdo do PAP em relagdo a monensina, porém nédo em relagdo ao controle.

Palavras-chaves: acidos graxos de cadeia curta, aditivo, PAP, pH,
ruminante
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Effect of feeding a polyclonal antibody preparation on feed
intake and ruminal fermentation in cattle supplemented with
three energetic sources

ABSTRACT - Nine ruminally cannulated cows were used to test an avian-
derived polyclonal antibody preparation (PAP) against the specific ruminal
bacterias Streptococcus bovis, Fusobacterium necrophorum, Clostridium
aminophilum, Peptostreptococcus anacrobius and Clostridium sticklandii. The
experimental design was a 3 X 3 latin square replicated 3 times with a factorial
arrangement of treatments 3 X 3 regarding 2 rumen modifiers (monensin
(MON) and PAP) plus control group (CON) and 3 energetic sources. The
energetic sources utilized were dry-grounded corn grain (CG), high moisture
corn silage (HMCS) and citrus pulp (CP). Each trial had 21 days; the ruminal
fluid sampling was carried out on the last day of the period at 0, 2, 4, 6, 8, 10
and 12 h after morning meal. Dry matter intake and rumen fermentation
parameters such as pH, total short chain fatty acids (tSCFA), lactic acid and
ammoniacal nitrogen (NH3;-N) concentration were analyzed in this trial. PAP
was as effective as monensin in increasing ruminal pH of cattle fed high
concentrate diets, 4 h after feeding, without interfering (P>0.05) on dry matter
intake, total short chain fatty acids concentration, molar proportion of acetate,
lactic acid and ammoniacal nitrogen (NH3-N) concentration. A decrease
(P<0.05) in molar proportion of propionate was observed with PAP utilization

compared to monensin but not in relation to control.

Key words: additive, PAP, pH, ruminant, short chain fatty acids
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o uso de ion6foros como aditivos alimentares para
bovinos tornou-se imprescindivel na manipulacdo da fermentacdo ruminal,
aumentando, a eficiéncia no aproveitamento das dietas empregadas. Porém,
h& questdes sanitarias e de seguranca alimentar relacionadas ao seu uso, que
vem sendo discutidas mundialmente ha alguns anos.

A Comunidade Européia, através do Regulamento (EC) N° 1831/2003
(EUROPA, 2003), proibiu o uso de antibioticos e coccidiostaticos como aditivos
para bovinos. Esta medida foi adotada como prevencdo a possivel relacdo
entre o aumento da incidéncia de microorganismos resistentes aos antibidticos,
observado na medicina humana, e 0 uso destas substancias nas racfes
animais. Desta forma, surge a oportunidade de pesquisa e desenvolvimento de
novos aditivos, que desempenhem funcBes semelhantes aos antibiéticos e
iondforos e que sejam seguros a saude humana (Newbold, 2007).

O conceito de imunidade foi citado por Berghman e Waghela (2004)
como potencial ferramenta na manipulacdo da fermentacdo ruminal. Gill et al.
(2000) observaram que, quando novilhos foram imunizados com vacina para
S. bovis, via intramuscular, e logo ap6s desafiados com a introducdo de alta
proporcdo de graos na dieta, estes mantiveram o consumo alimentar e tiveram
menor concentracdo ruminal de lactato, quando comparados ao grupo
controle.

Di Lorenzo et al. (2006) observaram que a utilizacdo do preparado de
anticorpos policlonais contra S. bovis e F. necrophorum foi eficaz em reduzir a
populacdo destas bactérias ruminais especificas em dietas de alto grao.

Recentemente, Millen et al. (2007) observaram que bovinos jovens em
confinamento, alimentados com dieta de alto concentrado e que recebiam um
preparado de anticorpos policlonais (PAP) contra S. bovis, F. necrophorum e
varias cepas de bactérias proteoliticas, tiveram desempenho semelhante aos
animais suplementados com monensina em relacdo a ganho de peso médio

diario, consumo de matéria seca e conversao alimentar.
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Com o intuito de aprofundar os conhecimentos acerca de um potencial
aditivo alimentar, o objetivo deste trabalho de pesquisa foi avaliar a adicado do
preparado de anticorpos policlonais no consumo de matéria seca e
fermentacdo ruminal de fémeas bovinas fistuladas no rimen e alimentadas

com trés fontes energéticas.

MATERIAL E METODOS

O protocolo de pesquisa descrito a seguir (n°© 14/2006-CEEA) foi
aprovado pela Camara de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia FMVZ-UNESP, Campus de Botucatu. Este
estudo foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo (USP), Campus de Pirassununga — Sado Paulo.
Foram utilizadas 9 fémeas bovinas mesticas holandés X zebu, ndo gestantes e
nao lactantes, com peso vivo médio de 690 + 44 kg e portadoras de canula
ruminal com 10 cm de didmetro e 7,5 cm de espessura. Os animais foram
mantidos em galpdo coberto, em baias individuais com cochos de cimento e
bebedouros autométicos comuns a cada dois animais. O estabulo possuia
ventiladores suspensos no teto que eram ligados nas horas mais quentes do
dia, para amenizar os efeitos da temperatura ambiente.

Os alimentos foram oferecidos duas vezes ao dia, as 8 e 16 h, na forma
de racdo completa, ad libitum. As dietas possuiam relagcao
volumoso:concentrado de 30:70, nas quais a fonte de volumoso empregada foi
a cana-de-acUcar fresca e picada com tamanho tedrico médio de particula de
1,8 cm, sendo este determinado pela Penn State Particle Size Separator,
conforme metodologia proposta por Lammers et al. (1996).

O delineamento experimental foi o quadrado latino 3 X 3 replicado 3
vezes com arranjo fatorial de tratamentos 3 X 3 referente a 2 modificadores
ruminais representados pela monensina sédica (MON) ou preparado de

anticorpos policlonais (PAP) e o grupo controle (CON) e 3 fontes energéticas

43



suplementadas na dieta, representadas pelo milho seco moido (MSM), silagem

de grao umido de milho (SGUM) e polpa citrica (PC), conforme Figura 1.

Figura 1 Esquema do delineamento experimental em quadrado latino 3 X 3
triplicado, com arranjo fatorial de tratamentos 3 X 3

FONTES DE ENERGIA

MILHO MILHO POLPA

SECO UMIDO CITRICA

ANIMAL 1 2 3 4 5 6 7 8 9
PERIODO | C M P C M P C M P
PERIODO II M P C M P C M P C
PERIODO 111 P C M P C M P C M

Modificadores: C: controle, M: monensina, P: PAP.

As proporgdes dos diversos ingredientes nas dietas e a composicéo
bromatoldégica das mesmas estéo descritas na Tabela 1. O teor de carboidratos
nao-fibrosos foi estimado pela formula CNF% = 100% - (PB% + FDN% + EE%
+ cinzas%), segundo Hall (2001). O teor de proteina degradavel e nao-
degradavel no rumen (% PB), fibora em detergente neutro efetiva (% FDN),
nutrientes digestiveis totais (NDT), energia metabolizavel, energia liquida de
manutencao e lactacdo (Mcal/kg MS) foram estimados pelo programa Cornell
Net Carbohydrate and Protein System CNCPS versdo 5.0.40 (Fox et al., 1992).
As dietas foram formuladas para serem isonitrogenadas, segundo o NRC
(1996), e avaliadas no programa CNCPS versdo 5.0.40 nivel 2 (simulacgédo
ruminal) (Fox et al., 1992).

As andlises bromatoldgicas de matéria seca (MS), matéria mineral (MM),
proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), energia bruta (EB), calcio e fésforo
foram realizadas segundo AOAC (1990) e as de fibra em detergente neutro
(FDN), fibra em detergente acido (FDA) e pectina, conforme Van Soest et al.
(1991). Para a analise de FDN foi omitido o sulfito de sédio, mas adicionada a

o-amilase e uréia. A concentracdo de amido foi avaliada segundo Pereira e
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Rossi Jr. (1995), fazendo prévia extracdo dos carboidratos segundo Hendrix

(1993).

Tabela 1 Composicdo bromatolégica dos ingredientes das dietas experimentais,

com base na matéria seca

Ingredientes MS MM PB FDN FDA EE AMI PEC Ca P
Cana-de- 95,7 1,58 2,3 51,9 334 0,81 4,04 0,32 0,18 0,03
acgucar fresca

picada

Milho seco e 93,9 0,97 90 12,8 5,85 3,86 72,0 0,41 0,06 0,27
moido

Silagem de 95,3 1,00 8,9 10,4 4,37 4,38 65,5 0,32 0,02 0,27
gréo umido de

milho

Polpa citrica 9,0 6,87 6,0 27,6 18,8 2,53 4,60 21,0 2,20 0,09
Farelo de soja 96,1 6,26 46,6 15,1 22,1 0,79 2,46 1,32 0,35 0,61
Concentrado1 88,9 3,23 15,7 13,3 8,98 3,72 69,1 0,33 0,56 0,36
(Dieta MSM)

Concentrado2 89,3 8,54 26,3 10,6 8,35 3,18 57,6 0,41 2,30 0,55
(Dieta SGUM)

Concentrado3 89,0 6,93 36,6 11,0 9,32 2,86 45,5 0,70 1,16 1,03

(Dieta PC)

Dietas: MSM: milho seco, SGUM: milho umido, PC: polpa citrica.
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Tabela 2 Proporcfes de ingredientes e composicdo bromatolégica das dietas
experimentais, com base na matéria seca

Dietas experimentais

Milho Milho Polpa

seco Umido citrica
Ingredientes (%6) (MSM) (SGUM) (PO)
Cana-de-acucar fresca picada 30,4 30,2 30,4
Milho seco e moido 64,2 15,7 11,2
Silagem de grdao umido de milho - 48,1 -
Polpa citrica - - 50,0
Farelo de soja 3,10 3,73 6,73
Uréia 0,74 0,65 0,65
Suplemento mineral e vitaminico?! 0,74 0,75 0,56
Calcario calcitico 0,83 0,84 -
Fosfato bicélcico - - 0,47
Composicao quimica
Matéria seca (%) 59,0 53,5 61,1
Matéria mineral (% MS) 2,77 2,91 5,39
Proteina bruta (% MS) 11,7 10,8 10,8
Proteina degradavel no raimen (% PB)2 73,0 73,0 71,0
Proteina ndo-degradavel no rimen (% PB) ? 27,0 27,0 29,0
Extrato etéreo (% MS) 2,84 3,00 2,09
Fibra em detergente neutro (% MS) 24,9 23,2 31,4
Fibra em detergente neutro efetiva (% FDN) 2 12,0 13,0 14,0
Fibra em detergente acido (% MS) 16,3 14,3 21,3
Carboidratos nao fibrosos (% MS) 57,6 60,1 50,3
Amido (% MS) 49,8 46,7 12,2
Pectina (% MS) 0,33 0,34 11,2
NDT (% MS) 2 78,0 79,0 73,0
Energia bruta (Mcal/kg MS) 4,30 4,23 4,03
Energia metabolizavel (Mcal/kg MS) ? 2,84 2,85 2,64
Eiqg manutencgéo (Mcal/kg MS) 2 1,90 1,91 1,72
Eiq lactacdo (Mcal/kg MS) ? 1,83 1,84 1,70
Calcio (% MS) 0,49 0,57 1,41
Fosforo (% MS) 0,30 0,26 0,25

1 Mistura mineral e vitaminica em cada Kg: 230 g de calcio, 90 g de fésforo, 15 g de enxofre, 20
g de magnésio, 48 g de sodio, 100 mg de cobalto, 700 mg de cobre, 2.000 mg de ferro, 80 mg
de iodo, 1.250 mg de manganés, 20 mg de selénio, 2.700 mg de zinco e 900 mg de fldor
(maximo), 200.000 Ul de vitamina A, 60.000 Ul de vitamina D3, 60 Ul de vitamina E.

2Valores estimados pelo programa CNCPS vers&o 5.0.40 nivel 2.

A silagem de grao umido de milho foi confeccionada no Setor de Bovinos
Superprecoces da FMVZ-UNESP (Campus Lageado). O milho foi colhido na fase

de maturacao fisioldgica, caracterizada pela ocorréncia da camada preta na
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base do grdo, com teor de umidade médio de 30%. Os graos foram triturados
e armazenados em silos do tipo trincheira por 90 dias. Ap6s abertura dos silos,
a silagem foi novamente ensilada em tambores plasticos de 200 L e
transportada até a FMVZ-USP (Campus de Pirassununga). A polpa citrica
utilizada possuia pellets de 1,5 cm de comprimento em média, e 1 cm de
didmetro. O tamanho de particula médio dos alimentos utilizados no
experimento foi 0,70 mm para o grado de milho seco e moido, 2,26 mm para a
silagem de grdo umido de milho, 0,74 mm para racdo concentrada da dieta
milho seco, 0,72 mm para ragdo concentrada da dieta milho imido e 0,83 mm
para dieta polpa citrica. O tamanho de particula médio foi determinado por
granulometria de vibracdo (Marconi®), com peneiras de diametro de furo
variando de 0,25 a 2,36 mm (Bertel®). Apos a vibracdo das amostras por 15
min, as peneiras foram pesadas e o tamanho de particula médio determinado.

A adicdo dos modificadores foi realizada duas vezes ao dia através da
fistula ruminal, antes de cada refeicdo. A monensina foi administrada na dose
300 mg/animal/dia, o que corresponde a 3 g/animal/dia do produto comercial
Rumensin - Elanco®. Ja o preparado de anticorpos policlonais (CAMAS Inc®) foi
administrado na dose de 10 mL/animal/dia.

O PAP de origem aviaria utilizado foi preparado para agir contra as
bactérias ruminais especificas S. bovis, F. necrophorum e cepas de bactérias
proteoliticas Clostridium aminophilum, Peptostreptococcus anacrobius e
Clostridium sticklandii.

Como o preparado de anticorpos policlonais é fabricado sob patente e
possui direitos particulares de producdo, apenas alguns passos deste processo
foram descritos a seguir. Imunégenos foram extraidos de culturas bacterianas
modelo, cultivadas sob condi¢cbes especiais para expressar os antigenos de
superficie que o organismo utiliza para aderir as células. Além dos organismos
modelos, foram utilizadas bactérias especificas coletadas diretamente do
rimen de animais saudaveis. Os antigenos foram entdo purificados da cultura
e imundégenos isolados foram produzidos para administracdo em galinhas

poedeiras sem adjuvante. Mais de 600 galinhas foram imunizadas para cada
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imundégeno. Seus ovos foram analisados semanalmente por teste de ELISA
especifico para monitorar a ligacdo dos anticorpos. Aproximadamente 200
galinhas imunizadas foram selecionadas aleatoriamente para a coleta de ovos.
Os ovos foram coletados por trés dias e o PAP produzido a partir da mistura
destas coletas. No produto, aproximadamente 26% dos anticorpos agiam
contra S. bovis, 12% contra F. necrophorum e 48% contras as bactérias
proteoliticas Clostridium aminophilum, Peptostreptococcus anacrobius e
Clostridium sticklandii. O restante dos anticorpos (14%) agiam contra E.coli
0157:H7, Eimeria e Salmonella. Os preparados continham imunoglobulina Y,
imunoglobulina M e imunoglobulina A.

O PAP contava ainda, em sua composi¢cdo, uma mistura de proteina de
ovo pasteurizada, melaco, 6leo de soja e solucdo tampéao salina fosfato (PBS)
com pH 7,4. Devido ao fato de que os ovos normalmente consumidos possuem
anticorpos contra diversas bactérias, ovos comercialmente a venda foram
testados para anticorpos contra os microorganismos especificos utilizando os
mesmos protocolos para avaliacdo dos PAPs. Embora houvesse pequenas
quantidades de anticorpos nestes ovos contra bactérias especificas, como
Streptococcus spp. ou Escherichia coli, eles ndo se ligaram aos
microorganismos especificos. Ainda, os titulos por ELISA ndo indicaram ligacao
aos fatores de adesdo especificos, ou seja, houve falta de atividade dos
anticorpos presentes nos ovos destinados ao consumo. O produto era
apresentado na forma liquida, sendo mantido durante todo seu periodo de
utilizacao sob refrigeracdo (4,4 - 10 ©C).

Cada subperiodo experimental foi constituido de 21 dias. Para avaliagao
do consumo de matéria seca, as dietas fornecidas e as sobras foram coletadas
e pesadas entre o0 17° e 21° de cada periodo.

As amostras de liquido ruminal foram colhidas via fistula, por intermédio
de uma bomba de vacuo, as 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 h apés a refeicdo matinal do
21°d. Em cada horario, foram coletados aproximadamente 500 mL de conteudo
ruminal, em diferentes pontos do rumen. A amostra referente a 0O h foi

realizada logo antes da alimentacdo das 8:00 h. Imediatamente apds a coleta,
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100 mL de fluido ruminal foram usados para a determinacdo do pH em
potenciométrico digital portatil (HANNA instruments HI8424), calibrado com
solucdes tampao de pH 4,0 e 7,0.

Logo em seguida, as amostras foram preparadas para a posterior
determinacdo da concentracdo total e proporcdo molar dos acidos graxos de
cadeia curta e nitrogénio amoniacal (N-NH3z). As andlises laboratoriais foram
processadas no Laboratério de Nutricdio Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (VNP/FMVZ/USP).

Para a determinacdo dos &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), uma
fracdo de aproximadamente 100 mL de conteddo ruminal foi centrifugada a
3500 rpm por 15 minutos; 2 mL do sobrenadante foi colocado em tubo de
ensaio arrolhado, sendo acondicionado com 0,4 mL de &cido férmico e mantido
em congelador (-20 °C) até o momento da analise, realizada através de
cromatografia gasosa, segundo método descrito por Erwin et al. (1961). Para
esta avaliacdo foi utilizado um cromatografo a gas (Finnigan®, modelo 9001)
equipado com coluna Megabore da Ohio Valley, modelo OV-351 de 1 Micron,
possuindo 30 m de comprimento e 0,53 mm de didmetro. O numero de
leituras por amostra foi aquele necessario para que a diferenca entre leituras
fosse inferior a 5 %.

Para determinacéo da concentracdo de nitrogénio amoniacal, fracdes de
2 mL de liguido ruminal foram colocadas em tubos de ensaio contendo 1 mL de
solucao de acido sulfurico 1N e armazenadas sob refrigeracdo até a realizacédo
das analises por colorimetria, segundo método descrito por Kulasek (1972) e
adaptado por Foldager (1977).

A concentracdo de 4acido latico total foi mensurada pela técnica
colorimétrica, segundo Pryce (1969).

Os dados do tempo em que o pH ruminal permaneceu abaixo de 6,0
foram obtidos no grafico do pH ruminal em funcdo do tempo. O calculo foi
realizado pela subtracdo do segundo tempo (minutos) que o pH ruminal estava
abaixo de 6,0 pelo primeiro tempo (minutos) em que o pH estava acima de
6,0.
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Os dados foram analisados pelo programa Statistical Analysis System
(SAS Institute Inc., 1989). Os dados de consumo e do tempo em que o pH
ruminal permaneceu abaixo de 6,0 foram submetidos a analise de variancia,
que separou como causas de variacdo efeito de modificador, efeito de fonte
energética e efeito de interacdo entre modificador e fonte energética, bem
como efeito de periodo, efeito de animal dentro de quadrado e efeito de
quadrado. Os efeitos dos fatores principais (efeito de modificador e efeito de
fonte energética) foram separados através do teste de Duncan. Para as
variaveis pH, concentracdo total e proporcdo molar dos AGCC, lactato total e
nitrogénio amoniacal foi adicionado ao modelo, o fator medidas repetidas no
tempo, referente as diferentes horas de amostragem, analisadas pelo PROC
MIXED do SAS. A analise por tempo somente foi realizada quando as
interacdes entre efeito de tempo e efeito de tratamentos foram significativas

(Tabela 2). Adotou-se o nivel de significAncia de 5%.

Tabela 3 Esquema da andlise de variancia para delineamento em quadrado
latino triplicado, adicionado do fator de medidas repetidas no tempo,
com arranjo fatorial de tratamentos

Causas de variacao Graus de Liberdade
Tratamentos 8
Modificador (M) [2]
Fonte de energia (E) [2]
Interacdo M X E [4]
Periodo 2
Animal dentro de quadrado 6
Residuo A 10
Parcelas 26
Tempo 6
Tempo X Tratamento 48
Tempo X Periodo 12
Tempo X Animal dentro de quadrado 36
Tempo X Quadrado 12
Residuo B 48
Sub-parcelas 188
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de consumo de matéria seca (CMS), consumo de matéria
seca em relacdo ao peso vivo (CPV) e consumo de matéria seca em relacao
ao peso metabdlico (CPM) estao apresentados na Tabela 3.

De forma geral, o consumo de matéria seca, que em média foi de
1,29% do peso vivo, independentemente do tratamento, apresentou-se um
pouco abaixo do esperado para esta categoria animal. Isto pode ter ocorrido
em funcdo da alta densidade energética da dieta. Segundo a teoria
quimiostatica (NRC, 1989), um aumento da concentracdo sanguinea de
metabdlicos oriundos da dieta estimularia receptores quimicos que ativariam
0 centro da saciedade, determinando a diminuicdo da ingestao de alimentos.
Outro fator que pode ter contribuido para o baixo consumo de matéria seca é
relacionado com a qualidade da fibra da cana-de-aguUcar. Esta por possuir
fibra de baixa qualidade, indisponivel a degradacdo ruminal, resulta em efeito
de replecdo ruminal (Detmann et al., 2003). Um ultimo fator que pode ter
contribuido para o baixo consumo de matéria seca diz respeito a alta condicao
corporal dos animais ao inicio do experimento.

Como a quantidade de volumoso na dieta total é baixa, os valores de
consumo de matéria seca observados estdo relacionados, provavelmente,
com a alta densidade energética da dieta e condicdo corporal dos animais.

Foi observada interacdo entre modificador ruminal e fonte energética
para o consumo de matéria seca. No grupo controle, o CMS foi mais elevado
no grupo SGUM quando comparado a PC, sem diferen¢ca entre os dois grupos
para MSM. Em relacdo ao consumo de matéria seca em funcdo do peso vivo
(CPV) e peso metabdlico (CPM) nao foi observada interacdo entre modificador
ruminal e fonte energética. Nao foi observado efeito de modificador ruminal
para o consumo de matéria seca, consumo de matéria seca em funcdo do
peso vivo e peso metabdlico. Porém, foi observado efeito de fonte energética,
sendo o consumo de matéria seca e consumo de matéria seca em funcdo do

peso metabdlico mais elevados no grupo SGUM em relacdo ao MSM e PC, que
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por sua vez, nao diferiram entre si. O consumo de matéria seca em funcédo do
peso vivo foi mais elevado no grupo SGUM quando comparado a PC. O grupo

MSM obteve valores intermediarios, sem diferir do grupo SGUM e PC.
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No presente ensaio experimental, a utilizacdo de monensina néo
influenciou o consumo alimentar. Resultados semelhantes foram obtidos por
Zinn et al. (1994) e Oliveira et al. (2005b), que ndo observaram diferencas
significativas no consumo alimentar, independentemente do nivel de
monensina.

Nao foi observado efeito da adicdo do PAP no consumo de matéria
seca. Millen et al. (2007) observaram consumo de matéria seca similar a
monensina quando bovinos jovens em confinamento foram suplementados
com PAP. Porém, em relacdo ao consumo em funcdo do peso vivo, estes
autores observaram que esta variavel foi mais elevada no grupo PAP.

Quanto ao efeito de fonte energética, os animais alimentados com
silagem de grao umido de milho tiveram consumo de matéria seca e consumo
de matéria seca em funcdo do peso metabdlico mais elevado, em relacdo aos
alimentados a base de milho seco moido e polpa citrica.

Henrique et al. (2007) trabalharam com tourinhos em terminacéo e
constataram consumo de matéria seca similar entre os animais alimentados
com gréao de milho seco ou Umido. Porém, o grdo umido de milho foi superior
quanto a eficiéncia alimentar. Ja Luz e Silva et al. (2007) observaram que o
tipo de grao de milho (seco ou umido), em dietas para novilhos Nelore em
confinamento, néo influenciou o ganho médio diario, porém a ingestdo de
matéria seca em quilos e em % do peso vivo foi inferior no grupo alimentado
com milho imido. Resultados semelhantes foram observados por Ladely et al.
(1995), onde novilhos e novilhas em terminacédo, alimentados com dietas a
base de grdo umido de milho, tiveram reducédo na ingestao de matéria seca
sem alteracdo no ganho de peso diario, melhorando assim a eficiéncia
alimentar dos animais. Cooper et al. (2002) observaram consumo de matéria
seca mais elevado nos animais alimentados com dietas a base de silagem de
gréo umido de milho, quando comparado ao milho seco ou floculado.

A palatabilidade e boa aceitacdo deste ingrediente pelos animais pode

ter contribuido para o aumento observado. Como o objetivo do estudo nao foi
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avaliar o desempenho dos animais em relacédo a diferentes fontes energéticas
na dieta, ndo ha dados neste sentido para comparacao.

Os valores de pH ruminal estdo demonstrados na Tabela 3. Foi
observada interacao entre tratamento e tempo para esta variavel. Dentro dos
tempos, ndo se observou interacdo entre modificador e fonte energética.
Desta forma, os dados estdo apresentados em funcao dos efeitos principais
(Figura 2a e b).

As 4 h, os pHs dos grupos MON (5,99) e PAP (5,95) foram mais
elevados quando comparados ao CON (5,62). As 6 h, o pH no grupo MON
(6,09) foi mais elevado em relagdo ao CON (5,82), sem diferenca entre estes
dois grupos para PAP (6,03).

O pH ruminal esti estreitamente relacionado com a dieta, podendo
variar de 4,5 a 7,0 dependendo da mesma. Altos niveis de alimentos
prontamente fermentesciveis promovem aumento na taxa de fermentacao,
podendo diminuir o pH, o que favorece o desenvolvimento de bactérias
produtoras de &cido latico. O acumulo de acido latico contribui ainda mais
para a queda de pH, fator determinante na ocorréncia de disturbios
metabdlicos, como a acidose ruminal (Hungate, 1966). E esperado que esta
queda de pH atinja seu apice entre 3-4 h apdés a alimentacdo, periodo
correspondente ao pico de fermentacado da ultima refeicdo. Esta observacédo
foi constatada neste experimento, onde os menores valores de pH foram
observados as 4 h apés a alimentacao.

No presente experimento, a monensina foi eficaz em manter o pH
ruminal no pico de fermentacdo, apds a alimentacdo. Experimentos in vitro
(Schelling, 1984) e in vivo (Nagaraja et al. 1982) demonstraram que a
monensina foi eficaz em manter ou restaurar o pH nos periodos criticos apo6s
a alimentacdo. Com o aumento dos niveis de monensina (0; 0,4; 0,8 e 1,2
mg/Kg de PV) foi observado aumento linear no pH ruminal de bezerros que
recebiam racdo peletizada (Salles e Lucci, 2000). Oliveira et al. (2005a)
observaram que, em bovinos alimentados com dietas com baixo ou alto

teores de proteina, a suplementacdo com monensina elevou o pH ruminal.
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Ja Shell et al. (1983), trabalhando com novilhos que recebiam dietas de
alto concentrado, observaram que a monensina nao foi efetiva na elevacéo
dos valores de pH. Nao foi constatada alteracdo de pH em dietas de alta
proporcdo de forragem, onde a monensina foi administrada para vacas em
lactacdo (Haimoud et al., 1995), vacas secas (Haimoud et al., 1996), novilhas
(Oliveira et al., 2005b), ovinos (Garcia et al., 2000), bem como em cordeiros
alimentados com duas diferentes fontes protéicas (Poos et al., 1979).

O preparado de anticorpos policlonais foi eficaz em manter o pH
durante o pico da fermentacao apds a alimentacéao.

No ensaio realizado por DiLorenzo et al. (2006), onde novilhos
receberam PAP contra S. bovis (PAPSb) em dieta de alto concentrado, o pH
ruminal as 5,5 h ap6s a alimentacédo foi mais elevado no grupo PAP (6,08)
quando comparado ao controle (5,67). Além disso, a contagem de S. bovis foi
menor no grupo suplementado com PAPSb. Blanch et al. (2006) observaram
que o pH ruminal de novilhas que recebiam PAPSb foi maior quando
comparado ao grupo controle nos dias 16 (6,70 vs. 6,11), 18 (6,54 vs. 5,95)
e 19 (7,26 vs. 6,59) do periodo experimental. DiLorenzo et al. (2007)
observaram que um PAP contra bactérias proteoliticas, amiloliticas e Gram
negativas foi eficaz em modular o pH em vacas leiteiras em inicio de lactacgao.
O pH médio diario (6,07 vs. 5,75) e o pH maximo diario (6,82 vs. 6,36) foram
mais elevados nos animais suplementados com PAP quando comparados ao
controle. Quando realizaram um ensaio in vitro com fluido ruminal de vacas
leiteiras em inicio de lactacdo suplementadas com o mesmo PAP, foram
observados maiores valores de pH ruminal as 4,5 h (6,04 vs. 5,85) e 6 h
(5,20 vs. 5,08) neste grupo, quando comparado ao controle. Quando vacas
em lactacdo foram alimentadas com PAP contra bactérias proteoliticas
ruminais, ndo foi observada diferenca no pH, quando comparado aos animais
controle (Dahlen et al., 2003).

Em relacao as fontes energéticas, as 4 h, o pH foi menor no grupo MSM
(5,70) e SGUM (5,72) em relacdo a PC (6,10). As 6 h, o pH do grupo MSM
(5,83) foi menor que o PC (6,14). O grupo SGUM (5,94) nao diferiu dos
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outros dois. As 8 h, o pH do grupo MSM (5,93) foi menor que o grupo SGUM
(6,17) e PC (6,21), que por sua vez, ndo diferiram entre si. As 0, 10 e 12 h o
pH do grupo SGUM foi maior, quando comparado ao MSM e PC (Figura 2b).

De forma geral, como visualizado na Figura 2b, as curvas de pH dos
grupos alimentados com MSM e SGUM comportaram-se de forma semelhante,
nos tempos apos a alimentacdo. Os menores valores de pH foram observados
ao redor das 4 h apés a alimentacdo e retornaram para valores préoximos a
normalidade por volta das 8 h. No grupo SGUM o pH caiu mais bruscamente,
mas recuperou-se mais rapidamente que o grupo MSM. Ja no grupo PC, o pH
se manteve estavel ao longo de todos os tempos de mensuracéao.

Horton et al. (1980) observaram que o pH ruminal de ovinos e bovinos
decresceu linearmente com aumentos na propor¢do de cevada na dieta (O;
30; 50 e 70%MS). Mendoza et al. (1999) também observaram diminuicao
linear do pH com quantidades crescentes de grado umido de milho na dieta de
ovinos. Provavelmente, este fato foi observado devido a rapida taxa de
degradacao ruminal dos alimentos utilizados nestes experimentos.

Ja Schaibly e Wing (1974) observaram que a substituicdo da silagem
de milho por proporc¢des crescentes de polpa citrica, na dieta de novilhos, ndo
provocou alteracdo no pH ruminal. Por outro lado, o pH foi mais elevado em
dietas a base de pectina em comparacdo a dietas a base de amido (Ben-
Ghedalia et al., 1989).

Os valores de pH descritos neste experimento ao longo dos tempos de
mensuracao, para as diferentes fontes energéticas utilizadas, estao de acordo
com a taxa e velocidade de degradacéo destes alimentos. A silagem de gréo
umido de milho é um alimento de alta e rapida degradacao ruminal (Galyean
et al. 1976), com elevada disponibilidade de amido pela prévia fermentacéao
do alimento no silo (Simas, 1997). Além disso, a colheita do milho para
ensilagem com alto teor de umidade pode ter efeito benéfico sobre a
digestibilidade ruminal do amido. Isto devido & redugdo da influéncia da
matriz protéica do endosperma sobre a hidrdlise do amido, ja4 que, nesta

época, ainda ndo estdo completamente formadas (Hale, 1973). Ja o grdo seco
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de milho moido é uma fonte de alta degradacdo ruminal, porém de
degradacdo mais lenta que o milho Uumido pela menor disponibilidade do
amido, uma vez que este alimento passa apenas pelo processamento fisico da
moagem. Por sua vez, a polpa citrica € um alimento cuja maior parte dos
carboidratos totais de sua composicdo se originam da fracdo soluvel em
detergente neutro representada principalmente pela pectina, como também,
a-glucanas, frutose, arabinose e galactose (Miron et al., 2001). A pectina
representa em torno de 25% da MS da polpa citrica e é constituida por acido
galacturdnico, compondo parte da estrutura da parede celular dos vegetais. E
um carboidrato de alta (90-100%) e rapida degradac¢ao ruminal, pois ndo esta
ligada a porcao lignificada da parede celular (Van Soest, 1994). Contudo,
alguns dos microorganismos responsaveis por sua degradacao e fermentacao,
como Ruminococci e Bacteroides ruminicola, ndo produzem lactato (Strobel e
Russell, 1986), mantendo os valores de pH préximos a normalidade. Ainda,
vale lembrar que tanto a dieta a base de silagem de grdo umido de milho
como a base de polpa citrica possuiam uma fracdo de milho seco moido em
sua composicdo. Fontes de carboidratos de diferentes velocidades de
degradabilidade ruminal podem ter propiciado um ambiente ruminal mais
estavel, evitando uma queda de pH acentuada no pico de fermentacao,

conforme citado por Bock et al. (1991).
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Figura 2 Valores de pH ruminal obtidos com os tratamentos compostos por
modificadores ruminais (CON — controle, MON — monensina e PAP —
preparado de anticorpos policlonais) (a.) e fontes energéticas (MSM
— milho seco moido, SGUM — silagem de grdo umido de milho e PC —
polpa citrica) (b.)

A falta de interacdo entre modificador ruminal e fonte energética indica

que os efeitos de monensina ou PAP sdo aditivos a inclusédo da polpa citrica, o
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que pode ser demonstrado na Figura 3. Nela, observa-se que o pH ruminal
dos animais suplementados com milho seco sofre um aumento de 0,26
unidades de pH (4,7%) com a utilizacdo da monensina (5,84), em relacdo ao
grupo controle (5,58). Quando avalia-se os grupos de animais tratados sem
aditivos, observa-se que a adicdo da polpa citrica (5,89) acarreta aumento de
0,31 unidades de pH (5,6%), quando comparado ao grupo suplementado com
milho seco (5,58). Quando se compara o grupo suplementado com polpa
citrica e monensina (6,27) com o grupo milho seco sem monensina (5,58),
observa-se que a diferenca entre esses dois grupos é igual a 0,69 unidades
de pH. Esta diferenca é compativel com os aumentos isolados de pH causados
pela polpa citrica e pela monensina (0,31 + 0,26 = 0,57). O mesmo raciocinio
€ valido para o PAP, indicando que os modificadores PAP e MON apresentaram

efeito aditivo a inclusdo da polpa citrica em elevar o pH ruminal.

O Controle
O Monensina
B PAP

PAP

Monensina

Milho

Controle
seco

Milho
Umido

Polpa
citrica

Figura 3 Valores de pH ruminal as 4 h apds alimentacdo, com a adi¢ao de
modificadores ruminais e fontes energéticas
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Os dados referentes a variavel tempo que o pH permaneceu abaixo de
6,0 encontram-se na Tabela 3. Nao foi observada interacdo entre modificador
ruminal e fonte energética para esta variavel.

Foi observado efeito de modificador ruminal, onde o tempo em que o
pH ruminal permaneceu abaixo de 6,0 foi mais elevado no grupo controle, em
comparacao ao grupo monensina.

Em relacdo as fontes energéticas, esta variavel foi mais elevada no
grupo suplementado com milho seco moido em comparacéo a polpa citrica. O
grupo suplementado com silagem de grdo Umido obteve valores
intermediarios sem diferir dos outros dois grupos.

Os valores da concentracdo total de acidos graxos de cadeia curta
estdo demonstrados na Tabela 3. Foi observada interacdo entre tratamento e
tempo. Porém, dentro dos tempos nao se observou interacdo entre
modificador ruminal e fonte energética. Efeito de modificador foi observado as
2 e 4 h, onde a concentracdo total de AGCC foi menor no grupo MON (102,28
e 108,07 mM), em relacdo ao CON (123,68 e 129,62 mM). Nestes tempos, 0s
valores observados no grupo PAP foram intermediarios (110,61 e 117,90 mM)
sem diferir do CON ou MON (Figura 4a). Em média, no presente experimento,
0 maior valor de concentracao total de AGCC foi observado no grupo controle,
seguido do PAP e monensina.

Outros experimentos demonstraram que a suplementacdo com
monensina nao influenciou a concentracdo total de &cidos graxos de cadeia
curta em vacas lactantes fistuladas no rumen (Eifert et al., 2005). Resultados
semelhantes foram observados em novilhos alimentados com dietas de alto
volumoso (Dinius, 1976; Rogers e Davis, 1982) e também em novilhos que
recebiam dietas de alto concentrado (Muntifering et al., 1980).

Blanch et al. (2006) observaram maior concentracdo total de AGCC
para o grupo PAPSb (147,1 mM), quando comparado ao CON (132,9 mM), 6 h
apo6s a alimentacao de novilhas com dietas de alto concentrado. Ja Dahlen et

al. (2003) nao observaram diferenca na concentracdo total de AGCC em
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vacas lactantes suplementadas com PAP contra bactérias proteoliticas
ruminais.

No presente estudo, foi observado efeito de fonte energética em
praticamente todos os tempos. Exceto as 2 h, a concentracao total de AGCC
foi maior para o grupo PC quando comparado aos grupos MSM e SGUM. As 4
e 6 h, a concentracao foi maior para o grupo PC em comparacdo ao MSM. O
grupo suplementado com SGUM néo diferiu dos outros dois (Figura 4b).

A taxa de absorcdo dos acidos graxos de cadeia curta € influenciada
pela taxa de dissociacdo dos acidos, que por sua vez, é determinada pelo pH
ruminal. Em pH alcalino, a forma dissociada dos acidos é predominante,
diminuindo a taxa de absorcdo. Isto pode explicar porque no grupo PC, onde
os valores de pH ruminal se mantiveram estaveis ao longo do dia, em média
6,20, a concentracao total de AGCC foi superior em relacdo aos demais
(Valadares Filho e Pina, 2006).

Mendoza et al. (1999) nédo verificaram diferenca na concentracao total
de acidos graxos de cadeia curta comparando dietas a base de grao seco de
milho ou grdo umido de milho. Corroborando para estes achados, Rocha Filho
et al. (1999) observaram que, em dietas onde polpa citrica ou milho triturado
substituiram a silagem de milho em diferentes proporc¢des, ndo foi observada
diferenca entre os tratamentos para a concentracdo total de AGCC. Porém,
nos tratamentos onde a polpa citrica estava presente, associada ou nao ao
milho, a quantidade total de AGCC foi numericamente maior. Os autores
citam a possibilidade deste ingrediente ter propiciado ambiente ruminal mais
favoravel a fermentacdo ruminal. No presente estudo, no grupo de animais
onde a PC foi utilizada, o pH esteve proximo a valores de normalidade
durante todos os tempos de amostragem (média 6,20), uma observacao que

favorece esta afirmacéo.
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Figura 4 Valores da concentracdo total de 4cidos graxos de cadeia curta (mM)
com os tratamentos compostos por modificadores ruminais (CON —
controle, MON — monensina e PAP — preparado de anticorpos
policlonais) (a.) e fontes energéticas (MSM — milho seco moido,
SGUM - silagem de grdo umido de milho e PC — polpa citrica) (b.)

Os valores da proporcdo molar de acetato, propionato, butirato e

relacdo acetato:propionato com a utilizacdo de modificadores ruminais e
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fontes energéticas estdo apresentados na Tabela 3. Foi observado efeito de
interacdo entre tratamento e tempo para todas as variaveis, exceto para a
propor¢do molar de propionato.

Para a determinacdo da proporcdo molar de acetato foi observada
interacdo entre modificador ruminal e fonte energética as O hs. Também foi
observada interacdo as 2 hs. Porém, neste ultimo tempo, o teste de médias
utilizado (Duncan) nao detectou diferencas entre os efeitos estudados. Nao foi
observado efeito de modificador em nenhum dos outros tempos de
mensuracao (Figura 5a).

Houve efeito de modificador para os valores médios,
independentemente do tempo de amostragem, para a proporcdo molar de
propionato, onde estes valores foram mais elevados no grupo MON (27,12%)
quando comparados ao PAP (21,21%). O grupo CON apresentou valores
intermediarios (23,85%), sem diferir dos demais.

Para a proporcdo molar de butirato, ndo foi observada interacdo entre
modificador ruminal e fonte energética. Porém, foi observado efeito de
modificador em todos os tempos de coleta. As 0 e 2 h, a propor¢édo molar de
butirato foi mais elevada para o grupo PAP comparado ao grupo MON. Nao
houve diferenca dos dois grupos para o CON. As 4, 8, 10 e 12 h, a proporcao
molar de butirato foi mais elevada para o grupo PAP e CON, que né&o diferiram
entre si, em relacdo a MON. As 6 h, a proporcdo foi mais elevada para o
grupo CON em relacdo a MON, sendo que o grupo PAP nao diferiu dos demais
(Figura 5c¢).

Nado foi observada interacdo entre modificador ruminal e fonte
energética para a relacdo acetato:propionato. Efeito de modificador foi
observado as 6, 8 e 10 h, onde a relagdo acetato:propionato foi mais elevada
no grupo recebendo PAP em relacdo a MON, sem diferenca dos dois grupos
em relagdo ao CON (Figura 5d).

Como demonstrado, os modificadores ruminais PAP e monensina nao
influenciaram a proporcdo molar de acetato, em relacdo ao controle. Com a

utilizacdo do preparado de anticorpos policlonais foi observada diminuicdo da
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proporcdo molar de propionato em relagdo a monensina, mas nado em relacao
ao controle. Conseqientemente, ha um aumento na relagao
acetato:propionato com sua utilizacdo, em comparacdo ao inondéforo. Foi
observada diminuicdo na proporcdo molar de butirato com a utilizacdo da
monensina, em relacdo ao PAP, porém nao em relacdo ao grupo controle.

Um efeito caracteristico da utilizacdo de ion6foros, como a monensina,
é a alteracdo da proporcdo molar dos acidos graxos produzidos durante a
fermentacdo ruminal. De forma geral, ha aumento na proporcao molar de
propionato, com consequente diminuicdo da relacdo acetato:propionato
(Bergen e Bates, 1984; Schelling, 1984). Muntifering et al. (1980), Rogers e
Davis (1982) e Beede et al. (1986), ao trabalharem com novilhos que
recebiam dietas com baixa ou alta proporcdo de volumoso, observaram
diminuicdo na relacdo acetato:propionato, com suplementacao demonensina.

Ramanzin et al. (1997) observaram que a proporcdo molar dos acidos
graxos de cadeia curta foi alterada com a utilizacdo da monensina em
novilhos alimentados com dietas tanto com alta como baixa proporcdo de
forragem, havendo diminuicdo da propor¢cdo molar de acetato e da relacdo
acetato:propionato. Resultados semelhantes foram encontrados por Garcia et
al. (2000) ao trabalharem com ovinos alimentados com alta proporgcédo de
volumoso. Ruiz et al. (2001) e Oliveira et al. (2005b) verificaram que, em
vacas e novilhas leiteiras alimentadas com dietas com alta proporcdo de
volumoso, foi observada diminuicdo da relacdo acetato:propionato com a
suplementacdo com monensina. O aumento da proporcdo molar de
propionato esta relacionado com mudanc¢as na populacdo microbiana, devido
ao mecanismo de acdo do iondéforo, que seleciona as bactérias gram-
negativas. Estas sdo as principais produtoras de succinato, que é o precursor
do propionato (Russell e Wallace, 1997).

Por outro lado, Haimoud et al. (1995) e Haimoud et al. (1996)
observaram que, em vacas leiteiras lactantes ou secas, a utilizacdo de
monensina em dietas com alto nivel de forragem, nao alterou a relacédo

acetato:propionato. Resultados semelhantes foram constatados neste
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experimento, onde a monensina elevou a propor¢cdo molar de propionato em
relacdo ao grupo PAP, porém, ndo em comparacdo ao grupo controle.

Em relacdo ao preparado de anticorpos policlonais, Blanch et al. (2006)
observaram aumento da propor¢ao molar de acetato 6 h apds a alimentacéao
de novilhas com dietas de alto concentrado, com utilizacdo de PAP contra S.
bovis, em relacdo ao grupo controle. Ja no presente estudo, o PAP nédo alterou
a proporcao molar dos acidos graxos de cadeia curta em relacdo ao grupo
controle. E possivel que, a retirada de microorganismos especificos do
ambiente ruminal com a administracdo do PAP néo interfira marcantemente
nos processos fermentativos, a ponto de alterar a proporgdo molar dos AGCC.
DiLorenzo et al. (2006) observaram que, em dietas onde o preparado de
anticorpos policlonais contra S. bovis (PAPSb) ou F. necrophorum (PAPFn) foi
utilizado, houve reducdo nas concentracbes ruminais dos microorganismos
especificos para os quais o produto foi desenvolvido. A concentracdo de F.
necrophorum nao foi alterada pelo uso de PAP contra S. bovis e a
concentracao de S. bovis nao foi alterada pela utilizacdo de um PAP contra F.
necrophorum, comprovando a especificidade do produto. Sugerem-se novos
estudos com intuito de caracterizar e quantificar a microbiota ruminal, além
de estimar a atividade metabdlica sob utilizacdo do preparado de anticorpos
policlonais, a fim de, melhor compreender seu efeito nos processos de

fermentacdo ruminal.
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Para a proporcdo molar do acetato foi observada interacdo entre
modificador ruminal e fonte energética as 0 hs. Neste tempo, dentro do grupo
controle, a propor¢cdo molar de acetato foi mais elevada no grupo
suplementado com PC (71,74%), em relacdo ao MSM (58,35%). Nao foi
observada diferenca entre estes dois grupos para SGUM (65,73%). Neste
mesmo tempo, no grupo onde a monensina foi administrada, a proporcao
molar de acetato foi mais elevada no grupo suplementado com PC (71,47%),
quando comparado ao SGUM (58,51%). O grupo suplementado com MSM
obteve valores intermediarios (65,18%), sem diferir dos demais. No grupo
suplementado com PAP, a proporcdo molar de acetato foi mais elevada no
grupo que recebia PC (71,95%), em relacdo ao MSM (62,74%) e SGUM
(62,67%), que por sua vez, nao diferiram entre si. Interacdo entre
modificador ruminal e fonte energética também foi observada as 2 hs. Porém
0 teste de médias utilizado (Duncan) ndo detectou diferenca entre os efeitos
estudados. Foi observado efeito de fonte energética, em todos os tempos de
coleta, para a proporcdo molar de acetato, onde o grupo suplementado com
PC apresentou valores mais elevados em relagcdo ao MSM e SGUM, que por
sua vez, nao diferiram entre si (Figura 6a).

Efeito de fonte energética também foi observado para as médias da
proporcdo molar de propionato, independentemente de tempo de
amostragem. Os valores descritos foram mais elevados no grupo MSM
(27,23%) e SGUM (25,80%), quando comparados a PC (19,22%).

Para a proporcdo molar de butirato, também foi observado efeito de
fonte energética em todos os tempos de amostragem, exceto as O e 10 h. As
2 e 4 h, a proporc¢ao de butirato foi mais elevada no grupo suplementado com
SGUM em relacdo a MSM e PC, que por sua vez, ndo diferiram entre si. As 6 e
8 h, a proporc¢édo de butirato foi mais elevado no grupo SGUM, em relacéo ao
MSM. N&o foi observada diferenca dos dois grupos para a PC. As 12 h, o
grupo suplementado com PC obteve os maiores valores em relacdo ao MSM,

sem diferenca dos dois grupos em relacdo ao SGUM (Figura 6c).
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Foi observado efeito de fonte energética sobre a relagao
acetato:propionato em todos os tempos de coleta. As 0, 2, 6, 8, 10 e 12 h a
relacdo Ac:Pr foi mais elevada no grupo suplementado com PC, em relacdo ao
MSM e SGUM, quer por sua vez, ndo diferiram entre si. As 4 h, a relagédo
Ac:Pr foi mais elevada no grupo suplementado com PC, em relagcdo ao MSM,
sem diferenca dos dois grupos para SGUM (Figura 6d).

Os resultados obtidos no presente experimento, em relacdo a
proporcdo molar dos acidos graxos de cadeia curta, estdo condizentes com o
tipo de substrato disponivel para fermentacdo ruminal em cada dieta. De
forma geral, na dieta a base de PC, a propor¢cdo molar de acetato foi mais
elevada quando comparada as dietas a base de MSM e SGUM. Ja a proporc¢ao
molar de propionato foi mais elevada no grupo MSM e SGUM.
Consequentemente, a maior relacdo acetato:propionato foi observada no
grupo PC. Desta forma, os dados estdo condizentes de se esperar que a
fermentacdo do amido, carboidrato mais abundante nas dietas a base de
milho seco moido e silagem de grao umido, produza principalmente acido
propidnico. Ja nas dietas a base de polpa citrica, espera-se que a fermentacao
da pectina gere principalmente uma maior proporcdo de &cido acético (Van
Soest, 1994).
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Para a concentracdo de lactato total, foi observado efeito de interacéo
entre tratamento e tempo. Além disso, foi observado efeito de interacdo entre
modificador e fonte, as 2 h. Somente no grupo alimentado com silagem de
grao umido de milho, a maior concentracdo de lactato foi observada no grupo
CON (0,91 mM), em relacdo a MON (0,25 mM) e PAP (0,16 mM) (Figura 7).
Nao foi observado efeito de modificador ruminal, nem tampouco efeito da
adicdo de fonte energética.

Os valores da concentracdo de lactato total, observados no presente
ensaio, encontram-se bem abaixo dos descritos na literatura. Provavelmente,
estes valores estédo relacionados ao pH médio (6,15) descritos neste ensaio,
independentemente do tratamento. Em pH 5,6, o lactato é produzido, porém
nao se acumula no meio, porque as bactérias fermentadoras de lactato estéo
ativas e o metabolizam a &cidos graxos de cadeia curta. Em pH préximo ou
abaixo de 5,0, os microorganismos fermentadores de lactato sao inibidos e o
lactato comeca a acumular (Nagaraja e Titgemeyer, 2007). Resultados de
concentracdo de lactato total semelhantes, em média 0,27 mM,
independentemente do tratamento, foram observados por Mendoza et al.
(1998). Semelhantemente ao presente ensaio, o valor médio de pH
observado por Mendoza et al. (1998) foi 6,2, independentemente do
tratamento.

Ja Maruta e Ortolani (2002) observaram concentracdes de lactato total
bem mais elevadas (116 mMol/L), quando comparados a este estudo.
Contudo, o pH mais baixo observado, no experimento dos pesquisadores
acima citados, foi de 4,2 as 14 h apds a alimentacdo. Em modelos de indugao
de acidose revisados por Nagaraja e Titgemeyer (2007), quando o pH estava
em torno de 5,5-5,7, as mensuracdes da concentracao de lactato no liquido
ruminal foram baixas (<5-22 mM). No entanto, quando os modelos utilizados
conseguiram atingir valores de pH entre 4,0-4,8, as concentragfes de lactato

foram bem mais elevadas e variaram entre 58-140 mM.
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Figura 7 Concentracédo de lactato total (mM) com a adicdo de modificadores
ruminais (CON — controle, MON — monensina e PAP — preparado de
anticorpos policlonais) na dieta suplementada com silagem de gréao
Uumido de milho

Nao foram observados efeitos de interacdo entre tratamento e tempo,
interacdo entre modificador ruminal e fonte energética, nem tampouco, efeito
de inclusdo de modificador ou de fonte energética sobre a concentracdo
ruminal de nitrogénio amoniacal (N-NH3).

Corroborando para os achados deste estudo, Ramanzin et al. (1997)
observaram que a suplementacdo com monensina nao influenciou a
concentragdo ruminal de nitrogénio amoniacal em vacas lactantes
alimentadas com dietas de relacdo volumoso:concentrado de 70:30 ou 50:50.
Campbell et al. (1997) ndo observaram diferenca na concentracdo ruminal de
nitrogénio amoniacal em novilhos alimentados com alta propor¢ao de graos,
com ou sem fornecimento de monensina.

Ja Yang e Russell (1993) observaram diminuicdo da concentracdo
ruminal de nitrogénio amoniacal com suplementacdo de monensina.

Resultados semelhantes foram descritos em ovinos (Poos et al., 1979), em
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vacas em lactagcdo (Haimoud et al., 1995; Ruiz et al., 2001) e em vacas secas
(Haimoud et al., 1996).

Em relacdo a utilizacdo do preparado de anticorpos policlonais, Dahlen
et al. (2003) nao observaram efeito na concentracdo ruminal de nitrogénio
amoniacal em vacas lactantes.

A Figura 8 demonstra os valores médios do efeito da suplementacéo
com trés diferentes fontes energéticas sobre a concentracdo de nitrogénio
amoniacal. A concentracdo média de nitrogénio amoniacal ruminal foi de 4,07
mg/dL e o valor minimo observado de 0,55 mg/dL. Este valor médio
observado esta proximo a concentracdo minima (5,0 mg/dL), descrita por
Satter e Slyter (1974), para a producdo maxima de proteina microbiana.
Porém, em bovinos de corte alimentados com dietas de alto concentrado, esta
concentracdo de nitrogénio amoniacal pode estar abaixo da minima
concentracao necessaria para otimizar o crescimento microbiano (Ludden e
Cecava, 1995; Devant et al., 2000). As baixas concentracdes de nitrogénio
amoniacal observadas neste ensaio, provavelmente, estdo relacionadas com a
alta proporcdo de carboidratos prontamente fermentesciveis presente nas
dietas. O acumulo de nitrogénio amoniacal no riamen apresenta relagao
inversa com o nivel de amido na dieta. Acredita-se que o amido como fonte
de energia para os microorganismos facilite a assimilacdo de aménia para seu
crescimento (Annison, 1956).

O pico da concentracdo ocorreu as 2 h apés a alimentacdo, com valor
médio de 12,48 mg/dL, possivelmente observado neste momento, devido a
solubilidade ruminal da uréia, utilizada como uma das fontes protéicas nas
dietas (Santos, 2006). Picos de concentracdo de nitrogénio amoniacal
aproximadamente 2 h apds a refeicdo também foram relatados por Owens e
Zinn (1988) e Porcionato et al. (2004).

Com relacdo as fontes energéticas, Passini et al. (2002) nao
observaram diferenca para a concentracdo de nitrogénio amoniacal, quando

compararam dietas a base de silagem de grdo umido de milho com silagem
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de grdo umido de sorgo ou uma mistura de partes iguais das duas fontes

energéticas.
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Figura 8 Valores da concentracdo ruminal de nitrogénio amoniacal (mg/dL)
com a adicdo de fontes energéticas (MSM — milho seco moido,
SGUM - silagem de grédo umido de milho e PC — polpa citrica)
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CONCLUSOES

Os modificadores ruminais, monensina e preparado de anticorpos
policlonais, ndo alteraram o consumo de matéria seca, as concentracdes de
acidos graxos de cadeia curta totais, lactato total e nitrogénio amoniacal no

contedido ruminal.

O PAP mostrou-se tdo eficaz como a monensina em manter o pH
ruminal de bovinos alimentados com dietas ricas em concentrados, no pico da
fermentacédo, apds a alimentacdo. Porém, ndo se mostrou eficaz em reduzir o
tempo em que o pH ruminal permaneceu abaixo de 6,0, como a monensina. A
utilizacado de polpa citrica na dieta é capaz de manter o pH ruminal no pico da
fermentacdo, apds a alimentacdo. A ado¢do das duas estratégias, inclusdo do
aditivo e da polpa citrica apresenta efeito aditivo. A monensina evita a queda
do pH, com conseqiente mudanca no perfil de fermentacdo (aumento da
proporcdo molar de propionato em relacdo ao PAP), enquanto que o PAP evita
a queda do pH sem melhorar o perfil de acidos graxos de cadeia curta. Ja a
polpa citrica mantém o pH ruminal, porém diminui a propor¢cdo molar de

propionato.

Em relagdo as fontes energéticas, foi observada diminuicdo do pH com
a utilizacdo de milho seco moido e silagem de grdo Uumido de milho nos
periodos de pico da fermentacdo. O pH na dieta a base de polpa citrica se
manteve estavel ao longo de todo o dia.

A proporcao molar de acidos graxos de cadeia curta foi alterada com a
utilizacdo das diferentes fontes energéticas, com maior proporcdo molar de
propionato nas dietas a base de grao seco de milho e grao umido de milho

guando comparada a dieta a base de polpa citrica.
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CAPITULO 4.

EFEITO DO PREPARADO DE ANTICORPOS
POLICLONAIS SOBRE A DIGESTIBILIDADE IN VIVO DE
BOVINOS SUPLEMENTADOS COM TRES FONTES
ENERGETICAS
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Efeito do preparado de anticorpos policlonais sobre a digestibilidade
in vivo de bovinos suplementados com trés fontes energéticas

RESUMO - Nove fémeas bovinas canuladas no rumen foram utilizadas para
avaliar um preparado de anticorpos policlonais (PAP) de origem aviaria contra
as bactérias ruminais Streptococcus bovis, Fusobacterium necrophorum,
Clostridium aminophilum, Peptostreptococcus anacrobius e Clostridium
sticklandii. O delineamento experimental foi o quadrado latino 3 X 3 replicado
3 vezes com arranjo fatorial de tratamentos 3 X 3 referente a 2 modificadores
ruminais representados pela monensina (MON) e PAP mais o grupo controle
(CON) e 3 fontes energéticas representadas pelo milho seco moido (MSM),
silagem de milho grdo umido (SGUM) e polpa citrica (PC). A digestibilidade in
vivo da MS e suas fracdes foram estimadas por intermédio do indicador 6xido
crémico. Cada subperiodo experimental foi constituido de 21 dias, onde o
ensaio de digestibilidade teve duas fases, compreendidas entre os dias 11 e
21, sendo uma fase de adaptacdo ao indicador e outra de coleta de fezes,
com duragdo de cinco dias cada. Nao houve interagcdo entre modificador
ruminal e fonte energética (P>0,05) para nenhum dos coeficientes de
digestibilidade estudados. No grupo PAP, a digestibilidade da FDN, FDA e o
NDT foi menor (P<0,05) em relacdo ao CON, sem diferenca destes dois
grupos para MON. A digestibilidade do ENN e amido foi menor (P<0,05) no
grupo PAP quando comparada aos grupos CON e MON, que por sua vez nao
diferiram entre si. Ambos modificadores ruminais, monensina e PAP, nao
alteraram os coeficientes de digestibilidade da MS, MO, PB, EE, EB e pectina,
independentemente da fonte energética utilizada. Em relacdo as fontes
energéticas, a digestibilidade da FDN, FDA e pectina foi mais elevada
(P<0,05) no grupo suplementado com PC. Para o ENN, a digestibilidade foi
mais elevada (P<0,05) no grupo SGUM e PC. A digestibilidade do amido foi
semelhante (P>0,05) no grupo MSM e SGUM.

Palavras-chaves: aditivo, digestdo, monensina, PAP, ruminante
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Effect of a polyclonal antibody preparation on in vivo digestibility in
cattle supplemented with three energetic sources

ABSTRACT - Nine ruminally cannulated cows were used to test an avian-
derived polyclonal antibody preparation (PAP) against the specific ruminal
bacteria Streptococcus bovis, Fusobacterium necrophorum, Clostridium
aminophilum, Peptostreptococcus anacrobius and Clostridium sticklandii. The
experimental design was a 3 X 3 latin square replicated 3 times with a
factorial arrangement of treatments 3 X 3 regarding 2 rumen modifiers
(monensin (MON) and PAP) plus control group (CON) and 3 energetic sources.
The energetic sources utilized were dry-grounded corn grain (CG), high
moisture corn silage (HMCS) and citrus pulp (CiPu). Total dry matter apparent
digestibility and its fractions were estimated by the external marker chromic
oxide (Cr,03). Each experimental trial had 21 days, where the digestibility
essay was divided in two phases with 5 days each, between day 11 and day
21. One phase was designed for marker adaptation and the other for feces
collection. There was no interaction between ruminal modifier and energetic
source (P>0.05) for any of the digestibility coefficients analyzed. In relation
to PAP, NDF and ADF digestibility and TDN was lower (P<0.05) in this group
compared to CON, without difference of these two groups to MON. Starch and
NFE digestibility was lower (P<0.05) for PAP when compared to CON and
MON. Both modifiers, monensin and PAP, did not alter digestibility coefficients
of DM, OM, CP, EE, GE and pectin, independently from energetic source in
diet. In relation to energetic sources, NDF, ADF and pectin digestibility was
higher (P<0.05) at CiPu group. For NFE, its digestibility was higher (P<0.05)
at HMCG and CiPu group. Starch digestibility was similar (P>0.05) at CG and
HMCG group.

Key words: additive, digestion, monensin, PAP, ruminant
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INTRODUCAO

Desde o final do século XVIII, estudos relatavam que o0s
microorganismos presentes no rimen fermentavam celulose e obtinham como
produtos acidos graxos de cadeia curta, metano e di6éxido de carbono
(Bergman, 1990). Desde entdo, a comunidade cientifica busca entender os
processos metabdlicos que ocorrem no ambiente ruminal, além de procurar
estratégias para a manipulacdo da fermentacdo ruminal com intuito de
melhorar a eficiéncia de utilizacdo das dietas empregadas.

Neste contexto, a descoberta de que o ion6foro monesina,
primeiramente utilizado como coccidiostatico para aves (Russell e Strobel,
1989), possuia caracteristicas vantajosas na manipulacdo da fermentacao
ruminal, como melhora na eficiéncia do metabolismo energético e diminuicao
de disturbios digestivos (Bergen e Bates, 1984), representou um grande
avango na nutricdo de ruminantes.

Porém, ha questbes sanitarias e de seguranca alimentar relacionadas
ao seu uso que vem sendo discutidas mundialmente h& alguns anos. A
Comunidade Européia, através do Regulamento (EC) N° 1831/2003 (EUROPA,
2003), determinou a proibicdo da utilizacdo de antibidticos e coccidiostaticos
como aditivos alimentares para bovinos. Esta medida foi adotada como
prevencdo a possivel relacdo entre o aumento da incidéncia de
microorganismos resistentes aos antibiéticos, observado na medicina
humana, e o uso destas substancias nas ra¢cfes animais. Desta forma, surge a
oportunidade de pesquisa e desenvolvimento de novos aditivos que
desempenhem funcdes semelhantes aos antibidticos e ion6foros e que sejam
seguros a saude humana (Newbold, 2007).

Alguns autores (Hardy, 2002; Berghman e Waghela, 2004) tem citado
a utilizacdo do conceito de imunidade como potencial ferramenta na
manipulacdo da fermentacdo ruminal. Anticorpos de origem aviaria contra
bactérias especificas seriam adicionados a alimentacdo animal, aumentando a

eficiéncia produtiva através da imunidade passiva. No caso dos bovinos, os

87



anticorpos seriam contra 0s microorganismos Streptococcus bovis e
Fusobacterium necrophorum, relacionados com a ocorréncia de acidose e
abscessos hepaticos, respectivamente.

Quando vacas leiteiras em dois estadios de lactacdo foram alimentadas
com PAP contra as bactérias proteoliticas ruminais Clostridium stricklandi,
Clostridium aminophilum e Peptostreptococcus anaerobius, a producao
leiteira, a concentracdo de gordura e proteina no leite, a contagem de células
somaticas e a quantidade de uréia no leite ndo foram alteradas pela utilizacdo
deste aditivo. Ja a concentracao de sélidos no leite foi reduzida. Quanto aos
parametros ruminais, n&do houve interferéncia no pH, concentracdo de
nitrogénio amoniacal ou acidos graxos de cadeia curta (Dahlen et al., 2003).

Di Lorenzo et al. (2006) observaram que a utilizacdo do preparado de
anticorpos policlonais contra S. bovis e F. necrophorum foi eficaz em reduzir a
populacdo destas bactérias ruminais especificas, em dietas de alto grao.

Recentemente, Millen et al. (2007) observaram que bovinos jovens em
confinamento, alimentados com dieta de alto concentrado e um PAP contra S.
bovis, F. necrophorum e varias cepas de bactérias proteoliticas, tiveram
ganho de peso médio diario, consumo de matéria seca e conversao alimentar
similares aos animais suplementados com monensina. Em porcentagem do
peso vivo, a ingestdo de matéria seca foi superior nos animais do grupo PAP.

Os ensaios de digestibilidade sdo uma importante ferramenta de
avaliacdo do aproveitamento de dietas pelo animal. Com relagcdo ao
preparado de anticorpos policlonais, ndo ha dados na literatura a respeito de
seu efeito na digestibilidade in vivo.

Com o intuito de aprofundar os conhecimentos acerca de um potencial
aditivo alimentar, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adicado
do preparado de anticorpos policlonais na digestibilidade in vivo de fémeas

bovinas alimentadas com diferentes fontes energéticas.
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MATERIAL E METODOS

O protocolo de pesquisa descrito a seguir (n°© 14/2006-CEEA) foi
aprovado pela Camara de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia FMVZ-UNESP, Campus de Botucatu. Este
estudo foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo (USP), Campus de Pirassununga — Sao Paulo.
Foram utilizadas 9 fémeas bovinas mesticas holandés X zebu, ndo gestantes e
nao lactantes, com peso vivo médio de 690 + 44 kg e portadoras de canula
ruminal com 10 cm de didmetro e 7,5 cm de espessura. Os animais foram
mantidos em galpao coberto, em baias individuais com cochos de cimento e
bebedouros automaticos comuns a cada dois animais. O estabulo possuia
ventiladores suspensos no teto que eram ligados nas horas mais quentes do
dia, para amenizar os efeitos da temperatura ambiente.

Os alimentos foram oferecidos duas vezes ao dia, as 8 e 16 h, na forma
de racdo completa ad libitum. As dietas possuiam relagao
volumoso:concentrado de 30:70, nas quais a fonte de volumoso empregada
foi a cana-de-acucar fresca e picada com tamanho tedrico médio de particula
de 1,8 cm, sendo este determinado pela Penn State Particle Size Separator,
conforme metodologia proposta por Lammers et al. (1996).

O delineamento experimental foi o quadrado latino 3 X 3 replicado 3
vezes com um arranjo fatorial de tratamentos 3 X 3 referente a 2
modificadores ruminais representados pela monensina sédica (MON) ou
preparado de anticorpos policlonais (PAP) e o grupo controle (CON) e 3 fontes
energéticas suplementadas na dieta, representadas pelo milho seco moido
(MSM), silagem de grdo Umido de milho (SGUM) e polpa citrica (PC),

conforme Figura 1.

89



Figura 1 Esquema do delineamento experimental em quadrado latino 3 X 3
triplicado, com arranjo fatorial de tratamentos 3 X 3

FONTES DE ENERGIA

MILHO MILHO POLPA

SECO UMIDO CITRICA

ANIMAL 1 2 3 4 5 6 7 8 9
PERIODO | C M P C M P C M P
PERIODO 11 M P C M P C M P C
PERIODO 111 P C M P C M P C M

Modificadores: C: controle, M: monensina, P: PAP.

As proporcdes dos diversos ingredientes nas dietas e a composicao
bromatolégica das mesmas estdo descritas na Tabela 1. O teor de
carboidratos néo-fibrosos foi estimado pela férmula CNF% = 100% - (PB% +
FDN% + EE% + cinzas%), segundo Hall (2001). O teor de proteina
degradavel e nao-degradavel no rumen (% PB), fibra em detergente neutro
efetiva (% FDN), nutrientes digestiveis totais (NDT), energia metabolizavel,
energia liquida de manutencéao e lactacdo (Mcal/Kg MS) foram estimados pelo
programa Cornell Net Carbohydrate and Protein System CNCPS verséao 5.0.40
(Fox et al., 1992). As dietas foram formuladas para serem isonitrogenadas,
segundo o NRC (1996), e avaliadas no programa CNCPS versdo 5.0.40 (Fox
et al., 1992).

As andlises bromatolégicas de matéria seca (MS), matéria mineral
(MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), energia bruta (EB), célcio e
fésforo foram realizadas segundo AOAC (1990) e as de fibra em detergente
neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e pectina (PEC), conforme Van
Soest et al. (1991). Para a andlise de FDN foi omitido o sulfito de sédio, mas
adicionada a a-amilase e uréia. A concentracdo de amido (AMI) foi avaliada
segundo Pereira e Rossi Jr. (1995), fazendo prévia extracdo dos carboidratos
segundo Hendrix (1993).
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Tabela 1 Composicdo bromatoldgica dos ingredientes das dietas experimentais,
com base na matéria seca

Ingredientes MS MM PB FDN FDA EE AMI PEC Ca P

Cana-de- 95,7 158 2,3 51,9 334 0,81 4,04 0,32 0,18 0,03
acucar fresca

picada

Milho seco e 93,9 0,97 9,0 12,8 585 3,86 72,0 0,41 0,06 0,27
moido

Silagem de 95,3 1,00 8,9 104 4,37 4,38 65,5 0,32 0,02 0,27
grédo Uumido de

milho

Polpa citrica 96,0 6,87 6,0 27,6 18,8 2,53 4,60 21,0 2,20 0,09

Farelo de soja 96,1 6,26 46,6 15,1 22,1 0,79 2,46 1,32 0,35 0,61

Concentrado1 88,9 3,23 15,7 13,3 8,98 3,72 69,1 0,33 0,56 0,36
(Dieta MSM)

Concentrado2 89,3 8,54 26,3 10,6 8,35 3,18 57,6 0,41 2,30 0,55
(Dieta SGUM)

Concentrado3 89,0 6,93 36,6 11,0 9,32 2,86 45,5 0,70 1,16 1,03
(Dieta PC)

Dietas: MSM: milho seco, SGUM: milho imido, PC: polpa citrica.
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Tabela 2 Proporcfes de ingredientes e composicdo bromatolégica das dietas
experimentais, com base na matéria seca

Dietas experimentais

Milho Milho Polpa

seco Umido citrica
Ingredientes (%6) (MSM) (SGUM) (PO)
Cana-de-acucar fresca picada 30,4 30,2 30,4
Milho seco e moido 64,2 15,7 11,2
Silagem de grdao umido de milho - 48,1 -
Polpa citrica - - 50,0
Farelo de soja 3,10 3,73 6,73
Uréia 0,74 0,65 0,65
Suplemento mineral e vitaminico?! 0,74 0,75 0,56
Calcario calcitico 0,83 0,84 -
Fosfato bicélcico - - 0,47
Composicao quimica
Matéria seca (%) 59,0 53,5 61,1
Matéria mineral (% MS) 2,77 2,91 5,39
Proteina bruta (% MS) 11,7 10,8 10,8
Proteina degradavel no raimen (% PB)2 73,0 73,0 71,0
Proteina ndo-degradavel no rimen (% PB) ? 27,0 27,0 29,0
Extrato etéreo (% MS) 2,84 3,00 2,09
Fibra em detergente neutro (% MS) 24,9 23,2 31,4
Fibra em detergente neutro efetiva (% FDN) 2 12,0 13,0 14,0
Fibra em detergente acido (% MS) 16,3 14,3 21,3
Carboidratos nao fibrosos (% MS) 57,6 60,1 50,3
Amido (% MS) 49,8 46,7 12,2
Pectina (% MS) 0,33 0,34 11,2
NDT (% MS) 2 78,0 79,0 73,0
Energia bruta (Mcal/kg MS) 4,30 4,23 4,03
Energia metabolizavel (Mcal/kg MS) ? 2,84 2,85 2,64
Eiqg manutencgéo (Mcal/kg MS) 2 1,90 1,91 1,72
Eiq lactacdo (Mcal/kg MS) ? 1,83 1,84 1,70
Calcio (% MS) 0,49 0,57 1,41
Fosforo (% MS) 0,30 0,26 0,25

1 Mistura mineral e vitaminica em cada Kg: 230 g de calcio, 90 g de fésforo, 15 g de enxofre,
20 g de magnésio, 48 g de so6dio, 100 mg de cobalto, 700 mg de cobre, 2.000 mg de ferro, 80
mg de iodo, 1.250 mg de manganés, 20 mg de selénio, 2.700 mg de zinco e 900 mg de fltor
(maximo), 200.000 Ul de vitamina A, 60.000 Ul de vitamina D3, 60 Ul de vitamina E.

2Valores estimados pelo programa CNCPS vers&o 5.0.40 nivel 2.

A silagem de grdo umido de milho foi confeccionada no Setor de

Bovinos Superprecoces da FMVZ-UNESP (Campus Lageado). O milho foi
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colhido na fase de maturacao fisiolégica, caracterizada pela ocorréncia da
camada preta na base do grdo, com teor de umidade médio de 30%. Os
graos foram triturados e armazenados em silos do tipo trincheira por 90 dias.
Apds abertura dos silos, a silagem foi novamente ensilada em tambores
plasticos de 200 L e transportada até a FMVZ-USP (Campus de
Pirassununga). A polpa citrica utilizada possuia pellets de 1,5 cm de
comprimento em média e 1 cm de didmetro. O tamanho de particula médio
dos alimentos utilizados no experimento foi 0,70 mm para o milho gréo seco
e moido, 2,26 mm para a silagem de milho grdo umido, 0,74 mm para racao
concentrada da dieta milho seco, 0,72 mm para racdo concentrada da dieta
milho imido e 0,83 mm para dieta polpa citrica. O tamanho de particula
médio foi determinado por granulometria de vibracdo (Marconi®), com
peneiras de diametro de furo variando de 0,25 a 2,36 mm (Bertel®). Ap6s a
vibracdo das amostras por 15 min, as peneiras foram pesadas e o tamanho
de particula médio determinado.

A adicao dos modificadores foi realizada duas vezes ao dia através da
fistula ruminal, antes de cada refeigcdo. A monensina foi administrada na dose
300 mg/animal/dia, o que corresponde a 3,0 g/animal/dia do produto
comercial Rumensin - Elanco®. J& o preparado de anticorpos policlonais
(CAMAS Inc®) foi administrado na dose de 10 mL/animal/dia.

O PAP de origem aviaria utilizado foi preparado para agir contra as
bactérias ruminais especificas S. bovis, F. necrophorum e cepas de bactérias
proteoliticas Clostridium aminophilum, Peptostreptococcus anacrobius e
Clostridium sticklandii.

Como o preparado de anticorpos policlonais € fabricado sob patente e
possui direitos particulares de producdo, apenas alguns passos deste processo
foram descritos a seguir. Imundégenos foram extraidos de culturas bacterianas
modelo cultivadas sob condi¢Bes especiais para expressar os antigenos de
superficie que o organismo utiliza para se aderir as células. Além dos
organismos modelos, foram utilizadas bactérias especificas coletadas

diretamente do rumen de animais saudaveis. Os antigenos foram entao
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purificados da cultura e imunégenos isolados foram produzidos para
administracdo em galinhas poedeiras sem adjuvante. Mais de 600 galinhas
foram imunizadas para cada imundgeno. Seus ovos foram analisados
semanalmente por teste de ELISA especifico para monitorar a ligacao dos
anticorpos. Aproximadamente 200 galinhas imunizadas foram selecionadas
aleatoriamente para a coleta de ovos. Os ovos foram coletados por trés dias e
o0 PAP produzido a partir da mistura destas coletas. No produto,
aproximadamente 26% dos anticorpos agiam contra S. bovis, 12% contra F.
necrophorum e 48% contras as bactérias proteoliticas Clostridium
aminophilum, Peptostreptococcus anacrobius e Clostridium sticklandii. O
restante dos anticorpos (14%) agiam contra E.coli O157:H7, Eimeria e
Salmonella. Os preparados continham imunoglobulina Y, imunoglobulina M e
imunoglobulina A.

O PAP contava ainda, em sua composicdo, uma mistura de proteina de
ovo pasteurizada, melaco, 6leo de soja e solucao tampao salina fosfato (PBS)
com pH 7,4. Devido ao fato de que os ovos normalmente consumidos
possuem anticorpos contra diversas bactérias, ovos comercialmente a venda
foram testados para anticorpos contra 0s microorganismos especificos
utilizando os mesmos protocolos para avaliacdo dos PAPs. Embora houvesse
pequenas quantidades de anticorpos nestes ovos contra bactérias especificas,
como Streptococcus spp. ou Escherichia coli, eles ndo se ligaram aos
microorganismos especificos. Ainda, os titulos por ELISA n&o indicaram
ligacdo aos fatores de adesdo especificos, ou seja, falta de atividade dos
anticorpos presentes nos ovos destinados ao consumo. O produto era
apresentado na forma liquida, sendo mantido durante todo seu periodo de
utilizacao sob refrigeracédo (4,4 - 10 ©C).

A digestibilidade in vivo da MS e suas fragfes foram estimadas por
intermédio do indicador 6xido crémico - Cr,0; (Vetec®) (Bateman, 1970). Os
animais receberam o 6xido crémico, via canula ruminal, na dosagem de 15,0

g por animal e por dia, sendo as administracfes realizadas duas vezes ao dia
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(7,5 g de indicador/dose), no momento das refeicdes, e através de envelopes
confeccionados em papel absorvente.

Cada subperiodo experimental foi constituido de 21 dias, onde o ensaio
de digestibilidade teve duas fases. Uma fase de adaptador ao indicador,
compreendida entre os dias 11 e 21, para assegurar a excrecado homogénea
do 6xido crébmico. E outra fase de coleta de fezes, compreendida entre os dias
17 e 21.

Para a composicdo das amostras de fezes, foram coletadas
aproximadamente 200 g por animal, duas vezes ao dia, proximo as refei¢cdes.
As amostras foram coletadas diretamente do reto, armazenadas em sacos
plasticos, identificados para cada animal e mantidas em congelador (-20 °C)
até o momento do processamento e analise. Para isso, as amostras foram
colocadas em bandejas de aluminio e secas em estufa a 55 ©C, por
aproximadamente 72 horas. Apds a secagem, foram moidas em moinho
equipado com peneira de furo de 1mm e homogeneizadas.

Para a composicdo das amostras dos alimentos, foram coletadas
aproximadamente 200 g de cada ingrediente da dieta, duas vezes ao dia,
armazenadas em sacos plasticos identificados para cada periodo e mantidas
em congelador (-20 °C) até o momento do processamento e andlise. As
amostras de polpa citrica foram processadas no moedor macro em peneira
com furo de 2 mm e os demais alimentos no micromoedor em peneira com
furo de 1 mm.

A concentracdo do 6xido crébmico foi determinada por colorimetria
através de sua reagdo com s-difenilcarbazida, segundo Graner (1972). As
andlises bromatoldgicas dos alimentos e fezes foram realizadas conforme
metodologia descrita previamente nesta sec¢do. O extrativo ndo-nitrogenado
(ENN) dos alimentos e dietas foi calculados pela formula %ENN = 100 - (%PB
+ 9%EE + %FDN + 9%MM) e o teor de nutrientes digestiveis totais pela
féormula NDT = PBD + FDND + ENND + (2,25 X EED), adaptado de Sniffen et
al. (1992), em que, PBD = proteina bruta digestivel, FDND = fibra em
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detergente neutro digestivel, ENND = extrato n&o-nitrogenado digestivel e
EED = extrato etéreo digestivel.

Os dados foram analisados pelo programa Statistical Analysis System
(SAS Institute Inc., 1989). Estes foram submetidos a analise de variancia que
separou como causas de variacdo efeito de modificador, efeito de fonte
energética e efeito de interacdo entre modificador e fonte energética, bem
como efeito de periodo, efeito de animal dentro de quadrado e efeito de
quadrado (Tabela 2). Os efeitos dos fatores principais (efeito de modificador e
efeito de fonte) foram separados através do teste de Duncan. Adotou-se o

nivel de significancia de 5%.

Tabela 3 Esquema da andlise de variancia para delineamento em quadrado
latino triplicado, com arranjo fatorial de tratamentos

Causas de variacao Graus de Liberdade

Tratamentos 8
Modificador (M) [2]
Fonte de energia (E) [2]
Interacdo M X E [4]

Periodo 2

Animal dentro de quadrado 6

Quadrado 2

Residuo 8

Total 26

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3 visualizam-se os coeficientes de digestibilidade da matéria
seca e suas fra¢des, bem como os nutrientes digestiveis totais, para os efeitos
principais de modificador ruminal e fonte energética, ja que ndo foram
observadas interagfes entre modificador ruminal e fonte energética para
nenhuma das variaveis estudadas.

Foi observado efeito de modificador ruminal para os coeficientes de
digestibilidade da FDN, FDA, ENN e amido (AMI), assim como para o NDT. No
grupo PAP, as digestibilidades da FDN e FDA, bem como o NDT foram
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menores em relacdo ao CON, sem diferenca destes dois grupos para MON. As
digestibilidades do ENN e AMI foram menores no grupo PAP, quando

comparada aos grupos CON e MON, que por sua vez, nao diferiram entre si.
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No presente estudo, ndo foi observada melhora na digestibilidade da
MS ou qualquer de suas fracbes com a utilizacdo de monensina, em relagéo
ao grupo controle. Dados semelhantes foram observados por Zinn e Borques
(1993) e Zinn et al. (1994). Todos estes ensaios trabalharam com novilhos
que recebiam dietas de alto concentrado.

Foi observada diminuicdo da digestibilidade da FDN, FDA, ENN, AMI e
NDT com a utilizacdo do PAP, em relacdo ao controle. Destes resultados, foi
observado apenas diminuicdo da digestibilidade do ENN e AMI com a
utilizacdo do PAP em relacdo a monensina. N&do foram encontrados dados na
literatura a respeito dos efeitos da administracdo de anticorpos policlonais
sobre a digestibilidade in vivo.

Uma hipdtese para a diminuicdo na digestibilidade das fracdes fibrosas
da dieta com a utilizacdo do preparado de anticorpos policlonais seria sua
atuacao contra as bactérias proteoliticas. Sabe-se que as bactérias
celuloliticas necessitam de amdnia para degradar a fibra e uma interferéncia
na disponibilidade de aménia poderia estar relacionada com a diminuicdo da
digestibilidade destas fracbes. Como o PAP possui anticorpos contra cepas de
bactérias proteoliticas, a retirada destes microorganismos do ambiente
ruminal poderia interferir na disponibilidade de amobnia e consequentemente
na digestibilidade da FDN. Di Lorenzo et al. (2006) observaram diminui¢do na
contagem de S. bovis e F. necrophorum com a utilizacdo do PAP especifico
para estas bactérias. No presente estudo, porém, nédo foram realizados
ensaios para a contagem dos microorganismos especificos, aos quais este
produto é direcionado. Ainda, a falta de efeito de modificador ruminal sobre a
concentracao de nitrogénio amoniacal, observada no estudo anterior (Marino,
2008), nao sustenta a hipétese acima citada.

Nao foi observado efeito de fonte energética sobre a digestibilidade da
MS, matéria organica (MO), PB, EE, EB. Resultados semelhantes foram
observados por Wing (1982), onde a inclusdo de polpa citrica (0, 10, 20, 30

ou 40% na MS), em substituicio ao milho grdo moido, n&do afetou a
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digestibilidade da MS. Porém, foi observado efeito de fonte energética para a
digestibilidade da FDN, FDA, ENN, AMI e pectina (PECT).

A digestibilidade da FDN foi mais elevada no grupo suplementado com
milho seco moido (MSM) e polpa citrica (PC), quando comparado a silagem de
grao umido de milho (SGUM). A menor digestibilidade da FDN observada no
grupo SGUM, em relacdo as outras duas fontes, poderia estar relacionada
com diferencas de pH ruminal entre as diferentes dietas utilizadas. As
variacdes na digestdo da fibra tém sido atribuidas a quedas no pH ruminal,
em funcdo do acimulo de acidos graxos de cadeia curta oriundos da
fermentacdo de fontes rapidamente degradaveis (Russell e Wilson, 1996). No
estudo anterior, os valores de pH observados no grupo suplementado com
silagem de grao umido de milho foram menores que os observados no grupo
polpa citrica, porém ndo o foram quando comparados ao grupo que recebia
milho seco moido (Marino, 2008). Desta forma, é pouco provavel que o pH
ruminal explique a menor digestibilidade da FDN observada na dieta a base
de silagem de grdo umido de milho.

Uma outra hipotese possivel seria o efeito inibitério que os carboidratos
prontamente fermentesciveis possam causar nas bactérias ruminais
celuléticas e consequentemente, na digestdo da fibra. Este efeito é
provavelmente relacionado com uma preferéncia de espécies bacterianas
como a Butyrivibrio fibrisolvens, Fibrobacter succinogenes e Prevotella
ruminicola pela utilizacdo dos carboidratos disponiveis, ao invés de investir
energia para producdo de fatores de adesdo e celulases para a digestdo da
fibora (Miron et al. 1996). Além disso, uma possivel taxa de passagem mais
rapida pelo reticulo-rimen no grupo suplementado com silagem de grao
Uumido de milho pode ter contribuido para a diminuicdo da digestibilidade da
fibra, jd& que o consumo de matéria seca mais elevado foi observado neste
grupo (Marino, 2008).

A digestibilidade da FDA foi maior no grupo PC, seguido do MSM e
SGUM. Porcionato et al. (2004) observaram que a inclusdo de polpa citrica na

dieta de bovinos fistulados no rumen aumentou a digestibilidade da FDN e
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FDA, quando comparada com a dieta controle, que continha 92% de silagem
de milho. Bhattacharya e Harb (1973) também observaram aumento na
digestibilidade da fibra com a substituicido de 40% do milho gréo por polpa
citrica. No presente estudo, a melhora na digestibilidade da FDN e FDA na
dieta composta por polpa citrica pode estar relacionada a manutencdo do pH
em valores préximos a 6,0 ao longo do dia (Marino, 2008), o que favorece a
atuacao das bactérias celuloliticas responsaveis pela degradacédo das fracbes
fibrosas dos alimentos (Russell e Wilson, 1996). Ainda, esta observacao pode
estar relacionada com a composicdo da fracdo fibrosa da polpa citrica, pois
apesar do teor de FDA ser por volta de 23,0% neste subproduto, tem baixo
teor de lignina (1%), facilitando a digestdo (Orskov, 1987).

Para o ENN, a digestibilidade foi mais elevada no grupo SGUM e PC que
MSM. A digestibilidade do amido foi mais elevada no grupo SGUM, quando
comparado a PC, sem diferenca entre estes dois grupos para MSM.

Um dos fatores que contribui para esta melhora na digestibilidade do
amido é o processamento do grao. No caso do grao umido de milho, o teor de
umidade, aliado a moagem do grao antes da ensilagem, facilita sua
fermentacdo dentro do silo e o rompimento da matriz protéica,
disponibilizando maiores propor¢cdes de amido que serad aproveitado pelos
microorganismos ruminais e o animal (Simas, 1997). Esperava-se que a
digestibilidade total do amido da silagem de grdo umido de milho fosse
superior a do milho seco e moido, o que nao foi observado no presente
estudo.

A digestibilidade da pectina foi mais elevada no grupo PC, quando
comparado a MSM e SGUM. Esta observacdo faz sentido pela composicédo
bromatolégica do ingrediente polpa citrica, onde a fracdo de carboidratos
deste alimento é composta em grande parte por pectina. A polpa citrica
utilizada neste experimento possuia 21,04% de pectina na matéria seca,
enguanto que, o grdo de milho seco moido e o grao umido de milho possuiam

proporc¢des insignificantes deste componente.
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CONCLUSOES

Nas condicbes experimentais do presente estudo, foi observada
diminuicdo da digestibilidade da fibra em detergente neutro e acido, em
comparacao ao grupo controle, e diminuicdo da digestibilidade do extrativo
nao-nitrogenado e amido, em comparacdo ao controle e monensina, com a
utilizacdo do preparado de anticorpos policlonais, independentemente da
fonte energética utilizada.

Ambos modificadores ruminais, monensina e preparado de anticorpos
policlonais, ndo alteraram os coeficientes de digestibilidade da matéria seca,
matéria organica, proteina bruta, extrato etéreo, pectina e energia bruta,
independentemente da fonte energética utilizada.

Em relacdo as fontes energéticas, a digestibilidade do amido foi
semelhante nas dietas a base de milho seco moido e silagem de grao umido
de milho, independentemente do modificador ruminal. Enquanto que a dieta a
base de polpa citrica resultou em melhora na digestibilidade da fibra em
detergente neutro, fibra em detergente acido e extrativo ndo-nitrogenado,
quando comparada as dietas a base de milho seco moido e silagem de grao

Umido de milho, independentemente do modificador ruminal.
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Figura 1 Gréaficos de leitura da proporcdo molar entre os acidos graxos de
cadeia curta em liquido ruminal por cromatografia gasosa, (a.)
amostra padrao, (b. e c.) amostras do presente experimento
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