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Fontes de Lipideos e Monensina na Alimentaciao de Novilhos Nelore e sua Relacio com a
Populacio de Protozoarios Ciliados do Riimen!

Amaury Camilo Valinote?, José Carlos Machado Nogueira Filho3, Paulo Roberto Leme3, Saulo da
Luz e Silva?, José Aparecido Cunha®

RESUMO - Quatro novilhos Nelore, fistulados e canulados no rimen, foram distribuidos em um delineamento quadrado latino 4 x 4,
para avaliar o caroco de algodao e o sal de calcio de acidos graxos como fontes de gordura assim como o efeito da monensina em dietas
com carogo de algoddo, sobre a populagdo de protozoarios ciliados e o pH do rimen. Os tratamentos experimentais foram: dieta controle
(CTRL), dieta com sal de calcio de 4dcidos graxos (SC), dieta com carogo de algoddo (CA) e dieta com carogo de algoddo sem monensina
(CASM). Amostras do contetido ruminal foram colhidas as 0, 2, 4, 6 e 8 horas apds a alimentacdo. Foi utilizada camara de contagem de
Sedgwick-Rafter com capacidade de ImL e microscopio 6tico comum provido de reticulo com area de 0,4362 mm?, para identificagdo dos
géneros de ciliados. Nao houve diferencga entre os tratamentos para o pH do rimen. Os tratamentos com carogo de algodao reduziram todos
os géneros de protozoarios ciliados, em especial de Entodinium, provavelmente pela gordura liberada. Os protozoarios dos géneros
Diplodinium, Epidinium e Eudiplodinum e o niimero total de protozoarios foram os unicos que sofreram influéncia do tempo de
alimentag@o. Sais de calcio de acidos graxos foram suficientemente inertes no ambiente ruminal, ndo afetando o numero de protozoarios
ciliados no raimen de bovinos Nelore. A utilizagdo de monensina em dietas contendo carogo de algodao e alto concentrado ndo influenciou
o nimero de protozoarios ciliados no rimen de bovinos Nelore.
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Effects of Feeding Monensin and Different Sources of Fat on the Ruminal Population of
Ciliate Protozoa in Nellore Steers

ABSTRACT - Four ruminally and duodenally cannulated Nellore steers were assigned to a 4 x 4 latin square to study the effects
of feeding monensin (M) and different sources of fat on the ruminal population of ciliate protozoa and ruminal pH. The experimental
diets contained (DM basis) 19% of sugar cane and were supplemented with M [control (CTRL)], M plus calcium salts of fatty acids
(CSFA), M plus whole cottonseed (MWCS), or only WCS. Ruminal contents were sampled at 0, 2, 4, 6, and 8 hours post-feeding. In
order to identify the ciliate protozoa a Sedgwick-Rafter count cell and an optic microscope with slide area of 0.4362 mm?2 were used. No
significant differences in ruminal pH were observed among diets. Both cottonseed treatments (MWCS and WCS) reduced the ruminal
population of the ciliate protozoa investigated, mainly the Entodinium, possibly because of the slow release of fat. Ruminal counts of
Diplodinium, Epidinium, Eudiplodinium, and total protozoa were all affected by time post-feeding. Calcium salts of fatty acids seemed
to be inert in the ruminal environment because no significant changes were observed in the protozoa counts. Moreover, feeding CRTL
and MWCS diets to Nellore steers did not change the ruminal population of ciliate protozoa in this trial.

Key Words: calcium salt of fatty acid, cattle, cottonseed, ionophores, protozoology

Introducio causados pela alta ingestdo de amido (Chalupa et al.,
1984; Palmquist et al., 1993).

Gorduras e 6leos tém sido utilizados na alimenta- A adicdodelipideos naragdo emniveis superiores

¢do de ruminantes em substituicdo a altas proporgoes
de graos, com o intuito de aumentar a densidade
energética da dieta, aumentando a eficiéncia alimen-
tar, além de garantir a ingestdo de fibra necessaria
para o bom funcionamento do rimen. Substituindo
altos teores de graos, os lipideos evitam transtornos

1 Projeto financiado pela Fapesp, Proc. 02/08632-1R

a 7% da matéria seca pode prejudicar a degradacgao
do alimento. Os lipideos presentes na maioria dos
alimentos utilizados na alimentagdo animal possuem
em sua constituicdo maiores proporgdes de acidos
graxos insaturados (Van Soest, 1994), que s@o toxicos
aos microrganismos ruminais, principalmente as bac-
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térias Gram-positivas e aos protozoarios, ¢ aderem a
particula do alimento criando uma barreira fisica a
acdo de microrganismos ¢ de enzimas microbianas
(Jenkins, 1993).

A biohidrogenacdo ¢ um mecanismo natural,
realizado por microrganismos ruminais, que tem por
funcdo diminuir o efeito deletério dos lipideos, pro-
movendo a lise de lipideos esterificados, com poste-
rior hidrogenacdo dos acidos graxos livres (Harfoot
& Hazlewood, 1988; Jenkins, 1993). Os principais
responsaveis por esta hidrogenacao sao as bactérias
Butyrivibrio fibrisolvens, Anaerovibrio lipolytica
e Propionibacter (Bauman et al., 1999; Pariza et
al.,2001).

O papel dos protozoarios na biohidrogenagao nao
¢ conclusivo. Bonhomme (1990) cita que os ciliados
sao responsaveis por 30 a 40% da atividade lipolitica,
além de participarem na hidrogenagdo de acidos
graxos. Williams & Coleman (1988), Harfoot &
Hazlewood (1988) ¢ Yokoyama & Johnson (1993)
afirmam que ha evidéncias da participagdo dos
protozoarios na biohidrogenag¢ao de acidos graxos.

Mesmo apresentando atividade lipolitica e de
hidrogenacao, os protozoarios sdo sensiveis aos lipideos,
razao pela qual alguns 6leos sdo utilizados para promo-
ver defaunag@o em ruminantes (Van Nevel & Demeyer,
1988; Machamiiller & Kreuzer, 1999).

Ikwuegbu & Sutton (1982), Towne et al. (1990)
e Ivanetal. (2001), avaliando a inclusao de lipideos
em dietas para ruminantes, verificaram diminui¢ao e
até desaparecimento total de protozoarios quando o
nutriente foi adicionado, sendo os do género
Entodinium os menos afetados.

Para reduzir o efeito negativo da gordura nos mi-
crorganismos ruminais, permitindo que o nutriente
potencialize sua fun¢ao, tém-se estudado varias fon-
tes de lipideos e seus efeitos na cinética ruminal.
Algumas fontes amplamente utilizadas no Brasil sdo
as sementes oleaginosas, como o carogo de algodao,
que possuem liberagao lenta de gordura, com peque-
no efeito na func¢do ruminal (Palmquist & Jenkins,
1980; Coppock & Wilks, 1991). Outras fontes sdo as
gorduras protegidas, como os sais de calcio de aci-
dos graxos, fontes lipidicas comerciais praticamente
inertes a acdo microbiana no ambiente ruminal
(Palmquist & Jenkins, 1980; Grummer, 1995;
Valadares Filho & Cabral, 2002).

O objetivo neste estudo foi avaliar a utilizacdo de
fontes de lipideos e monensina sobre os protozoarios
ciliados e o pH no contetido ruminal de novilhos Nelore.
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Material e Métodos

Foram utilizados quatro novilhos da raga Nelore,
fistulados e canulados no rimen, que permaneceram em
baias com piso cimentado, bebedouros automaticos e
cochos de alvenaria, contidos por cabresto e correntes.

Os animais receberam uma dieta total (Tabela 1),
com cana-de-agticar picada como volumoso e quatro
concentrados diferentes — controle (CTRL), sal de
célcio de acidos graxos (SC), caroco de algodao
(CA), e carogo de algodao sem monensina (CASM).
Para o calculo das exigéncias nutricionais, foi utilizado
o Cornell Net Carbohydrate and Protein System —
CNCPS (Fox et al., 1992).

Cadaperiodo experimental foi subdividido em um
subperiodo de 20 dias de adaptagdo, para que o
ambiente ruminal se adaptasse ao tratamento, ¢ um
dia de coleta de conteudo ruminal.

A alimentagao foi fornecida duas vezes ao dia, com
matéria seca (MS) equivalente a 2% do peso vivo ou de
modo que houvesse 10% de sobras, durante o periodo de
adaptacao. As sobras foram retiradas e pesadas diaria-
mente antes da primeira alimentagdo, para controle e
ajuste da ingestdo. No periodo de coleta, a dieta fornecida
correspondeu a 90% da ingestdo média dos animais no
periodo de adaptagao, de forma que ndo houvesse sobras,
evitando que os animais selecionassem o alimento.

As amostragens de contetido ruminal foram rea-
lizadas no vigésimo primeiro dia de cada periodo
experimental, as 0,2, 4, 6 ¢ 8 horas apds alimentacao,
com o auxilio de bomba de vacuo.

A determinacdo do pH do liquido ruminal foi feita
logo apds a coleta, utilizando peagdmetro de mesa
calibrado com solug¢des tampao de pH 4,0 e pH 7,0.

Para cada horario de coleta, uma aliquota de 10 mL
de conteudo ruminal foi transferida para frasco de
vidro com 10 mL de formaldeido a 37%. As amostras
foram homogeneizadas e mantidas em repouso até o
momento das analises, de acordo com a metodologia de
Dehority (1977), para determinacao das curvas de apa-
recimento dos géneros de ciliados em camara de
contagem de Sedgwick-Rafter com capacidade de 1
mL e microscopio 6tico comum provido de reticulo
com area de 0,4362 mm?2.

O delineamento experimental foi o quadrado latino
(4x4) e os efeitos dos tratamentos e do tempo e a interacao
tempo X tratamento foram avaliados, adotando-se o
procedimento Mixed do software SAS (2001). As
caracteristicas avaliadas em diferentes empos foram
analisadas como medidas repetidas.
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Tabela 1 - Composicdo percentual e quimica' das die-
tas em base seca

Table 1 - Ingredients and chemical composition of the diets,
DM basis

Ingrediente Tratamento (%MS) 2

Ingredient Treatment (%DM)

CTRL SC CA CASM

Milho grao 29,36 26,54 21,18 21,18

Corn

Polpa de citros 37,19 3361 2682 26,82

Citrus pulp

Farelo de soja 49% 12,50 14,00 9,00 9,00

Soybean meal

Uréia 095 0,85 0,50 0,50

Urea

Salmineral 1,00 1,00 1,00 1,00

Mineral salt

Calcario - - 1,50 1,50

Limestone

Carogo de algodao - - 21,00 21,00

Whole cottonseed

Sal de calcio de acido graxo - 5,00 - -

Calcium salt of fatty acid

Monensina 0,027 0,027 0,027 -

Monensin

Cana-de-agtcar 19,000 19,000 19,000 19,000

Sugar cane

Total 100,00 100,00 100,00 100,00

Total

Nutriente

Nutrient

Matéria seca 63,25 6346 6356 63,54

Dry matter

Proteina bruta 16,42 17,02 1565 14,81

Crude protein

Extrato etéreo 493 9,58 9,12 7,79

Etherextract

Fibra detergente neutro 22,69 2 30,81 28,52
Neutral detergent fiber

Fibra detergente acido 22,18 19,65 2542 20,85
Acid detergent fiber

1 Composigao quimica avaliada por analise bromatolégica (AOAC,
1995).

2CTRL - Tratamento controle; SC — Tratamento com sal de calcio
de acido graxo; CA — Tratamento com carogo de algoddo; CASM
— Tratamento com carogo de algodao sem monensina.

1 Chemical composition (AOAC, 1995).

2 CTRL - Control ; CSFA — Calcium salt of fatty acid; MWCS — Monesin plus
whole cottonseed; WCS — Whole cottonseed .

Resultados e Discussao

O pH ruminal ndo foi alterado pela adi¢do de gordura
(Tabela 2) e apresentou valores semelhantes aos
mensurados por Ruy etal. (1996) e Chalupaetal. (1986).

As dietas contendo carogo de algodao (CA e
CASM) resultaram em menor densidade de células do
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Tabela 2 - Médias e erro-padrao do pH e do numero dos
protozoarios ciliados (x104/mL) do contetdo
ruminal de novilhos Nelore recebendo dife-
rentes fontes de gordura

Table 2 - Means and standard error of the pH and of the ciliate
protozoa(x10%/mL) of the ruminal content of Nellore
steers fed different fatty sources

Tratamento!
Treatment
Erro-
CRTL  SC CA CASM padrao
Standard

error
pH 6,33 632 641 6,50 0,14
Protozoarios
Protozoa
Entodinium? 5281 49,71 6,01 922 346
Diplodinium 1,51 1,64 0 0 0,54
Epidinium? 078 1,04 0 0 0,55
Isotricha 235 1,70 048 0,74 1,21
Dasytricha? 292 580 0 0 1,83
Eudiploa’inium2 423 6,03 068 0,64 0,84
Ostracodinium® 086 104 0 0 2,58
Total? 65,65 66,78 7,18 10,60 322

1 CTRL - Tratamento controle; SC — Tratamento com sal de célcio
de acido graxo; CA — Tratamento com caroco de algodéo;
CASM - Tratamento com carog¢o de algoddo sem monensina.

2Tratamentos CRTL e SC nao diferiram estatisticamente (p<0,10)
e foram diferentes estatisticamente dos tratamentos CA e
CASM.

3Interagéo tempo x tratamento.

1 CTRL - Control ; CSFA — Calcium salt of fatty acid; MWCS — Monesin plus
whole cottonseed; WCS — Whole cottonseed .

2 CRTL and CSFR treatments did not differ signficantly (p<0.10), but differed
from MWCS and CASM treatments.

3 Time x treatment interaction.

género Entodinium (p<0,01), enquanto os tratamen-
tos CRTL e SC foram semelhantes para este género.

Os protozoarios do género Entodinium foram encon-
trados em maior numero absoluto para todos os tratamen-
tos, semelhante ao observado por Towneetal. (1990), ao
adicionarem gordura nas formas de sebo (4%) ou na
forma protegida (3,5%), em dietas para bovinos de corte.

Os protozoarios dos géneros Diplodinium,
Epidinium e Dasytricha apresentaram comporta-
mento similar (p>0,10), embora, nos tratamentos con-
tendo caroco de algoddo, ndo tenham sido encontra-
dos protozoarios dos géneros Epidinium e Dasytricha.

Para o género Isotricha, ndo houve diferenca
entre os tratamentos (p>0,10). Entretanto, os trata-
mentos com caroc¢o de algodao apresentaram valores
absolutos menores que os demais.
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Os protozoarios do género FEudiplodinium foram
encontrados em menor nimero nas dietas contendo
caroco de algodao, que foram diferentes das demais
(p<0,01).

Para o género Ostracodinium, houve interagao
tempo x tratamento (p<0,05), de maneira que o niime-
ro de protozoarios na digesta dos animais alimentados
com dieta contendo carogo de algodao foi inferior
(p<0,05) ao das outras durante os tempos de colheita,
e os tratamentos CRTL e SC nao apresentaram
diferenca entre si nos horarios de amostragem.

As dietas contendo carogo de algodao diminuiram
(p<0,01) a quantidade total de protozoarios ciliados,
de modo que os animais apresentaram menor numero
de células ciliadas que os dos demais tratamentos
(p<0,01), provavelmente em razdo da liberagao de
gordura desse ingrediente, que, apesar de lenta, pode
ter sido suficientemente toxica aos ciliados. Nao
houve diferenca estatistica entre as dietas contendo
caroco de algodao (p>0,10) nem entre as dietas CRTL
e SC (p>0,10) para o numero total de protozoarios
ciliados na digesta ruminal dos animais.

Para nenhum dos géneros estudados, assim como
para o total de protozoarios ciliados, houve diferenga
estatistica entre as dietas CRTL e SC, o que sugere
que o sal de célcio de acidos graxos foi inerte no
ambiente ruminal, ndo afetando os protozoarios ciliados
(Van Nevel & Demeyer, 1988).

O efeito deletério da gordura, em relacdo aos
protozoarios ciliados neste experimento, esta de acordo
com a literatura (Ikwuegbu & Sutton, 1982; Towne et
al., 1990; Van Nevel & Demeyer, 1988); Machamiiller
& Kreuzer, 1999; Ivanetal.,2001), que relata toxicidade
para a fauna ruminal quando gorduras insaturada e
saturada com niveis de inclusdo de 3,5 a 6,0% da
matéria seca foram oferecidas aos animais.

Varios autores (Van Nevel & Demeyer, 1988;
Bonhome, 1990; Chaudhary et al., 1995) relatam que
ha efetiva atuacdo dos ciliados na degradagdao de
carboidratos estruturais, sobretudo em dietas conten-
do alta proporg¢ao de concentrado. Além da adesao do
lipideo a particula do alimento e do efeito toxico as
bactérias fibroliticas, a reducao no ntmero de
protozoarios pode diminuir a degradacdo da fibra
dietética quando gordura ¢é utilizada na dieta de rumi-
nantes, principalmente em dietas com alto concentra-
do. Assim, esses tratamentos com carogo de algodao
podem refletir em menor degradacdo da fibra.
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A redugdo ou eliminac¢do dos protozoarios pode
ainda estar associada a melhor eficiéncia microbiana,
pelo fato de esses engolfarem bactérias, embora com
possivel reducdo na concentragcdo de amonia ruminal
e menor e mais variavel pH (Ivanetal. 2001), uma vez
que fagocitam particulas de amido, diminuindo a rapi-
da fermentacdo do carboidrato ¢ mantendo certa
estabilidade do pH. Os protozoarios mais envolvidos
na degradagdo de carboidratos ndo-estruturais e agu-
cares soluveis sdao os holotrichas, destacando-se os
géneros Dasytricha e Isotricha, que apresentaram
menor nimero de células no liquido ruminal dos ani-
mais dos tratamentos contendo caroco de algodao.

Os protozodrios do género Entodinium fagocitam
bactérias Selenomonas ruminantium e Butyrivibrio
fibrosolvens na mesma taxa ou mais rapidamente
que as demais (Williams & Coleman, 1988). Uma
hipdtese € que animais com menor quantidade de
Entodinium possuem maior nimero de Butyrivibrio
fibrosolvens, apresentando, conseqlientemente, maior
biohidrogenagdo. Provavelmente, os animais rece-
bendo os tratamentos CA ¢ CASM apresentaram
maior biohidrogenag¢do, aumentando a quantidade de
acidos graxos saturados no rimen ¢ no duodeno.

A monensina nao afetou a populacdao de
protozoarios quando utilizado caroco de algodao na
dieta, uma vez que os tratamentos contendo esse
alimento nao foram diferentes entre si para nenhum
género estudado, assim como na contagem total de
ciliados. A monensina pode atuar inibindo a
biohidrogena¢ao (Van Nevel & Demeyer,1995; Fellner
et al., 1997; Jenkins et al., 2003), favorecendo maior
quantidade de acidos graxos insaturados no ambiente
ruminal e podendo ocasionar redu¢ao na quantidade
de ciliados, a¢ao que ndo foi constatada. Provavel-
mente, a quantidade de lipideos tenha sido suficien-
temente toxica aos microrganismos, independentemente
da taxa de biohidrogenagao.

Resultados contraditorios da acdo da monensina
sobre protozoarios no ramen sao encontrados na litera-
tura. Thivend & Jouany (1983) evidenciaram efeito
toxico do ionodforo aos protozoarios. De acordo com
Dennis et al. (1986) e Arakaki et al. (2000), o forneci-
mento continuo de monensina pode resultar numa
selecdo de populagao de protozoarios resistentes.

Os protozoarios dos géneros Diplodinium
(p<0,02), Epidinium (p<0,10) e Eudiplodinium
(p<0,05) e o namero total de protozoarios (p<0,04)
foram os tnicos que sofreram influéncia do tempo de
alimentagao.



1422 Fontes de Lipideos e Monensina na Alimentacdo de Novilhos Nelore e sua Relagdo com a Populagéao de...

W W W W A
N A N0 O
P S S S

[
o O
PR

Entodinium (x 10/mL)
o]
(=3}

ISl
N A
P

5]
(=1

0 2 4 6 8

Tempo (horas)
Time (hours)

Figura 1 - Aparecimento de protozoarios do género
Entodinium ciliados, em fung¢do do tempo, no
ramen de novilhos Nelore recebendo diferen-
tes fontes de gordura, com ou sem monensina.

Figure 1 - Effects of feeding different sources of fat, with or
without monensin, on ruminal counts of entodinium
after feeding in Nellore steers.
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Figura 2 - Aparecimento de protozoarios dos géneros
Epidinium, Diplodinium, Isotricha, Dasytricha,
Eudiplodinium e Ostracodinium ciliados, em
fungdo do tempo, no rimen de novilhos Nelore
recebendo diferentes fontes de gordura, com
ou sem monensina.

Figure 2 - Effects of feeding different sources of fat, with or
without monensin, on ruminal counts of entodinium
after feeding in Nellore steers.

NaFigura 1, esta representado o nimero médio de
protozoarios do género Entodinium dos quatro trata-
mentos em fungao do tempo; os demais géneros estao
representados na Figura 2.

Pode-se observar, para os géneros estudados,
com excecdo do Dasytricha, e para contagem total
de protozoarios, que, logo ap6s a alimentagao, houve
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reducdo do numero de ciliados, com certa estabiliza-
¢d0 nos horarios intermediarios e posterior aumento
do ntimero dos microrganismos. Por se tratar de
dietas com alto teor de concentrado (81% de concen-
tradona MS), areducdo do pH pode ter sido suficiente
para diminuir a quantidade de protozoarios ciliados. A
redugado ou eliminacdo de protozoarios ciliados pode
ser um dos motivos da queda na degradacao de fibra
em dietas com alto nivel de concentrado, o que pode
ser interessante, uma vez que essas dietas possuem
poucos carboidratos estruturais. Por outro lado, ha
possibilidade de um pH mais baixo e variavel e de
menores concentragdes de amonia (Ivan et al., 2001).

Conclusoes

Apenas a gordura liberada pelo carogo de algodao
reduziu o numero de protozoarios ciliados no rimen,
enquanto os sais de calcio de acidos graxos foram
inertes no ambiente ruminal.

A utilizagdo de monensina em dietas contendo
caroco de algodao ndo influenciou o aparecimento de
protozoarios ciliados no raimen de bovinos Nelore.
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