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Resumo 

 

ZORNITTA, C. S. Probióticos e ionóforo como aditivos para novilhos de corte. 2022. Tese 

(Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Federal de Mato 

Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2022.  

 

O propósito da revisão de literatura foi discorrer sobre alguns aditivos alimentares para uso em 

bovinos, sendo abordado duas classes, os probióticos e os antibióticos, seus mecanismos de 

ação e efeitos quando adicionados na dieta de bovinos. No artigo 1, foram testados diferentes 

modelos de ajustes da produção de gás in vitro da silagem de milho e o efeito do uso da 

combinação de três aditivos na dieta de novilhos de corte. Com isso, o objetivo deste trabalho 

foi examinar os efeitos do inóculo ruminal de novilhos recebendo diferentes combinações de 

ionóforo e probióticos em suas dietas sobre a produção de gás in vitro de silagem de milho. 

Foram utilizados o líquido ruminal de quatro novilhos mestiços com cânula ruminal e 

designados ao quadrado latino 4 × 4 nos seguintes tratamentos: (1) Monensina; (2) Monensina 

+ Bacillus toyonensis; (3) Monensina + Saccharomyces cerevisiae var. boulardii; e (4) Bacillus 

toyonensis + Saccharomyces cerevisiae var. boulardii. Os dados de produção de gás foram 

ajustados nos modelos de Gompertz, Groot, Ørskov, Brody, Richards e Logístico 

Bicompartimental. A adição dos tratamentos provocou alterações no líquido ruminal extraído 

dos animais, a ponto de alterar a cinética da produção de gás in vitro, sendo que os tratamentos 

Monensina e B. toyonensis + S. boulardii apresentaram melhor cinética de degradação da 

silagem de milho. Já os modelos Groot e Richards tiveram o melhor ajuste para estimativas dos 

dados que os demais avaliados. No artigo 2, o objetivo foi avaliar os efeitos da combinação de 

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, Bacillus toyonensis e monensina sobre o consumo e 

digestibilidade aparente dos nutrientes, variáveis ruminais e sanguíneas de novilhos recebendo 

dieta 70% de concentrado. Foram utilizados quatro novilhos mestiços Bos taurus × B. indicus 

com cânula ruminal e alojados individualmente, em um delineamento quadrado latino 4 x 4. Os 

animais receberam ração totalmente misturada contendo relação volumoso concentrado de 

30:70, respectivamente silagem de milho e concentrado, com os seguintes tratamentos 

misturados em sua alimentação diária: Monensina apenas (MO), Monensina + Bacillus 

toyonensis (MBT), Monensina + Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (MSB) e Bacillus 

toyonensis + Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (BTSB). Observou-se que o tratamento 

BTSB, quando fornecido aos animais aumentou o consumo de ração e resultou em 



 

concentrações semelhantes ao tratamento MO nas variáveis sanguíneas, urinárias, pH ruminal, 

nitrogênio amoniacal ruminal, ácidos graxos totais e balanço de nitrogênio. Porém quando 

associados os probióticos à monensina sódica não foi observado efeito benéfico nas variáveis 

avaliadas. Com base nas observações promissoras da associação de Bacillus toyonensis com 

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii obtidos nesta tese, são sugeridos mais estudos com 

esta associação de probióticos sobre os aspectos produtivos para que seja recomendado como 

melhorador de desempenho alternativo para os bovinos. 

 

Palavras-chave: aditivos naturais; ensaio metabólico; modelagem; produção de gás in vitro; 

ruminantes  



 

Abstract 

 

ZORNITTA, C.S. Probiotics, and ionophore as feed additives for beef steers. 2022. Thesis 

(Doctorate) - Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, Federal University of Mato 

Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2022.  

 

The purpose of the literature review was to discuss some feed additives for use in cattle, 

addressing two classes, probiotics, and antibiotics, their mechanisms of action, and their effects 

when added to the diet of cattle. In article 1, different models for adjusting the in vitro gas 

production of corn silage and the effect of using the combination of three additives in the diet 

of beef steers were tested. Therefore, the objective of this work was to examine the effects of 

ruminal inoculum of steers receiving different combinations of ionophore and probiotics in their 

diets on the in vitro gas production of corn silage. Ruminal fluid from four crossbred steers with 

rumen cannula and assigned to a 4 × 4 Latin square were used in the following treatments: (1) 

Monensin; (2) Monensin + Bacillus toyonensis; (3) Monensin + Saccharomyces cerevisiae var. 

boulardii; and (4) Bacillus toyonensis + Saccharomyces cerevisiae var. boulardii. The gas 

production data were fitted to the models Gompertz, Groot, Ørskov, Brody, Richards, and Dual 

Pool Logistic. The addition of treatments caused changes in the rumen fluid extracted from the 

animals to the point of altering the kinetics of gas production in vitro, and the treatments 

Monensina and B. toyonensis + S. boulardii showed better kinetics of corn silage degradation. 

The Groot and Richards models had the best fit for data estimates than the others evaluated. In 

article 2, the objective was to evaluate the effects of the combination of Saccharomyces 

cerevisiae var. boulardii, Bacillus toyonensis, and monensin on the intake and apparent 

digestibility of nutrients, ruminal and blood variables of steers receiving a 70% concentrate 

diet. Four crossbred Bos taurus × B. indicus steers with a ruminal cannula and housed 

individually in a 4 x 4 Latin square design were used. The following treatments were mixed in 

their daily diet: Monensin only (MO), Monensin + Bacillus toyonensis (MBT), Monensin + 

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (MSB), and Bacillus toyonensis + Saccharomyces 

cerevisiae var. boulardii (BTSB). It was observed that the BTSB treatment, when provided to 

the animals, increased feed intake, and resulted in similar concentrations values to the OM 

treatment in blood, urinary, ruminal pH, ruminal ammoniacal nitrogen, total fatty acids, and 

nitrogen balance. However, when probiotics were associated with sodium monensin, no 

beneficial effect was observed in the evaluated variables. Based on the promising observations 

of the association of Bacillus toyonensis with Saccharomyces cerevisiae var. boulardii obtained 



 

in this thesis, further studies are suggested with this association of probiotics on the productive 

aspects so that it is recommended as an alternative performance enhancer for cattle. 

 

Keywords: in vitro gas production; natural additives; metabolic assay; modeling; ruminants 
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1. INTRODUÇÃO 1 

 2 

A demanda crescente por carne bovina, assim como carne de demais espécies de animais de 3 

produção, pressionam constantemente a pecuária para atender tal demanda, em 2010 a produção 4 

mundial de carne bovina e bubalina foi de 66,55 milhões de toneladas, já em 2018 contabilizou 5 

71,61 milhões de toneladas, ao qual deste montante 12,22 milhões de toneladas foram 6 

produzidos pelos Estados Unidos da América, ocupando o primeiro lugar, e em segundo lugar 7 

com a produção de 9,90 milhões de toneladas sendo produzidos pelo Brasil (FAO, 2020). 8 

Apesar do grande volume da demanda por carne bovina, a qualidade deste produto também 9 

é requerida pelo mercado consumidor, para atender tais demandas os bovinos abatidos devem 10 

atender a uma série de requerimentos, como sanidade, peso da carcaça, acabamento de gordura 11 

e idade do animal. No Brasil a idade de abate dos animais é em média 30 meses, ao longo dos 12 

anos os animais abatidos com mais de 36 meses vêm sendo reduzido, em 1997 era 52,18% já 13 

em 2015 foi de 6,94% (ABIEC, 2020). Para alcançar a conformidade nos lotes, atender as 14 

exigências do mercado e ter sustentabilidade econômica são necessários aplicar diversas 15 

tecnologias na criação dos bovinos, como o uso de aditivos na alimentação dos bovinos 16 

(VIANA et al., 2021). 17 

O uso de aditivos na alimentação dos bovinos se dá pela melhora na eficiência alimentar, 18 

modulação da fermentação ruminal e aumento no desempenho (DUFFIELD; MERRILL; 19 

BAGG, 2012; ITAVO et al., 2020). As principais categorias de aditivos utilizado na 20 

bovinocultura são: antibióticos ionóforos, antibióticos não-ionóforos, probióticos, tamponantes 21 

e extrato de plantas (MARINO; MEDEIROS, 2015). Apesar da grande variedade de aditivos 22 

alimentares disponíveis para os bovinos, destaca-se os antibióticos promotores de crescimento, 23 

com efeitos bem estabelecidos na literatura e usado em larga escala global, contudo proibições 24 

recentes de alguns países e programas de controle e redução na utilização desenfreada dos 25 

antibióticos vem desafiando pesquisadores a encontrar novas formas de melhorar o desempenho 26 

dos animais por meio de aditivos com menor risco de causar resistência bacteriana 27 

(CHATTOPADHYAY, 2014; GETABALEW; ALEMNEH; ZEWDIE, 2020; NRC, 2000). 28 

Apesar da generalização dos antibióticos usados como aditivos alimentares serem conotados 29 

negativamente, alguns deles têm se mostrado ferramentas valiosas que tornam possível a 30 

utilização de dietas com alto teor de concentrado ou mesmo sem a utilização de volumo nos 31 

bovinos, melhorando o desempenho dos animais e reduzirem o risco de acidose ruminal nos 32 

animais submetidos a estas dietas (GONZÁLEZ et al., 2012). Encontrar novos aditivos ou 33 

combinações que promovam não apenas melhores desempenhos dos animais visando atender 34 
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ao mercado consumidor, mas que também sejam capazes de promover a saúde e bem-estar dos 35 

mesmos são os desafios atuais. 36 

Desta forma, o objetivo desta revisão de literatura foi discorrer sobre alguns aditivos 37 

alimentares que são permitidos pela legislação vigente no país para uso em bovinos, sendo 38 

abordado duas classes, os probióticos e os antibióticos.  39 

 40 

2. REVISÃO DE LITERATURA 41 

 42 

2.1. Probióticos 43 

O termo probióticos é derivado de pro do Latim “a favor” e biótico adjetivo Grego de bios 44 

“vida”, utilizado primeiramente por Werner Kollath 1953 (PARK, 2009), ainda definindo que 45 

probióticos são “substâncias ativas essenciais para um desenvolvimento saudável da vida”. 46 

Contudo muito antes da definição dessas substâncias, Ilya Ilyich Metchnikov, também escrito 47 

como Elie Metchnikoff, pelo convite de Louis Pasteur, iniciou estudos em Paris no Instituto 48 

Pasteur em 1888, desenvolvendo a teoria de que o envelhecimento é causado por bactérias 49 

toxicas no intestino e que o ácido láctico poderia prolongar a vida, popularizando assim o 50 

consumo de iogurte na Europa (MACKOWIAK, 2013). 51 

Atualmente assume-se a definição proposta pela FAO/WHO (2001), em que probióticos 52 

são “Organismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas confere 53 

benefícios na saúde do hospedeiro”. Ao logo dos anos o uso de probióticos na alimentação 54 

humana se popularizou, na atualidade é encontrando facilmente produtos farmacêuticos a base 55 

de probióticos para tratar alguns casos, como cepas que auxiliam no reestabelecimento da flora 56 

intestinal após episódios de diarreia. Naturalmente este uso foi expandido para os animais de 57 

produção, com o intuito de melhorar a saúde e também melhorar outros parâmetros, tanto em 58 

animais jovens como em adultos (SONG; IBRAHIM; HAYEK, 2012). 59 

Apesar da grande variedade de microrganismos os principais gêneros usados como 60 

probióticos são Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces, Enterococcus, Streptococcus, 61 

Pediococcus, Leuconostoc, Bacillus, Escherichia coli (UYENO; SHIGEMORI; SHIMOSATO, 62 

2015). Destacando-se entre as cepas mais utilizadas como probióticos para bezerros estão 63 

Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus spp., Enterococcus spp. e Bacillus spp., já para 64 

bovinos adultos estão Lactobacillus spp., Streptococcus spp., Propionobacterium spp., 65 

Megasphaera elsdenii e Saccharomyces cerevisiae (HRISTOV et al., 2013; UYENO; 66 

SHIGEMORI; SHIMOSATO, 2015). 67 
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Assim como esquematizado na Figura 1, vários são os efeitos positivos do fornecimento de 68 

probióticos aos bovinos, que desempenham ação tanto ruminal quanto intestinal. Algumas 69 

cepas utilizadas como probióticos melhoram o ambiente ruminal para outros microrganismos, 70 

como com a retirada do oxigênio do meio, que acaba resultando em aumento da viabilidade 71 

bacteriana, aumento da estabilidade do pH e aumenta a quantidade e função bacteriana 72 

(GHAZANFAR et al., 2017; UYENO; SHIGEMORI; SHIMOSATO, 2015). Já a função 73 

intestinal dos probióticos se deve pela produção de compostos de ação bactericida específica, 74 

que ao melhorar o perfil da flora bacteriana melhora indiretamente a saúde intestinal e 75 

consequentemente a saúde do animal (GHAZANFAR et al., 2017).  76 

 77 

Figura 1. Esquema dos efeitos dos probióticos na população microbiana e trato 78 

gastrointestinal (Adaptado de Ghazanfar et al., 2017). 79 

 80 

2.1.1. Saccharomyces spp. 81 

Henri Boulard na busca por alimentos bons para a saúde, ao visitar a Indochina em 1920 82 

durante o surto de cólera em que milhares de pessoas morreram, observou algumas pessoas 83 

mascando casca de lichia e mangostin ou preparando chás, e que estas pessoas não 84 
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desenvolviam os sintomas da cólera ou mesmo melhoravam da diarreia, de volta à França, Henri 85 

Boulard foi capaz de isolar a cepa de uma levedura, nomeando-a de Saccharomyces boulardii 86 

(LIU et al., 2016; ŁUKASZEWICZ, 2012). 87 

O grupo Saccharomyces sensu stricto é composto por oito espécies de cepas distintas, 88 

pertencentes ao reino dos fungos, ao qual todas são fermentativas, sendo S. cerevisiae, S. 89 

paradoxus, S. cariocanus, S. uvarum, S. mikatae, S. kudriavzevii, S. arborícola e S. eubayanus 90 

(NASEEB et al., 2017). As leveduras do gênero Saccharomyces continuam sendo as mais 91 

estudadas e usadas como microrganismos fornecidos diretamente através do alimento (do inglês 92 

“direct-feed microbials”) para animais, devido a sua efetividade em promover ou restaurar a 93 

saúde em humanos mesmo após um século de sua descoberta (GARCIA-MAZCORRO et al., 94 

2019). Como apresentado por Łukaszewicz (2012), uma grande expansão no número de 95 

pesquisas envolvendo apenas cepas de Saccharomyces boulardii pode ser percebido ao longo 96 

dos anos, em que em 1987 havia apenas 7 publicações e já em 2011 passou para 822 publicações 97 

no ano. 98 

Na descoberta de Henry Boulard a levedura foi classificada taxonomicamente como 99 

Saccharomyces boulardii, como considerada uma nova espécie da família Saccharomyces, 100 

contudo, após a utilização de novas técnicas de genotipagem e caracterizações físicas, foi 101 

identificado que apesar de algumas diferenças, S. boulardii seria uma cepa pertencente à espécie 102 

S. cerevisiae, levando ao nome taxonômico de Saccharomyces cerevisiae var. boulardii 103 

(CROWCH, 2017; EDWARDS-INGRAM et al., 2007). Dentre as diferenças entre S. cerevisiae 104 

var. boulardii de S. cerevisiae estão uma maior temperatura ótima de crescimento, maior 105 

resistência a pH ácido, não utilização de galactose, entre outras diferenças genotípicas (Tabela 106 

1). 107 

  108 
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Tabela 1. Resumo de algumas diferenças e semelhanças entre Saccharomyces cerevisiae var. 109 

boulardii e Saccharomyces cerevisiae (Adaptado de Łukaszewicz, 2012) 110 

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii Saccharomyces cerevisiae 

Temperatura de crescimento ótima ~37 °C Temperatura de crescimento ótima ~30 °C 

Maior resistência a pH baixo Menor resistência a pH baixo 

Os cariótipos de Sb são muito similares dos 

que estão no S. cerevisiae 

Tipagem RFLPs ou PCR-(ex. 5.8S rDNA) 

falharam de distinguir o Sb do S. cerevisiae 

Não usa galactose Usa galactose 

Asporogênica em contraste do S. cerevisiae, 

mas pode produzir híbridos férteis com 

cepas de S. cerevisiae 

Esporogênico 

Perdeu todos os elementos Ty1/2 intactos Contém vários elementos Ty1/2 

Tipagem de microssatélites mostra 

diferenças genotípicas 

 

Trissômico para o cromossomo IX Existem cepas estáveis com várias ploidias 

 111 

Um dos modos de ação do Saccharomyces cerevisiae se dá no rúmen, parcialmente, por sua 112 

atividade respiratória em retirar o oxigênio dissolvido no meio, favorecendo as bactérias 113 

anaeróbicas, resultando no aumento de bactérias totais no ambiente ruminal (NEWBOLD; 114 

WALLACE; MCINTOSH, 1996). Scott et al. (1983), aferindo a concentração de O2 no líquido 115 

ruminal, foram capazes de contabilizar 1,630 nmol/l O2 dissolvido. Ainda, considerando que a 116 

entrada de oxigênio é constante pelo animal, ao ingerir água e alimento, a presença do O2 pode 117 

se tornar prejudicial ao desenvolvimento de alguns microrganismos anaeróbicos, como parte 118 

do ecossistema ruminal, os microrganismos metanogênicos utilizam o H2 na formação do 119 

metano, mas são altamente sensíveis ao O2 presente no meio (MARINO; MEDEIROS, 2015; 120 

NEWBOLD; WALLACE; MCINTOSH, 1996). 121 

Outro método de ação do S. cerevisiae é que esta cultura provê fatores de crescimento 122 

solúveis aos microrganismos digestores de celulose, com ácidos orgânicos, vitamina B e 123 

aminoácidos (CALLAWAY; MARTIN, 1997; MARINO; MEDEIROS, 2015). Assim como S. 124 

cerevisiae, a S. cerevisiae var. boulardii tem tido seu modo de ação relacionado com aumento 125 

na diversidade microbiana, contudo ainda não está totalmente esclarecido seu modo de ação no 126 

trato gastrointestinal dos bovinos (BROUSSEAU et al., 2015; KEYSER et al., 2007; VILLOT 127 

et al., 2019). 128 
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 129 

2.1.1.1. Uso de Saccharomyces em dietas para bovinos 130 

O efeito da utilização de Saccharomyces cerevisiae em vacas não lactantes, alimentadas 131 

com 63 % silagem de milho e 37% concentrado, monitoradas continuamente através de um 132 

dispositivo wireless no rúmen, apontou maior pH ruminal de animais que receberam o aditivo 133 

quando comparadas aos que não receberam (controle), também em menor redox potencial no 134 

rúmen (KŘÍŽOVÁ et al., 2011). Também, Diaz et al. (2018) observaram um aumento no pH 135 

ruminal de novilhos recebendo dieta com 5% de bagaço de cana e 95% concentrado bovinos de 136 

corte, ao serem suplementados com S. cerevisiae. Já quando o uso de S. cerevisiae foi 137 

combinado com ionóforos (virginiamicina e salinomicina) e uma fonte de nitrogênio não 138 

proteico em bovinos machos não castrados, terminados no sistema de pastejo intensivo, ao qual 139 

recebiam 17,5 g de concentrado/kg de peso corporal, foi observado estímulo no crescimento de 140 

bactérias fibrolíticas, que consequentemente podem contribuir com a redução de distúrbios 141 

digestivos e metabólicos que dietas de alto concentrado podem causar (MOMBACH et al., 142 

2021).  143 

Com relação à produtividade, vacas de leite em meio de lactação obtiveram resultados 144 

positivos ao serem suplementadas com S. cerevisiae durante a estação de calor, onde foi 145 

observado aumento na digestibilidade da parede celular e uma melhora na porcentagem de 146 

gordura do leite (DEHGHAN-BANADAKY et al., 2013). Já Magrin et al. (2018) apesar de não 147 

observarem diferenças no ganho de peso de touros terminados em confinamento que receberam 148 

suplementação com S. cerevisiae, os animais que receberam tiveram uma melhora na transição 149 

para a dieta de terminação, que continha 29,7 % de silagem de milho e 70,3% ingredientes 150 

concentrados, melhor score de conformação de carcaça e foi observado que a suplementação 151 

com o probiótico agiu na preservação das papilas ruminais contra a hiper queratinização, que é 152 

diretamente relacionado com a ocorrência de acidose ruminal. 153 

Com relação aos efeitos da Saccharomyces cerevisiae var. boulardii no desempenho de 154 

novilhos de leite, foi observado que com a adição de probiótico no sucedâneo de leite os animais 155 

tiveram melhora no crescimento e saúde (VILLOT et al., 2018). Similar ao encontrado por 156 

Renaut et al. (2019) ao avaliar a suplementação S. cerevisiae var. boulardii antes da desmama 157 

de bezerros, apesar de não encontrarem diferença entre os grupos na mortalidade, escore fecal 158 

e desenvolvimento da doença respiratória bovina, observaram que a suplementação com 10 159 

gramas/dia do probiótico melhorou o ganho de peso diário dos 42 aos 56 dias após a chegada, 160 

comparado com os animais não tratados. 161 
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Resultados similares também foram obtidos quando suplementado um rebanho de novilhas 162 

com alto risco de desenvolver a acidose ruminal devido à dieta de confinamento com S. 163 

cerevisiae var boulardii. Foi observado que nos primeiros 45 dias houve uma redução do 164 

número de animais com doença respiratória e uma melhoria no ganho de peso diário, relação 165 

consumo:ganho, custo por peso ganho, porcentagem de carcaças avaliadas na categoria 166 

“Choice” (USDA quality grade) e redução de abscessos no fígado (THEURER et al., 2019). 167 

Da mesma forma, Kayser et al. (2019) obtiveram resultados indicativos de que a 168 

suplementação com S. cerevisiae var. boulardii alterou a concentração de leucócitos no sangue 169 

em resposta a administração intranasal do vírus herpes bovina-1, sugerindo um aumento na 170 

resposta imunológica de novilhas de corte que recebiam a suplementação com o probiótico. 171 

 172 

2.1.2. Bacillus spp. 173 

O gênero Bacillus foi proposto por Ferdinand Cohn em 1872, após a descoberta e 174 

classificação do Bacillus subtilis, com características de bacilo quimioheterotrófico, aeróbico e 175 

formador de esporo (MANDIC-MULEC; STEFANIC; VAN ELSAS, 2015). Há 176 

aproximadamente 370 espécies de bactérias no gênero Bacillus, onde a maioria são Gram-177 

positivas, aeróbicas ou aeróbicas facultativas, de morfologia de bastões retos ou curvados, são 178 

organismos que apresentam motilidade por flagelos, peritríquios ou sem meios de mobilidade 179 

(OREM, 2018). 180 

As cepas do gênero Bacillus em que se tem conhecimento como possíveis probióticos para 181 

animais são: B. coagulans, B. subtilis e B. cereus (FIJAN, 2014). Há uma crescente tendência 182 

no uso de probióticos dessa bactéria em animais devido ao seu efeito estar associado com a 183 

redução de algumas doenças e melhoria na performance animal, além da capacidade de seus 184 

esporos serem resistentes tanto a altas como baixas temperaturas (MINGMONGKOLCHAI; 185 

PANBANGRED, 2018; SOUZA et al., 2017). 186 

Para selecionar possíveis espécies e cepas deste gênero e futuramente utilizá-las como 187 

probióticos, são realizados estudos das espécies de bactérias que já se encontram naturalmente 188 

no trato gastrointestinal dos animais para que posteriormente sejam avaliadas em diferentes 189 

condições de cultura. A partir destes estudos já foram possíveis apontar novos potenciais 190 

probióticos para bovinos, sendo eles o Bacillus thuringiensis, Bacillus tequilensis e Bacillus 191 

amyloliquefaciens (DU et al., 2018; KWEON et al., 2012; NAEEM et al., 2018). 192 

Com relação a cepa BCT-7112, ela foi isolada em 1966 no Japão, primeiramente sendo 193 

identificada como Bacillus cereus var. toyoi, e desde 1975 vem sendo utilizado na formulação 194 

do produto Toyocerin®, que desde então tem sido fornecido a uma grande variedade de animais 195 
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de produção como probiótico, contudo, estudos genéticos mais recentes apontaram que esta 196 

bactéria se trata de uma nova espécie de Bacillus, sendo renomeada de Bacillus toyonensis 197 

(JIMÉNEZ et al., 2013a, 2013b). Seu uso em animais foi liberado pela Autoridade Europeia 198 

para a Segurança dos Alimentos desde 2012 e reavaliado em 2014, reafirmando a não patogenia 199 

da cepa e efeito probiótico quando testados em diferentes espécies animais (EFSA, 2014). 200 

 201 

2.1.2.1. Uso de Bacillus em dietas para bovinos 202 

O uso de probióticos a base de Bacillus em ruminantes tem se mostrado promissor, tanto 203 

para bovinos jovens como em adultos. Nos animais jovens, como bezerros separados de suas 204 

mães precocemente nas criações intensivas de leite, ou mesmo bezerros em fase de desmama, 205 

a não colonização correta da flora microbiana nos intestinos destes animais ou eventos 206 

estressantes os tornam susceptíveis aos casos de diarreia e subsequentes morbidade e até mesmo 207 

mortalidade (MINGMONGKOLCHAI; PANBANGRED, 2018). Resultados benéficos e 208 

similares foram encontrados com o fornecimento de B. amyloliquefaciens e B. subtilis no 209 

crescimento e melhoria no desenvolvimento intestinal e ruminal de bezerros com crescimento 210 

retardado (DU et al., 2018). Efeito positivo também foi encontrado quando bezerros pré-211 

ruminantes receberam probióticos contendo Lactobacillus e dois tipos de Bacillus juntamente 212 

com sucedâneo de leite, eles apresentaram melhor crescimento sem afetar o consumo de 213 

alimento (BOWMAN et al., 2021). 214 

Também, ao suplementar bezerros lactentes com B. megaterium, houve efeito benéfico no 215 

crescimento, função imunológica e status oxidativo intestinal (YAO et al., 2020). Contudo 216 

ainda é contraditório os benefícios, pois como observado por Torrezan et al. (2016), o uso de 217 

probiótico a base de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis não proporcionou melhoras no 218 

crescimento, no metabolismo e nem na redução de ocorrência de diarreia em bezerros 219 

alimentados com sucedâneo de leite. 220 

Já em ruminantes adultos, probióticos a base de Bacillus têm sido selecionados com o 221 

objetivo de melhorar a digestão da fibra no rúmen, visto que a maior parte dos alimentos 222 

ingeridos pelo animal é fermentada e degradada nesta porção do trato gastrointestinal e 223 

pressupõe-se que a flora intestinal já tenha sido estabelecida nestes animais 224 

(MINGMONGKOLCHAI; PANBANGRED, 2018). Em estudo realizado com a utilização de 225 

esporos de Bacillus subtilis em vacas de leite, foi observado efeito positivo na produção, nos 226 

teores de proteína e sólidos totais do leite (SOUZA et al., 2017).  227 

 228 
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2.1.3. Lactobacillus spp. 229 

Bactérias do gênero Lactobacillus pertencem a família Lactobacillaceae, em sua maioria 230 

são Gram-positivas, psicrófilas, anaeróbicas facultativas, não esporuladoras, sem meios de 231 

motilidade e em forma de bastões (FEINER, 2006). A descrição da primeira bactéria deste 232 

gênero foi o Lactobacillus acidófilos, primeiramente classificada como Bacillus acidophilus 233 

em 1900 por Moro, sendo propriamente renomeada em 1929 (BULL et al., 2013). Com a 234 

criação do gênero Lactobacillus ocorrendo somente em 1901 por Beijerink, possibilitando 235 

então a reclassificação do Lactobacillus acidófilos, já em 2007 a quantidade de espécies de 236 

Lactobacillus já classificadas eram de 109 (Figura 2) e atualmente são mais de 200 cepas 237 

pertencentes somente ao grupo L. acidophilus (BEIJERINCK, 1901; DUAR et al., 2017). 238 

 239 

 240 

Figura 2. Principais marcos no desenvolvimento da taxonomia de Lactobacillus e os efeitos 241 

resultantes na colocação taxonômica de Lactobacillus acidophilus (adaptado de Bull et al., 242 

2013). 243 

 244 

Com relação ao grupamento, outro método proposto por Duar et al. (2017), foi segundo o 245 

método do sequenciamento genético do gene Piruvato-quinase (Figura 3). Contudo a definição 246 

de grupos e subgrupos ainda vem sendo constantemente alterada e o modo em que os 247 

Lactobacillus são agrupados diferem, sendo dependentes de qual avaliação as espécies são 248 

submetidas, os mais utilizados são por características fenotípicas tradicionais, padrão 249 

fermentativo de açúcares e análise da sequência genética (BULL et al., 2013). Todavia, 250 
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independente dos variados agrupamentos das espécies, as cepas que demonstram potencial 251 

efeito probiótico deste gênero são:  L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. 252 

delbrueckii subsp. bulgaricus, L. johnsonii, L. fermentum, L. reuteri e L. infantis (FIJAN, 2014).  253 

 254 

 255 

Figura 3. Árvore filogênica das 170 espécies de Lactobacillus agrupadas com base na 256 

sequência do gene Piruvato-quinase (Adaptado de O’Flaherty et al., 2018) 257 

 258 

2.1.3.1. Uso de Lactobacillus em dietas para bovinos 259 

Greene et al. (1991) estudando o efeito da combinação de dois Lactobacillus, o 260 

Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei, em infusão intramamaria em vacas de leite 261 

com alta contagem de células somáticas provocadas por mastite subclínica, não obtiveram 262 

resultados positivos com a aplicação destes probióticos nas vacas, não indicando este uso para 263 
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este probiótico. Contudo, Alawneh et al. (2020), utilizando um produto comercial contendo a 264 

mistura de L. paracasei, L. buchneri e L. casei em forma de spray nos tetos de vacas de leite 265 

como tratamento pós ordenha, obtiveram resultados sugestivos de melhoria nos tetos, esfíncter 266 

dos tetos e saúde do úbere. 267 

Ainda, Xu et al. (2017) suplementando vacas de leite com Lactobacillus casei Zhang e 268 

Lactobacillus plantarum, observaram que vacas que receberam os probióticos apresentaram 269 

aumento na produção de leite, na concentração de imunoglobulina G, lactoferrina, lisossomos 270 

e lactoperoxidase, e redução na quantidade de células somáticas no leite, além de reduzir 271 

algumas bactérias intestinais patógenas. 272 

Já ao avaliar o efeito do fornecimento do Lactobacillus acidophilus cepa NP51 em bovinos 273 

de corte, Peterson et al. (2007) foram capazes de observar a redução presença de Escherichia 274 

coli O157:H7 nas fezes dos novilhos. Também, resultados positivos em bezerros desmamados, 275 

em crescimento e bezerros amamentados por vacas foram encontrados por Kelsey e Colpoys 276 

(2018), havendo melhoria na performance destes animais quando receberam suplementação 277 

com produto comercial contendo uma mistura de Enterococcus faecium, Lactobacillus 278 

acidophilus, Lactobacillus casei e Lactobacillus plantarum.  279 

Todavia, quando o Lactobacillus acidophilus foi submetido a avaliação in vitro em quatro 280 

concentrações (0; 0,25 × 107; 0,50 × 107; e 0,75 × 107 UFC/ml), usando líquido ruminal bovino 281 

e testado com dois substratos, a palha de arroz e a palha de milho, foi obtido maiores 282 

concentrações de NH3-N e produção de gás in vitro com o maior nível de suplementação do 283 

probiótico (CHEN et al., 2017). 284 

Potenciais cepas são constantemente descobertas, caracterizadas e testadas como possíveis 285 

probióticos para o uso em animais, especialmente em bovinos, algumas destas bactérias que 286 

foram sugeridas são o L. helveticus, L. fermentum, L. salivarius, L. plantarum e L. 287 

mucosae (DAMODHARAN et al., 2016; JOBBY et al., 2020; MALDONADO et al., 2018). 288 

 289 

2.1.4. Megasphaera elsdenii 290 

Megasphaera elsdenii é uma bactéria do filo Firmicutes pertencem a família 291 

Veillonellaceae e ao gênero Megasphaera (MARCHANDIN; JUMAS-BILAK, 2014; 292 

ROGOSA, 1971). Como principal característica são bactérias Gram-negativas, anaeróbicas em 293 

formato de coccus, nos ruminantes estão presentes no rúmen e nos intestinos, onde fermentam 294 

carboidratos e ácidos orgânicos, sendo considerado um dos principais organismos envolvidos 295 

no catabolismo do ácido lático e desaminação de aminoácidos (MAROUNEK; FLIEGROVA; 296 

BARTOS, 1989). 297 
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Os primeiros a isolar a cepa de Megasphaera elsdenii foram Elsden e Lewis (ELSDEN; 298 

LEWIS, 1953), que a descreveram como uma grande bactéria, estritamente anaeróbica, Gram-299 

negativa, produtora de ácidos graxos voláteis, em forma de coccus e sem motilidade isolada no 300 

rúmen de ovinos. Contudo, as características descritivas desta cepa não se enquadravam nas 301 

demais já conhecidas passando a ser chamada como bactéria “LC” por Elsden et al. (1956). Já 302 

em 1959, Gutierrez et al. (1959) encontraram um organismo similar à bactéria “LC” no rúmen 303 

de bovinos, concluindo ser do gênero Peptostreptococcus e propuseram a criação de uma nova 304 

espécie, a P. elsdenii, contudo Rogosa (1971) demonstrou que P. elsdenii isolada por Gutierrez 305 

et al. (1959) não era Gram-negativa, não podendo assim pertencer ao gênero 306 

Peptostreptococcus, propondo a transferência de P. elsdenii para um novo gênero, o  307 

Megasphaera e classificou o isolado “LC” de Elsden et al. (1956) como sendo um cepa do M. 308 

elsdenii. 309 

 310 

2.1.4.1. Uso de Megasphaera elsdenii em dietas para bovinos 311 

Estudando o efeito da infusão ruminal via sonda (drench) com Megasphaera elsdenii no pH 312 

reticular, e dinâmicas na lactação de vacas de leite em acidose ruminal subaguda, Mazon et al. 313 

(2020), observaram efeito potencialmente benéfico da utilização do probiótico fornecido via 314 

sonda na dinâmica do pH, resiliência á acidose e possivelmente na produção de leite e consumo 315 

de alimento, contudo o horário da administração pareceu influenciar o estabelecimento do M. 316 

elsdenii e na eficácia da suplementação. 317 

Já Lopes et al. (2021), avaliando touros que receberam uma única administração de M. 318 

elsdenii antes do início da dieta de adaptação de confinamento, ao qual a dieta final era 319 

composta por 91,5% de concentrado e 8,5% de volumoso, não encontraram desempenhos 320 

diferentes entre animais que receberam ou não o probiótico. Todavia, esta estratégia de fornecer 321 

Megasphaera elsdenii como probiótico em dose única no início da adaptação à dieta de 322 

confinamento, se mostrou útil, ao se observar que os animais que o receberam tiveram uma 323 

adaptação mais rápida ao concentrado (dieta com 7% feno de alfafa e 93% concentrado), e 324 

nenhum sinal de acidose foi observada neles no estudo de Veloso et al. (2021). Concordando 325 

com os achados de DeClerck et al. (2020), onde a utilização M. elsdenii, também em dose única, 326 

para vacas submetidas a dieta de confinamento com 10% de resíduo de algodão e 90% 327 

concentrado, sem adaptação previa, resultou em maior área de superfície absortiva e maior 328 

razão entre área de papila e área de superfície absortiva que as demais, sugerindo que o 329 

fornecimento de M. elsdenii atuou favoravelmente à ecologia do rúmen e possivelmente 330 

também na mitigação da acidificação do pH ruminal.  331 
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 332 

2.1.5. Tipos de apresentação dos probióticos 333 

 334 

2.1.5.1. Leveduras vivas 335 

Um dos métodos disponíveis para a suplementação com probióticos são através de 336 

leveduras vivas ou como também são chamadas “direct-feed microbials (DFM)”, em que cepas 337 

especificas são submetidas a câmaras fermentativas para crescimento e multiplicação, após 338 

atingido o volume desejado são separadas do meio de cultura e secas em baixa temperatura (~ 339 

-54 °C) ou liofilizadas (FLYNN; ADAMS, 1981; LALLEMAND, 2022). Este tipo de 340 

processamento garante a viabilidade das leveduras, mantendo sua capacidade em formar novas 341 

colônias, permitindo assim o seu uso como probiótico (SHURSON, 2018). As leveduras vivas 342 

puras têm uma composição de 15-25 bilhões de células viáveis por grama de produto (15-25 x 343 

109 UFC/g), alguns produtos à base de leveduras vivas também podem levar em sua composição 344 

outros ingredientes, muitos destes produtos a concentração de células viáveis são de 5 x 109 345 

UFC/g (STONE, 2006). 346 

 347 

2.1.5.2. Cultura de leveduras  348 

As culturas de leveduras geralmente são compostas pelo meio de cultura, leveduras e seus 349 

metabólitos produzidos durante o processo de fermentação, apesar de conterem células viáveis 350 

do fungo não são devidamente considerados como fonte de biomassa da levedura, por conter 351 

um número reduzido de células viáveis devido á sua diluição ao meio (SHURSON, 2018). Este 352 

tipo de probiótico é utilizado por proporcionar benefícios nutricionais e efeito na saúde dos 353 

animais por conter diversos metabolitos oriundos da fermentação das leveduras, como 354 

peptídeos, ésteres, álcoois e ácidos orgânicos (SHURSON, 2018). 355 

 356 

2.1.5.3. Esporos  357 

Os esporos de certas bactérias são utilizados principalmente quando há essa possibilidade, 358 

visto que são células em estado vegetativo, capazes de sobreviver em condições adversas de 359 

temperatura e desidratação, e quando em contato com o trato gastrointestinal dos animais são 360 

capazes de germinar, proliferar e esporular novamente, quando os recursos (nutrientes) são 361 

exauridos do meio (HONG; LE; CUTTING, 2005). Esta habilidade de alguns microrganismos 362 

em formar esporos permite tanto o armazenamento por maior tempo, quanto a uma maior 363 

viabilidade quando comparado a outros métodos utilizados em probióticos não esporulados, 364 

como é o caso do processo de liofilização ou secagem em câmaras frias, em que naturalmente 365 
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reduzem a viabilidade de algumas unidades de microrganismos (MINGMONGKOLCHAI; 366 

PANBANGRED, 2018). 367 

 368 

2.1.5.4. Resíduos de bioprodutos 369 

No mundo é produzido uma grande quantidade de subprodutos ou resíduos formados nos 370 

processos de produção de etanol e bebidas alcoólicas, obtidas pela fermentação de grãos de 371 

cereais e outros ingredientes. Estes subprodutos ou resíduos de destilarias são secos, dando 372 

origem ao DDG (distillers dried grains) onde não apenas contém os grãos e ingrediente 373 

utilizados para a formação do produto principal (etanol ou bebidas alcoólicas) mas também as 374 

leveduras utilizadas (SHURSON, 2018). Apesar dos diferentes processos de fabricação, 375 

viabilidade das leveduras e composições químicas, alguns destes subprodutos têm se mostrado 376 

benéficos à saúde dos animais e são utilizados como ingredientes na formulação da dieta para 377 

animais (WAMBUI; ABDULRAZAK, 2010). 378 

 379 

2.2. Antibióticos promotores de crescimento 380 

A descoberta do efeito promotor de crescimento de alguns antibióticos foi em meados de 381 

1940 (CASTANON, 2007). Já as publicações mais antigas apontando os efeitos benéficos são 382 

de Moore e Everson (1946), que estudaram o uso de sulfasuxidina, estreptotricina e 383 

estreptomicina em aves e de Jukes et al. (1950) que estudaram o uso de aureomicina em suínos. 384 

A aprovação pela agência de Administração de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos 385 

(US-FDA) do uso de antibióticos nos animais sem prescrição médica foi realizada em 1951, 386 

enquanto que na Europa entre 1950 e 1960, cada país aprovou e regulou individualmente o uso 387 

dos antibióticos para utilização na alimentação dos animais de produção (CASTANON, 2007; 388 

JONES; RICKE, 2003). 389 

A popularização do uso de antibióticos como aditivos alimentares se deu pela grande 390 

influência no trato gastrointestinal dos animais, suprimindo a competição de microrganismos 391 

indesejáveis que utilizam nutrientes e produzem substâncias indesejáveis ou toxicas e 392 

melhorando o desempenho animal (GETABALEW; ALEMNEH; ZEWDIE, 2020). Assim, o 393 

uso de antibióticos utilizados de maneira não terapêutica, ou seja, com a função de promotor de 394 

crescimento tornou-se numa prática globalmente praticada (CHATTOPADHYAY, 2014). 395 

Desde então grande parte da produção de carne no mundo tem utilizado antibióticos promotores 396 

de crescimento, como observado na Figura 4, em 2010 a Espanha utilizou cerca de 259,5 mg 397 

de antibióticos por kg de carne produzida (corrigido por número e tipo de animal, PCU), 398 
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enquanto a Itália utilizou 421,1 mg/PCU, Estados Unidos da América utilizou 84,5 mg/PCU e 399 

Brasil 44,5 mg/PCU. 400 

 401 

 402 

Figura 4. Uso de antibióticos na pecuária em miligramas de uso total por quilograma de 403 

produção de carne em 2010. (Adaptado de Broadfoot et al., 2017; EMA, 2017; Van Boeckel et 404 

al., 2015) 405 

 406 

Como consequência do uso desenfreado de antibióticos na alimentação dos animais de 407 

produção (principalmente bovinos, aves e suínos) foi notado aumento em casos hospitalares de 408 

pessoas que tinham infecções bacterianas resistente à alguns antibióticos usados pela medicina 409 

humana, ocorrendo em primeiro momento a proibição do uso de antibióticos utilizados em 410 

humanos como aditivos nos alimentos dos animais por alguns países (CHATTOPADHYAY, 411 

2014). Porém, a Suécia foi um dos primeiros países a banir o uso de antibióticos como 412 

promotores de crescimento, em 1986, seguido pela Dinamarca em 1998 e na sequência pela 413 

união europeia em 2006, todos pelo mesmo motivo: “a precaução do desenvolvimento de 414 

resistência bacteriana” (CASTANON, 2007). Porém o uso de monensina sódica foi reavaliado 415 

em 2007 e autorizado para ser utilizado como coccidiostático em aves (EMA, 2017). 416 

Russell e Houlihan (2003), notaram que não foram identificados genes responsáveis por 417 

resistências das bactérias ruminais aos ionóforos, e que o uso desses na alimentação animais é 418 

pouquíssimo provável em transferir a resistência bacteriana aos humanos. Neumann et al. 419 

(2018), avaliaram resíduo de monensina sódica em tecidos e órgãos pós abate e concluíram que 420 
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o uso deste ionóforo em bovinos confinados além de melhorar a produtividade e performance 421 

econômica, não deixa resíduos nos tecidos consumíveis. 422 

Atualmente, na união europeia é permitido o uso de monensina em vacas de leite na forma 423 

de dispositivo intraruminal de liberação continua (Kexxtone®, Elanco GmbH, Cuxhaven, 424 

Alemanha) como forma de prevenir cetose nos animais (EMEA; VETERINARY MEDICINES 425 

AND INSPECTIONS, 2013). 426 

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), no Brasil 427 

é proibido o uso das seguintes substancias na alimentação animal: Organoclorados (Portarias 428 

nº 329/1985 e 191/1986); Avoparcina (Of. Circ. DFPA nº 047/1998); Arsenicais e antimoniais 429 

(Portaria nº 31, 29/01/2002); Cloranfenicol e nitrofuranos (IN nº 09, 27/06/2003); Substâncias 430 

com efeito tireostático, androgênico, estrogênico, gestagênico e β-agonista em aves (IN nº 17, 431 

18/06/2004); Olaquindox (IN nº 11, 24/11/2004); Carbadox (IN nº 35, 14/11/2005); Violeta de 432 

Genciana (IN nº 34, 13/09/2007); Anfenicois, tetraciclinas, β-lactâmicos (penicilinas e 433 

cefalosporinas), quinolonas e sulfonamidas sistêmicas (IN nº 26, 9/07/2009 (Portaria nº 434 

193/1998)); Substâncias, naturais ou artificiais, com atividade anabolizante hormonal em 435 

bovinos de abate (IN nº 55, 01/12/2011); Espiramicina e eritromicina (IN nº 14, 17/05/2012); 436 

ß-agonista em bovinos (Ato nº 01, 01/11/2012); Colistina (como aditivo melhorador de 437 

desempenho) (IN nº 45, 22/11/2016); Tilosina, lincomicina e tiamulina (como aditivo 438 

melhorador de desempenho)(IN nº 01, de 13/01/2020). 439 

Os aditivos antimicrobianos permitidos e mais utilizados como promotores de crescimento 440 

para bovinos no Brasil são: bacitracina, flavomicina, lasalocida, monensina, narasina, 441 

salinomicina e virginiamicina (BRESSLAU, 2017). No Canadá, é aprovado o uso dos seguintes 442 

medicamentos para bovinos: amprolim, cloridrato de clortetraciclina, decoquinato, 443 

fenbendazol, lasalocida sódica, lubabergon, acetato de melengestrol, monensina sódica, 444 

tartarato de morantel, cloridrato de oxitetraciclina, poloxaleno, cloridrato de ractopamina, 445 

salinomicina sódica, tilmicosina, fosfato de tilosina, virginiamicina e cloridrato de zilpaterol 446 

(CFIA, 2018). Já nos EUA a lista de medicamentos liberados inclui os principais antibióticos 447 

promotores de crescimento como propionato de salinomicina, lasalocida, maduramicina, 448 

monensina sódica e narasina (NOVILLA, 2011; SHIELDS, 2009). 449 

 450 

2.2.1. Ionóforos 451 

Ionóforos são uma classe de antibióticos de origem bacterina (Streptomyces), caracterizados 452 

principalmente por facilitarem o movimento de íons inorgânicos monovalentes e divalentes 453 

através de membranas biológicas. São compostos de baixa massa molecular, solúveis em 454 
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lipídeos, onde cada ionóforo atua em íons específicos (K+, Na+, Ca2+ e Mg2+) carregando-o 455 

através da membrana, e são divididos em duas classes, os carreadores iônicos móveis e os 456 

carreadores formadores de canal (DEVLIN, 2004; MARCUCCI et al., 2014). Os carreadores 457 

iônicos móveis difundem facilmente na membrana e passam a transportar os íons de um lado 458 

para o outro, como exemplo se tem a monensina, com ação “antiporte” e eletroneutro e a 459 

valinomicina, com ação “uniporte” e eletrogênico, já os formadores de canal formam um canal 460 

que atravessa a membrana e através dessa estrutura que conseguem difundir os íons, como 461 

exemplo a gramicidina e nistatina (DEVLIN, 2004).  462 

Os principais ionóforos utilizados como aditivos na alimentação de bovinos são 463 

salinomicina, monensina e lasalocida (NOGUEIRA; FRANÇA; PEIXOTO, 2009). A 464 

monensina sódica possui maior preferência pelo Na+ e apenas afinidade por íons monovalente, 465 

a salinomicina possui maior afinidade por íons K+ e pouca afinidade por íons bivalentes, e a 466 

lasalocida têm afinidade tanto por cátions bivalentes como por monovalentes (Na+ e K+) 467 

(MARCUCCI et al., 2014; SALMAN; PAZIANI; SOARES, 2006). 468 

Nos ruminantes o mecanismo de ação dos ionóforos no rúmen é realizado com a ligação do 469 

mesmo aos cátions de preferência, e os transportam pela membrana celular das bactérias, com 470 

a entrada destes cátions no interior das células, a bactéria tenta manter sua osmolaridade 471 

acionando seus mecanismos de bomba iônica, contudo utiliza suas reservas de energia, sendo 472 

levada à exaustão pelo continuo fluxo de íons carreados pelos ionóforos, afetando 473 

principalmente bactérias Gram-positivas, favorecendo o crescimento das Gram-negativas por 474 

serem mais resistentes à ação dos ionóforos, que acabam por dominar o meio, já que é reduzida 475 

a competição por substratos no rúmen (Figura 5) (AZZAZ; MURAD; MORSY, 2015; 476 

MARCUCCI et al., 2014). 477 
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 478 

Figura 5. Modo de ação da monensina em bactérias Gram-positivas (Adaptado de Azzaz et al., 479 

2015). 480 

 481 

2.2.1.1. Uso de monensina em dietas para bovinos 482 

A monensina sódica desde a sua descoberta como promotor de crescimento para bovinos se 483 

tornou um dos aditivos mais utilizados em todo o mundo, sua ação direta na população 484 

microbiana ruminal seleciona determinados grupos de bactérias. Isto ocasiona em mudanças na 485 

quantidade e perfil de ácidos orgânicos produzidos pelos microrganismos, com aumento na 486 

produção de propionato, redução na produção de acetato e melhoria na eficiência alimentar 487 

(GONZÁLEZ et al., 2012; HRISTOV et al., 2013; WEISS et al., 2020).  488 

Parte da sua popularização como aditivo alimentar se deve pela utilidade nos rebanhos em 489 

confinamento, que recebem uma dieta com alta concentração energética proveniente de grãos 490 

amiláceos, que podem causar distúrbios metabólicos como a acidose ruminal nesses animais 491 

(VIANA et al., 2021). Sua recomendação para  as dietas desses rebanhos ocorre por dois 492 

mecanismos distintos de ação dos ionóforos, o primeiro é pela capacidade deles em reduzir a 493 

população de bactérias formadoras de ácido láctico como a Streptococcus bovis e o segundo 494 

mecanismo é pela alteração no consumo de alimento, com modificações no comportamento 495 

ingestivo dos animais, tanto reduzindo a velocidade de entrada de carboidratos rapidamente 496 
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fermentáveis no rúmen quanto reduzindo o consumo total de alimento, e como consequência 497 

da combinação destes dois mecanismos é melhorada a eficiência de utilização do alimento 498 

(ALMEIDA et al., 2019; AZZAZ; MURAD; MORSY, 2015; SILVA et al., 2021). Outro efeito 499 

importante é na redução da produção de metano, pois a monensina atua na redução da 500 

disponibilidade de hidrogênio e formato, elementos fundamentais para as bactérias 501 

metanogênicas (AZZAZ; MURAD; MORSY, 2015; THOMPSON et al., 2019). Como 502 

apresentado na metanálise de Appuhamy et al. (2013), ao qual foi observado efeito consistente 503 

da monensina sódica em reduzir a produção de metano em ruminantes. Além disso, na 504 

metanálise de Duffield et al. (2012), são relatados efeito linear na melhoria da eficiência 505 

alimentar, redução consumo de matéria seca e maior ganho de peso médio dos animais com a 506 

utilização da monensina sódica.  507 

 508 

2.2.1.2. Uso de salinomicina em dietas para bovinos 509 

A preferência de utilização da salinomicina se dá para bovinos manejados em pastos 510 

(BAGLEY et al., 1988; ITAVO et al., 2020; MEDEIROS; GOMES; BUNGENSTAB, 2015; 511 

MOMBACH et al., 2021), principalmente por este ionóforo afetar menos o consumo de 512 

alimento em comparação com a monensina sódica, pois devido a menor densidade energética 513 

da dieta consumida, a redução no consumo poderia resultar em menor desempenho dos animais. 514 

Estudando o efeito da salinomicina em vacas de leite, Matloup et al. (2017) observaram 515 

aumento na ingestão de alimento, digestibilidade dos nutrientes, produção de leite e eficiência 516 

na produção de leite. Ainda, Neumann et al. (2016) avaliando o desempenho produtivo e 517 

inocuidade da carne de bovinos terminados em confinamento que receberam salinomicina, 518 

observaram que o aditivo não alterou o consumo de alimento em comparação com animais que 519 

não receberam o aditivo, também melhor ganho de peso e conversão alimentar foram obtidos 520 

nos animais que receberam salinomicina. Com relação a inocuidade da carne, Neumann et al. 521 

(2016) relataram que o jejum pré-abate de 16 horas foi suficiente para que tecidos consumíveis 522 

não apresentassem resíduo significantes do ionóforo. 523 

Todavia, quando a salinomicina foi avaliada na dieta de bovinos de corte a pasto não causou 524 

efeito significativo no pH ruminal, nitrogênio amoniacal, nem na degradabilidade da matéria 525 

seca e da fibra em detergente ácido (FERREIRA et al., 2019). Também, no estudo de Limede 526 

et al. (2021) não foi observado melhor ganho de peso, peso vivo final (corrigido para peso 527 

vazio), consumo de alimento e nem eficiência de utilização do alimento em novilhos com dieta 528 

a base de forragem e suplementados com salinomicina. 529 

 530 
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2.2.1.3. Uso de lasalocida em dietas para bovinos 531 

A utilização da lasalocida, assim como da monensina sódica se deve pela melhoria no 532 

desempenho dos animais, por meio da seleção de microrganismos ruminais resultando no 533 

aumento da produção de propionato (BERGER; RICKE; FAHEY, 1981; GOLDER; LEAN, 534 

2016). Contudo, o efeito na redução do consumo e palatabilidade da salinomicina é menor que 535 

o da monensina sódica (BARRERAS et al., 2013; ERICKSON et al., 2004). 536 

Quando avaliada a suplementação com lasalocida em novilhas de corte sob estresse por 537 

calor em dieta de terminação, foi observado aumento no ganho de peso, eficiência alimentar 538 

sem afetar o consumo de alimento esperado (BARRERAS et al., 2013). Similar ao descrito na 539 

metanálise de Golder e Lean (2016), ao analisar a lasalocida em função da dose administrada e 540 

duração da administração, foi obtido efeito linear do ganho de peso diário, eficiência do ganho 541 

e eficiência alimentar conforme aumento da dose, porém foi observado redução linear no 542 

consumo de alimento de acordo com aumento da dose. Todavia, quando avaliado em bovinos 543 

criados a pasto, a suplementação com lasalocida não se mostrou efetiva em melhor o ganho de 544 

peso (PICKETT; GUNTER, 2019; PICKETT et al., 2020). 545 

 546 

2.2.2. Não-ionóforos 547 

Os antibióticos não-ionóforos utilizados para bovinos e autorizados pelo Ministério da 548 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento do Brasil são a virginiamicina e a flavomicina 549 

(BRESSLAU, 2017). A virginiamicina é um antibiótico, produzido pelo microrganismo 550 

Streptomyces virginae, formado por dois componentes químicos (fator M e fator S) que inibem 551 

a formação de ligações peptídicas, ao entrarem em contato com bactérias Gram-positivas 552 

bloqueiam a síntese de proteínas no interior da célula, ocasionando no impedimento do 553 

crescimento delas (MARINO; MEDEIROS, 2015). O efeito apenas em bactérias do tipo Gram-554 

positivas se deve a impermeabilidade da parede celular das bactérias Gram-negativas, as 555 

tornando mais resistente à virginiamicina (VIANA et al., 2021). 556 

Já a flavomicina (em inglês Bambermycin) é um complexo recuperado a partir do 557 

Streptomyces bambergiensis que contém principalmente Moenomycin A e C, é um inibidor da 558 

síntese da camada peptidoglicana, que atua primariamente contra bactérias Gram-positivas e 559 

apresentam parede externa formada por peptidoglicanos, permeável a esse aditivo (HUBER; 560 

NESEMANN, 1968; NCBI, 2022).  561 

 562 

563 
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2.2.2.1. Uso de virginiamicina em dietas para bovinos 564 

Ítavo et al. (2020) observaram melhor desempenho e maior rentabilidade econômica em 565 

novilhos de corte em regime de pastagem que foi fornecido suplemento concentrado com 566 

virginiamicina, do que os animais que receberam salinomicina ou sem aditivo. Já quando a 567 

virginiamicina foi comparada a suplementação com monensina em estudo de metanálise, ambos 568 

os aditivos resultaram em melhores ganho de peso diário comparado ao controle (sem aditivo), 569 

porém não diferindo entre si, mas quando ajustado para a mesma dose, animais que receberam 570 

a virginiamicina apresentaram melhor ganho de peso em comparação aos que receberam 571 

monensin, sem que causassem redução no consumo de alimento (GOROCICA; TEDESCHI, 572 

2017). 573 

Quando a virginiamicina foi combinada com a salinomicina na dieta de terminação de 574 

novilhos de corte, foi possível observar redução no consumo de alimento, mas manutenção do 575 

ganho médio diário e melhoria na estimativa de consumo de energia líquida de mantença e 576 

energia líquida de ganho em comparação a animais que receberam apenas a salinomicina 577 

(NUÑEZ et al., 2013). 578 

 579 

2.2.2.2. Uso de flavomicina em dietas para bovinos 580 

Ao avaliar o uso de flavomicina em novinhos na fase de terminação, Smith et al. (2020) 581 

obtiveram resultados de maior consumo de alimento, marmoreio e carcaças classificas como 582 

“Choice” (USDA quality grade) nos animais que receberam flavomicina comparado aos que 583 

receberam monensina + tilosina. Porém, em outro estudo avaliando a inclusão de flavomicina 584 

e salinomicina em bovinos a pasto, não foi observado melhor eficiência alimentar, nem no 585 

consumo de matéria seca, nutrientes ou digestibilidade dos nutrientes com a utilização destes 586 

aditivos (LIMEDE et al., 2021). 587 

Quando combinado flavomicina ou virginiamicina com monensina na dieta de novilhos em 588 

terminação com dieta sem volumoso, Lemos et al. (2016) não obtiveram diferenças 589 

significativas entre os tratamentos para os índices produtivos de ganho de peso, nem para 590 

digestibilidade, pH ruminal, N-NH3, AGV e número de protozoários. 591 

 592 

593 
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Resumo 1185 

 O objetivo deste trabalho foi examinar os efeitos do inóculo ruminal de novilhos 1186 

recebendo diferentes combinações de ionóforo e probióticos em suas dietas sobre a produção 1187 

de gases in vitro de silagem de milho. O ajuste da produção de gás foi realizado com cinco 1188 

modelos matemáticos e sua cinética foi avaliada. Quatro novilhos mestiços (403,0 ± 75,5 kg de 1189 

peso corporal) com cânula ruminal foram designados para um desenho em quadrado latino 4 × 1190 

4. Os aditivos utilizados foram Monensina sódica (Rumensin® 100, 3 g / dia), Bacillus 1191 

toyonensis (Micro-Cell Platinum® 109, 1 g / dia) e Saccharomyces cerevisiae boulardii 1192 

(ProTernative®20, 0,5 g / dia). Os aditivos foram combinados nos seguintes tratamentos, 1193 

fornecidos diariamente na ração totalmente misturada: (1) Monensina; (2) Monensina + B. 1194 

toyonensis; (3) Monensin + S. boulardii; e (4) B. toyonensis + S. boulardii. Os dados de 1195 

produção de gás foram ajustados nos modelos de Gompertz, Groot, Ørskov, Brody, Richards e 1196 

Logístico Bicompartimentado. Nos modelos de Groot e Richards, observou-se perfeita 1197 

concordância entre os valores observados e previstos nas curvas de produção de gases in vitro 1198 

acumulada com maior coeficiente de determinação (R2 = 0,770 e 0,771, respectivamente), 1199 

coeficiente de correlação e concordância (CCC = 0,871 e 0,870, respectivamente), e a raiz 1200 

quadrada do quadrado médio do erro da predição (RQMEP = 1,14 e 1,15, respectivamente). 1201 

Avaliando os aditivos ao longo do modelo Groot, o tratamento B. toyonensis + S. boulardii 1202 

apresentou maior VF (12,08 ml / 100 mg de MS; p = 0,0022) do que Monensina e Monensina + 1203 

S. boulardii (9,16 e 9,22 ml / 100 mg de MS, respectivamente). Além disso, a taxa específica 1204 

de produção de gases (k) foi maior (p = 0,0193) em B. toyonensis + S. boulardii do que em 1205 

Monensin, não apresentando diferença estatística (p > 0,05) dos outros dois tratamentos. Além 1206 

disso, no tempo para iniciar a produção de gás, a fase de latência (λ), foi maior (p < 0,001) com 1207 

Monensin e Monensin + B. toyonensis do que com Monensin + S. boulardii e B. toyonensis + 1208 

S. boulardii. Os tratamentos Monensina e probióticos (B. toyonensis + S. boulardii) resultaram 1209 

em melhor cinética de degradação da silagem de milho, sendo que os modelos de Groot e 1210 

Richards tiveram o melhor ajuste para estimativas dos dados de produção de gás in vitro da 1211 

silagem de milho testada com diferentes combinações de aditivos para rações. 1212 

 1213 

Palavras-chave: aditivos naturais, ionóforo, modelos matemáticos, ruminantes, técnica da 1214 

produção de gás  1215 

1216 
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Abstract 1217 

This study aimed at examining the effects of rumen inoculum of steers receiving 1218 

different combinations of ionophore and probiotics in their diets on in vitro gas production of 1219 

corn silage. The fitting of gas production was performed with five mathematical models and its 1220 

kinetics was evaluated. Four crossbred steers (403.0 ± 75.5 kg body weight) with ruminal 1221 

cannula were assigned to a 4 × 4 Latin square design. The additives used were Monensin sodium 1222 

(Rumensin® 100, 3 g/day), Bacillus toyonensis (Micro-Cell Platinum® 109, 1 g/day) and 1223 

Saccharomyces cerevisiae boulardii (ProTer-native®20, 0.5 g/day). Additives were arranged 1224 

into the following treatments, supplied daily into total mixed diet: (1) Monensin; (2) Monensin 1225 

+ B. toyonensis; (3) Monensin + S. boulardii; and (4) B. toyonensis + S. boulardii. The gas 1226 

production data were fitted into the models of Gompertz, Groot, Ørskov, Brody, Richards, and 1227 

Dual-pool Logistic. A perfect agreement between observed and predicted values in curves of 1228 

accumulated in vitro gas production was observed in the Groot and Richards models, with 1229 

higher coefficient of determination (R2 = 0.770 and 0.771, respectively), o correlation 1230 

concordance coefficient (CCC = 0.871 and 0.870, respectively), and root mean square error of 1231 

prediction (RMSEP = 1.14 and 1.15, respectively). Evaluating the feed additives throughout 1232 

the Groot model, the B. toyonensis + S. boulardii treatment presented higher VF (12.08 mL/100 1233 

mg of DM; p = 0.0022) than Monensin and Monensin + S. boulardii (9.16 and 9.22 mL/100 mg 1234 

of DM, respectively). In addition, the fractional rate of gas production (k) was higher (p = 1235 

00193) in B. toyonensis + S. boulardii than in Monensin, not presenting a statistical difference 1236 

(p > 0.05) from the other two treatments. Additionally, with the time of beginning to gas 1237 

production, the lag time (λ), was greater (p < 0.001) with Monensin and Monensin + B. 1238 

toyonensis than with Monensin + S. boulardii and B. toyonensis + S. boulardii. The 1239 

combination of Monensin and probiotics (B. toyonensis + S. boulardii) resulted in better 1240 

kinetics of degradation of corn silage, being that the Groot and Richards models had the best fit 1241 

for estimates of the in vitro gas production data of corn silage tested with different feed additive 1242 

combinations. 1243 

 1244 

Keywords: gas production technique, ionophore, mathematical models, natural feed additive, 1245 

ruminants 1246 
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Introdução 1249 

 Ao longo dos anos, vários modelos matemáticos foram desenvolvidos para descrever 1250 

fenômenos biológicos. Por exemplo, Brody [1] propôs um modelo para descrever o crescimento 1251 

após um ponto de inflexão ou ação inibidora do crescimento, comumente relacionado ao 1252 

crescimento humano após o nascimento. No entanto, para estudar o crescimento em plantas, foi 1253 

necessária uma adaptação de um modelo existente usado para o crescimento animal [2], 1254 

resultando no modelo de Richard [3]. Apesar de antigo, o modelo desenvolvido por Benjamin 1255 

Gompertz em 1825, para estudar as leis da mortalidade e natalidade em humanos [4], foi 1256 

considerado um dos modelos mais utilizados para descrever o crescimento de animais, 1257 

embriões, plantas, tumores e populações de organismos [5]. 1258 

A partir desses modelos propostos, foi necessário expandir e elucidar novas técnicas de 1259 

análise, por meio do desenvolvimento de novos modelos específicos, como os modelos que 1260 

explicam a cinética da produção de gases in vitro em pesquisas com ruminantes [6–8]. Esta 1261 

variedade de modelos matemáticos ainda é utilizada para ajustar a produção de gás in vitro de 1262 

rações, aditivos ou condições diversas devido a que a complexidade dos fatores biológicos se 1263 

enquadra perfeitamente em um único modelo para posterior análise estatística dos tratamentos 1264 

estudados. No entanto, o modelo Logístico Bicompartimentado [8] tem sido amplamente 1265 

utilizado para ajustar a produção de gás in vitro de alimentos e dietas para ruminantes [9–13]. 1266 

Porém, deve-se notar que um único modelo não deve ser usado para todos os tipos de alimentos; 1267 

em vez disso, é essencial que diferentes modelos sejam ajustados para cada situação nutricional 1268 

[14]. 1269 

Uma linha de pesquisa comum para bovinos são os aditivos alimentares. A monensina 1270 

sódica, ou apenas monensina, é um ionóforo amplamente utilizado como aditivo nutricional 1271 

para melhorar a eficiência alimentar, desempenho, modulação ruminal e redução da emissão de 1272 

metano [15-17]. No entanto, em 2006, a União Europeia proibiu seu uso como aditivo alimentar 1273 

para bovinos, instigando os pesquisadores a testar aditivos alternativos para rações, a fim de 1274 

sustentar uma alta demanda de produção animal [18]. 1275 

Probióticos são aditivos nutricionais naturais, relacionados à melhoria da saúde, 1276 

aumento da ingestão de alimentos e digestibilidade dos nutrientes [19-22]. Saccharomyces 1277 

cerevisiae boulardii, é membro do reino dos fungos, e tem sido relacionado ao aumento da 1278 

degradabilidade ruminal in vitro de forragens e associado à capacidade da levedura de estimular 1279 

o crescimento e a atividade das bactérias de degradação da fibra [23,24]. Além disso, a inclusão 1280 

de S. cerevisiae em dieta rica em concentrado ou rica em fibras e diferentes processamentos do 1281 
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probiótico (extrato de levedura inativada ou célula de levedura viva) apresentaram efeito das 1282 

leveduras codependente da dieta, sendo mais evidente no substrato rico em fibras [25]. 1283 

Bacillus toyonensis, um membro do reino bacteriano, não foi muito estudado em 1284 

ruminantes, especialmente em bovinos, embora tenha sido liberado pela Autoridade Europeia 1285 

para a Segurança dos Alimentos desde 2012 e reavaliado em 2014 [26]. Ovelhas que receberam 1286 

a vacina contra o herpes vírus bovino tipo 5 e foram suplementadas com B. toyonensis tiveram 1287 

uma melhora na resposta imune à vacina [27]. 1288 

Devido aos probióticos estarem relacionados a melhorias em dietas ricas em fibras, e a 1289 

silagem de milho ser considerada o alimento mais comum usado como volumoso por vacas 1290 

leiteiras e gado de confinamento [23,28,29], estudamos os efeitos de diferentes combinações 1291 

de ionóforo e probióticos em dietas para novilhos na cinética de produção de gases in vitro de 1292 

silagem de milho. Este trabalho teve como objetivo avaliar a cinética da produção de gases in 1293 

vitro e ajustar modelos matemáticos de silagem de milho, utilizando líquido ruminal de novilhos 1294 

alimentados com diferentes combinações de ionóforo e probióticos. 1295 

 1296 

Material e Métodos 1297 

 O estudo foi realizado na Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 1298 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, Brasil (20 ° 26′50 ′ ′ S, 54 1299 

° 50′21 ′ ′ W, altitude 417 m). Neste estudo, todos os procedimentos envolvendo os animais 1300 

seguiram as diretrizes do Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal [30] do 1301 

Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (protocolo 1302 

1186/2021).  1303 

 1304 

Animais, delineamento experimental e tratamentos 1305 

 O inóculo ruminal foi obtido de quatro novilhos mestiços (Bos taurus indicus x Bos 1306 

taurus taurus) com peso corporal médio inicial de 403 ± 75,5 kg, munidos de cânula ruminal e 1307 

alojados individualmente em baias cobertas (3 m × 4,5 m) com piso de concreto, cocho de 1308 

concreto e bebedouro ad libitum. Eles foram atribuídos a um design de quadrado latino 4 x 4, 1309 

consistindo em quatro períodos de vinte e um dias e quatro tratamentos. 1310 

Uma vez ao dia às 09h 00 min, os novilhos recebiam uma ração totalmente misturada 1311 

contendo 300 g/kg de silagem de milho e 700 g/kg de concentrado (Tabela 1) mais os aditivos, 1312 

permitindo 10% de sobras. Os aditivos alimentares utilizados foram Monensina sódica 1313 

(Rumensin® 100, Eli Lilly do Brasil Ltda, São Paulo, SP, Brasil; 3 g / dia), Bacillus toyonensis 1314 

(Micro-Cell Platinum® 109, Lallemand Brasil; 1 g / dia) e Saccharomyces cerevisiae boulardii 1315 
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(ProTernative®20, Lallemand Brasil; 0,5 g / dia). Os aditivos foram organizados nos seguintes 1316 

tratamentos, fornecidos diariamente na ração totalmente misturada: (1) Monensina; (2) 1317 

Monensina + B. toyonensis; (3) Monensin + S. boulardii; e (4) B. toyonensis + S. boulardii 1318 

fornecidos na dieta mista total. 1319 

 1320 

Tabela 1. Composição da dieta experimental oferecida aos novilhos sem os aditivos 1321 

nutricionais. 1322 

Item Dieta 

Ingrediente (% MS da dieta)  

 Silagem de milho 30 

 Concentradoa 70 

   Milho moído 45,500 

   Farelo de soja 8,517 

   Casca de soja 14,000 

   Amireia® 180S 0,817 

   Sal 0,233 

   Lithonutri® 0,849 

   Premix 0,042 

   Vitaminas ADE 0,042 

Composição química da dieta (g/kg MS da dieta)  

  Matéria seca 604.938 

  Matéria orgânica 953.388 

  Proteína bruta 152.441 

  Extrato etéreo 22.919 

  Fibra em detergente neutro 381.568 

  Fibra em detergente acido 208.071 

aNíveis de garantia do concentrado: Umidade (máx.) 120,00g/kg; Proteína bruta (min.) 150,00g/kg; Extrato etéreo 1323 

(min.) 31,00 g/kg; Fibra bruta (máx.) 110,00 g/kg; Matéria mineral (máx.) 39,00 g/kg; Calcio 5,00 a 7,00 g/kg; 1324 

Fósforo (min.) 2600,00 mg/kg; NDT (nutrientes digestíveis totais; min.)  740,00 g/kg; FDN (fibra em detergente 1325 

neutro) 140,00 g/kg; Cobalto (min.) 0.62 mg/kg; Cobre (min.)15,30 mg/kg; Enxofre (min.) 195,00 mg/kg; Iodo 1326 

(min.) 0,80 mg/kg; Magnésio (min.) 78,40 mg/kg; Manganês (min.) 12,48 mg/kg; Selênio (min.) 0,20 mg/kg; 1327 

Sódio (min.) 1230,00 mg/kg; Zinco (min.) 51,00 mg/kg; Vitamina A (min.) 3300,00 UI/kg; Vitamina D (min.) 1328 

412,50 UI/kg; Vitamina E (min.) 15,00 UI/kg. 1329 

 1330 
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Os novilhos foram distribuídos aleatoriamente nos tratamentos a cada período, de forma 1331 

que todos os animais recebessem todos os tratamentos ao final do ensaio. Os tratamentos foram: 1332 

(1) Monensina; (2) Monensina + B. toyonensis; (3) Monensin + S. boulardii; e (4) B. toyonensis 1333 

+ S. boulardii. 1334 

 1335 

2.2. Análise química da silagem 1336 

Amostra da silagem de milho foi seca em estufa de ar forçado a 55 ° C por 72 h, e moída 1337 

em moinho Wiley com peneira de 1 mm e armazenada em sacos plásticos. A amostra foi 1338 

analisada para MS (método 930.15), Cinzas (método 942.05) e PB (método 955.04) de acordo 1339 

com as metodologias da AOAC [31]; EE foi analisado com o extrator ANKOMXT15 (ANKOM 1340 

Technology, Macedon, NY, EUA) de acordo com as instruções do fabricante; enquanto FDNa 1341 

e FDA foram analisados com analisador de fibra Tecnal TE-149 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) 1342 

de acordo com a metodologia de Van Soest et al. [32] usando α-amilase termoestável. O 1343 

carboidrato não fibroso (CNF) foi calculado de acordo com Sniffen et al. [33]: CNF = 1000 - 1344 

(PB + EE + Cinza + FDN) 1345 

 1346 

2.3. Dados de produção de gás in vitro 1347 

Em cada período, aproximadamente 500 ml de líquido ruminal foram obtidos dos 1348 

novilhos coletados através da cânula ruminal, filtrados por camadas de gaze e colocados em 1349 

garrafas térmicas individuais pré-aquecidas para manter a 39 °C. O líquido ruminal de cada 1350 

animal em cada período foi utilizado como inóculo nas análises de produção de gases in vitro. 1351 

O Sistema de Produção de Gás ANKOM RF (ANKOM Technology, Macedon, NY, 1352 

EUA) contendo 12 módulos foi usado para medir a produção de gás in vitro. Para cada líquido 1353 

ruminal obtido dos quatro novilhos, em cada período foram preparados 2 frascos com amostras 1354 

de silagem e 1 branco, apenas com tampão e inóculo. Amostra de silagem de milho foi seca a 1355 

55 ° C por 48 h e triturada em moinho Wiley com peneira de 1 mm. As amostras (500 mg) 1356 

foram cuidadosamente pesadas em frasco de 250 ml e aquecidas com 100 ml de tampão de 1357 

bicarbonato de fosfato [34] e, em seguida, 25 ml de líquido ruminal foram adicionados como 1358 

inóculo; após o preparo, foram colocados em uma incubadora (modelo MA093 Dubnoff de 1359 

banho metabólico com agitação, Marconi Ltda, Piracicaba, SP, Brasil) e conectados ao sistema 1360 

totalmente automático ANKOM RF Gas Production System, sendo os dados registrados a cada 1361 

5 min por 48 h. Os dados de pressão em termos de volume foram convertidos para a produção 1362 

cumulativa de gás e corrigidos para brancos. 1363 

 1364 
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2.4. Modelos e ajuste de curvas 1365 

Os dados de gases in vitro foram ajustados em cinco modelos matemáticos (Tabela 2). 1366 

Os modelos sigmoides de Gompertz e a equação logístico bicompartimentado são descritos por 1367 

Schofield et al. [8]. Groot et al. [6] e Richards [3] descrevem as equações do modelo sigmoidal. 1368 

Os modelos exponenciais Ørskov, Brody e Richards são descritos por Ørskov e McDonald [7] 1369 

e Brody [1], respectivamente. 1370 

 1371 

Tabela 2. Modelos não lineares considerados neste estudo para descrever a produção de gás in 1372 

vitro da silagem de milho combinada com diferentes aditivos. 1373 

Modelos Equação Nº de parâmetros 

Gompertz 𝑉(𝑡) =  𝑉𝐹𝑒[−𝑏𝑒(−𝑘𝑡)] + 𝜀 3 

Groot 𝑉(𝑡) = 𝑉𝐹/(1 + (
𝑏𝑘

𝑡𝑘
)) 3 

Ørskov 𝑉(𝑡) =  𝑉𝐹 + 𝑏(1 − 𝑒−𝑘𝑡) 3 

Brody 𝑉(𝑡) = 𝑉𝐹(1 − 𝑏𝑒−𝑘𝑡) +  𝜀 3 

Richards  𝑉(𝑡) = 𝑉𝐹(1 − 𝑏𝑒−𝑘𝑡)
𝑚

+ 𝜀 4 

Logístico 

Bicompartimentado 

𝑉(𝑡) =  𝑉1𝐹  {1 − 𝑒(−𝑘1(𝑡 − 𝜆1 ))} + 𝑉2𝐹{1 − 𝑒(−𝑘2(𝑡 − 𝜆2 ))} + 𝜀 5 

Onde V (t) é a produção cumulativa de gás (ml / 100 mg de MS) no tempo t, VF é o potencial máximo de 1374 

produção de gás (ml / 100 mg de MS), V1F é o volume final de gases derivados da degradação da fração solúvel 1375 

de rápida digestão (frações A + B1 do sistema Cornell) quando T → ∞, V2F é o volume final de gases derivados 1376 

da degradação da fração insolúvel de lenta digestão (fração B2 do sistema Cornell) quando T → ∞, k representa 1377 

a taxa da produção de gás (% / h), k1 é a taxa de produção de gás específica devido à degradação da fração 1378 

solúvel (% / h), k2 é a taxa de produção de gás específica devido à degradação da fração insolúvel (% / h), t é o 1379 

tempo de incubação (h), λ é o tempo de latência (h), b representa a constante de interação, m é um parâmetro de 1380 

forma, e é exponencial e ε é o erro experimental associado a cada observação. 1381 

 1382 

2.5. Análise Estatística 1383 

Os parâmetros dos modelos Gompertz, Groot, Ørskov, Brody e Logístico 1384 

Bicompartimentado foram estimados pelo método de Gauss Newton modificado pelo 1385 

procedimento NLIN do SAS (SAS University Edition, Sas Institute Inc. Cary, CA, EUA). O 1386 

número máximo de interações utilizadas foi de 100 (cem). Devido à dificuldade de ajuste dos 1387 

modelos de Richards pelo Gauss Newton, devido à não convergência do processo interativo, 1388 

foi utilizado o algoritmo de Levenberg–Marquardt na interação de ajuste, sendo utilizadas 300 1389 

(trezentas) interações como máximo número. 1390 



62 
 

Sobre os valores previstos foram utilizados o coeficiente de determinação (R2) e o teste 1391 

F para identidade dos parâmetros (β0 = 0 e β1 = 1) de regressão dos dados observados; o 1392 

coeficiente de correlação e concordância (CCC); a raiz quadrada do quadrado médio do erro da 1393 

predição (RQMEP); e a decomposição do quadrado médio do erro da predição (QMEP) em erro 1394 

médio (EM), viés sistemático (VS) e erro aleatório (ER) foram utilizados como critérios para 1395 

avaliação dos modelos. A comparação entre os modelos quanto à sua acurácia foi realizada pela 1396 

análise da decomposição do quadrado médio do erro da predição (QMEP) e a precisão utilizou 1397 

o delta do critério de informação de Akaike (AIC) [35]. 1398 

Os cálculos estatísticos de avaliação e comparação dos modelos foram feitos por meio 1399 

do programa Model Evaluation System versão 3.2.2. Uma vez escolhido o modelo que melhor 1400 

descreve a curva média de produção de gases in vitro dos tratamentos, os parâmetros do modelo 1401 

selecionado foram submetidos à análise de variância pelo procedimento PROC GLM e as 1402 

médias comparadas pelo teste de Tukey no programa SAS (SAS University Edition, Sas 1403 

Institute Inc., Cary, CA, EUA). Foi adotado nível de significância de 5% em todas as análises 1404 

estatísticas. 1405 

Os parâmetros de produção de gás in vitro foram analisados na ANOVA unilateral 1406 

usando o procedimento GLM (General Linear Models) do pacote estatístico SAS (SAS 1407 

University Edition, Sas Institute Inc., Cary, CA, EUA) em design de quadrado latino. As médias 1408 

entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a probabilidade de α = 0,05 1409 

utilizando o seguinte modelo estatístico: 1410 

Yijk = μ + Ai + Pj + Tk + eijk 1411 

Onde: µ = média geral; Ai = efeito animal i, com i variando de 1 a 4; Pj = efeito de período j, 1412 

com j variando de 1 a 4; Tk = efeito do tratamento k, com k variando de 1 a 4; eijk = erro 1413 

aleatório associado a cada observação. 1414 

 1415 

Resultados 1416 

 A composição química da silagem de milho incubada na produção de gás in vitro 1417 

apresentou: Matéria seca (MS) 310,27 g kg − 1 na matéria natural; Cinza 62,39 g kg − 1 na MS; 1418 

Proteína bruta 97,70 g kg − 1 na MS; Extrato etéreo 12,56 g kg − 1 na MS; fibra em detergente 1419 

neutro analisada com α-amilase 606,75 g kg − 1 na MS; fibra em detergente ácido 428,19 g kg 1420 

− 1 em MS; carboidrato não fibroso 220,60 g kg − 1 na MS. 1421 

A avaliação dos modelos que se enquadram nos critérios apresentou médias próximas 1422 

aos dados observados (Tabela 3), embora os desvios-padrão sejam menores quando ajustados 1423 

aos modelos. Os modelos de Groot e Richards apresentaram o maior coeficiente de 1424 
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determinação (R2), indicando melhor ajuste dessas equações aos dados in vitro. Além disso, o 1425 

coeficiente de correlação e concordância (CCC) apresentou o mesmo padrão de R2, com os 1426 

modelos de Groot e Richards mais próximos do coeficiente ideal do que outros modelos, 1427 

refletindo precisão e exatidão. 1428 

 1429 

Tabela 3. Avaliação do ajuste dos modelos para estimar a produção de gás in vitro da silagem 1430 

de milho combinada com diferentes aditivos. 1431 

Modelo Média EP R2 P-value CCC RQMEP 

Decomposição do 

QMEP (%) 

EM VS EA 

Gompertz 7,88 2,02 0,736 0,664 0,845 1,23 0,007 0,100 99,893 

Groot 7,87 2,10 0,770 0,999 0,871 1,14 0,000 0,000 100,000 

Ørskov 7,87 2,08 0,751 0,999 0,858 1,19 0,000 0,000 100,000 

Brody 7,87 2,08 0,751 0,999 0,858 1,19 0,000 0,000 100,000 

Richards  7,87 2,10 0,771 0,998 0,870 1,15 0,000 0,000 100,000 

Logístico 

Bicompartimentado 
7,88 2,05 0,700 0,569 0,865 1,16 0,009 0,140 99,85 

Dados observados 7,87 2,40 - - - - - - - 

EP, erro padrão; R², coeficiente de determinação; P-value, valor da probabilidade associada com a simultaneidade 1432 

do teste F para a identidade dos parâmetros (β0 = 0 e β1 = 1) da regressão dos dados observados dos valores 1433 

preditos; CCC, coeficiente de correlação e concordância; RQMEP, raiz quadrada do quadrado médio do erro da 1434 

predição; QMEP, decomposição do quadrado médio do erro da predição; EM, erro médio; VS, viés sistemático; 1435 

EA, erro aleatório. 1436 

 1437 

Quando observado a a raiz quadrada do quadrado médio do erro da predição (RQMEP), 1438 

a medida absoluta para ajuste dos modelos, o menor valor foi apresentado pelo modelo Groot, 1439 

seguido pelos modelos Richards e Logístico bicompartimentado (Tabela 3). Após a 1440 

decomposição do quadrado médio do erro da predição (QMEP), foi possível inferir o erro de 1441 

predição, sendo que os modelos Groot, Ørskov, Brody e Richards apresentaram cem por cento 1442 

(100%) de erro aleatório (ER), enquanto os modelos Gompertz e Logístico Bicompartimentado, 1443 

além da ER, também apresentaram erro médio (EM) e viés sistemático (BS). 1444 
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A comparação entre os modelos, para acurácia e precisão, mostrou que os modelos de 1445 

Groot e Richards não diferiram entre si e foram mais precisos (p < 0,05) e acurados (p < 0,05) 1446 

que os demais modelos. 1447 

A concordância perfeita entre as curvas observadas e previstas de produção de gás 1448 

acumulada in vitro foi observada nos modelos de Groot e Richards (Figura 1). As previsões dos 1449 

modelos Brody, Gompertz e Ørskov previram uma produção de gás começando em torno de 2 1450 

ml de gás / 100 mg de MS, incompatibilizando a interceptação e a forma da curva com os dados 1451 

observados (Figura 1). O modelo Logístico Bicompartimentado quase se ajusta aos dados, 1452 

embora a interceptação também tenha sido superestimada e um leve ponto de inflexão previsto, 1453 

mas não observado (Figura 1). 1454 

 1455 
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 1456 

Figura 1. Curvas da produção de gás in vitro cumulativa da silagem de milho com combinação 1457 

de probióticos e ionóforo ajustadas em diferentes modelos 1458 

 1459 

Explorando os dados de produção de gás in vitro ao longo do modelo Groot para 1460 

avaliação de aditivos alimentares, os parâmetros estimados apresentaram diferenças estatísticas 1461 

entre os tratamentos, conforme apresentado na Tabela 4. O tratamento B. toyonensis + S. 1462 

boulardii apresentou maior VF (12,08 ml / 100 mg de MS; p = 0,0022) do que Monensin e 1463 

Monensin + S. boulardii (9,16 e 9,22 ml / 100 mg de MS, respectivamente). Além disso, a taxa 1464 

fracionária de produção de gás (k) foi maior (p = 0,0193) em B. toyonensis + S. boulardii do 1465 

que em Monensin, não apresentando diferença estatística (p > 0,05) dos outros dois tratamentos. 1466 
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Além disso, o tempo entre o início da produção de gás e o tempo de latência (λ) foi maior (p < 1467 

0,001) com Monensin e Monensin + B. toyonensis do que com Monensin + S. boulardii e B. 1468 

toyonensis + S. boulardii. 1469 

 1470 

Tabela 4. Estimativa dos parâmetros da produção de gás in vitro da silagem de milho com 1471 

diferentes combinações de aditivos obtidos pelo modelo de Groot 1472 

Parâmetros  

Tratamentos 

P value EPM 

Monensina 

Monensina + 

B. toyonensis 

Monensina + 

S. boulardii 

B. toyonensis + 

S. boulardii 

VF 9,16b 11,11ab 9,22b 12,08a 0,0022 0,433 

k 3,15b 5,24a 4,01ab 4,40a 0,0193 0,452 

λ 1,07a 1,11a 0,66b 0,81b <0,001 0,038 

VF, potencial máximo da produção de gás (ml/100mg de MS); k, taxa fracional da produção de gás (%/h); λ, tempo 1473 

de latência (h); EPM, erro padrão da média. Médias com letras subscritas diferem pelo teste de Tukey (α = 0,05). 1474 

 1475 

Ao explorar os dados por meio do modelo Logístico Bicompartimentado, o mais 1476 

utilizado para este tipo de avaliação (Tabela 5), todos os coeficientes de determinação ajustados 1477 

por graus de liberdade, (R2), apresentaram valores superiores a 0,95, evidenciando que o os 1478 

dados obtidos da produção de gás foram ajustados corretamente na equação Logístico 1479 

Bicompartimentado. Ao comparar o parâmetro de produção de gás dos tratamentos, o volume 1480 

de gás derivado da fração de degradação rápida (V1F) e o tempo de defasagem (λ) dos 1481 

microrganismos ruminais iniciando a degradação da matéria incubada apresentaram valores 1482 

maiores (p = 0,024) em B. toyonensis + S. boulardii do que o tratamento com Monensin (Tabela 1483 

5). No entanto, a taxa de degradação dos parâmetros (k1 e k2) e V2F não apresentaram diferença 1484 

estatística entre os tratamentos. Apesar de o potencial máximo de produção de gás (VF) não 1485 

diferir entre os tratamentos (p = 0,76), demonstrado na Tabela 5 e na Figura 2, numericamente 1486 

o tratamento Monensin + B. toyonensis apresentou maior produção de gás (12,29 ml) e 1487 

Monensina + S. boulardii teve a menor produção de gás (11,15 ml). 1488 

  1489 
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Tabela 5. Estimativa dos parâmetros da produção de gás in vitro de silagem de milho com 1490 

diferentes aditivos obtidos pelo modelo logístico bicompartimentado. 1491 

Parâmetros 

Tratamentos P-value  

Monensina Monensina + 

B. toyonensis 

Monensina + 

S. boulardii 

B. toyonensis + 

S. boulardii 

 EPM 

V1F 3,966b 4,767ab 4,364ab 4,829a 0,024 0,114 

k1 0,513 0,506 0,535 0,482 0,921 0,026 

λ 0,279b 0,440ab 0,345ab 0,569a 0,045 0,039 

V2F 7,559 7,519 6,782 6,860 0,758 0,329 

k2 0,040 0,038 0,034 0,034 0,731 0,002 

VF 11,525 12,286 11,146 11,689 0,762 0,378 

R2 0,958 0,980 0,972 0,981 - - 

V1F, volume final dos gases derivados da degradação da fração solúvel rapidamente digestível (ml/100mg de MS); 1492 

k1, taxa específica da produção de gás devido a degradação da fração solúvel (%/h); λ, tempo de latência (h); V2F , 1493 

volume fina dos gases derivados da degradação da fração insolúvel de lenta digestão (ml/100mg de MS); k2, taxa 1494 

especifica da produção de as devido a degradação da fração insolúvel (%/h); VF, potencial máximo da produção 1495 

de gás (ml/100mg de MS); R2, coeficiente de determinação ajustado para os graus de liberdade; EPM, erro padrão 1496 

da média. Médias com letras subscritas diferem pelo teste de Tukey (α = 0,05). 1497 

 1498 

1499 
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 1500 

Figura 2. Potencial máximo da produção de gás in vitro (VF) da silagem de milho realizada 1501 

com inoculo de novilhos recebendo diferentes aditivos nutricionais estimados pelo modelo 1502 

logístico bicompartimentado  1503 

 1504 

Discussão 1505 

Segundo o NRCS [36], para ser classificado como volumoso o alimento deve ter 1506 

proteína bruta inferior a 18%, portanto a silagem de milho é considerada volumoso. O NRC 1507 

[37] traz uma classificação um pouco diferente, onde a silagem é uma classe de alimento 1508 

separado das forragens e volumoso devido ao processo de ensilagem. 1509 

A composição química da silagem de milho pode ser afetada por diversos elementos, 1510 

como a fertilidade do solo, as condições climáticas e a genética das sementes, que podem 1511 

interferir na composição final da ração. A MS (310,27 g kg − 1 na MS), MO (937,61 g kg − 1 na 1512 

MS) e EE (12,56 g kg − 1 na MS) obtidos neste trabalho foram inferiores aos apresentados em 1513 

uma metanálise de silagem de milho cultivado no Brasil (MS 325,20 g kg − 1 na MS; OM 949,80 1514 

g kg − 1 na MS; EE 28,40 g kg − 1 na MS), embora a quantidade de PB (97,70 g kg − 1 na MS), 1515 

FDN (606,75 g kg− 1 na MS) e FDA (428,19 g kg − 1 na MS) foram ligeiramente maiores do que 1516 

a metanálise (PB 75,60 g kg − 1 na MS; FDN 548,2 g kg − 1 na MS; FDA 299,30 g kg − 1 na MS) 1517 

[29]. Esse padrão também foi observado no NRC (2021) e no banco de dados de silagem de 1518 

milho típico da América do Norte, onde a MS foi ligeiramente inferior, mas as cinzas, PB, FDN 1519 

e FDA estavam acima dos valores médios (MS 354 g kg − 1 na MN; cinzas 38 g kg − 1 na MS; 1520 

PB 77 g kg − 1 na MS; FDN 409 g kg − 1 na MS; FDA 243 g kg − 1 na MS). 1521 
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A PB tendo valores superiores à média (NRC, 2021; Zardin et al., 2017) pode ser devido 1522 

ao nível de fertilização com nitrogênio aplicado na lavoura, assim como esclarecido por 1523 

Nematpour et al. [38] quando estudando diferentes regimes de irrigação e níveis de fertilizante 1524 

nitrogenado em diferentes culturas de silagem, descobriram que doses mais altas de fertilizante 1525 

nitrogenado resultam em maior proteína bruta nas silagens. 1526 

Outro fator que altera a composição de uma planta é sua maturidade. A interferência da 1527 

maturidade na composição química da silagem de milho pode ser o motivo da ligeira diferença 1528 

da amostra analisada em relação ao descrito na literatura. Foi demonstrado que ao comparar a 1529 

silagem de milho imatura com os dados de silagem de milho maduro, é possível observar que 1530 

a silagem imatura apresenta alta umidade, resultando em baixa MS e maior PB, FDN, FDA e 1531 

Cinza [37,39,40]. O estágio de maturação na colheita juntamente com o nível de fertilização 1532 

com nitrogênio utilizado na cultura pode ser o motivo que leva a diferenças na composição 1533 

química da silagem de milho utilizada neste estudo. 1534 

Em relação aos modelos matemáticos, as formas não sigmoidais assumem que as taxas 1535 

de produção de gás diminuem continuamente, enquanto as formas sigmoidais trabalham 1536 

primeiro com uma taxa de produção de gás aumentada, atingindo uma taxa máxima e depois 1537 

diminuindo [41], e diferenças são esperadas entre suas estimativas devido de como os dados 1538 

são interpretados. Devido à grande variedade de elementos submetidos a um teste de produção 1539 

de gás in vitro, e às condições feitas nos testes, sua cinética e produção de gás não são iguais. 1540 

Mjoun [42] avaliou o ajuste de vários alimentos para ruminantes usando oito modelos 1541 

(Exponencial, Logístico, Logístico Bicompartimentado, France, Gompertz, Gompertz 1542 

Bicompartimentado, Groot, e McDonalds-Ørskov) e obteve o melhor ajuste de milho silagem 1543 

com o modelo Logístico Bicompartimentado. Em comparação com Mjoun [42], os modelos 1544 

escolhidos para serem avaliados neste estudo incluíram apenas o Logístico Bicompartimentado 1545 

e o Gompertz, que não foram os que melhor se ajustaram aos nossos dados. Os critérios 1546 

avaliados pelo modelo Logístico Bicompartimentado foram bons (R2 = 0,700; CCC = 0,865; 1547 

RQMEP = 1,16), mas o modelo de Groot e Richards foram melhores (R2 = 0,770 e 0,771, CCC 1548 

= 0,871 e 0,870, RQMEP = 1,14 e 1,15, respectivamente). Mello et al. [43] também 1549 

encontraram um melhor ajuste da produção de gás in vitro de silagem de milho com o modelo 1550 

Logístico Bicompartimentado após a comparação com os modelos de Brody, Von Bertalanffy, 1551 

Gompertz, France, Logístico e Logístico Modificado. 1552 

Porém, apesar do bom ajuste, o modelo de Richards apresentou problemas de 1553 

convergência no processo iterativo, exigindo o uso do algoritmo de Marquardt e um aumento 1554 

no número de iterações, possivelmente porque este modelo necessita estimar um parâmetro 1555 
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adicional. De acordo com Gurgel et al. [14], alguns pesquisadores também relataram 1556 

dificuldades de convergência usando o modelo de Richards. Além disso, um modelo com três 1557 

parâmetros, como é o caso do modelo Groot, apresentará mais graus de liberdade nas 1558 

estimativas, o que pode ser importante quando uma curva apresenta menor quantidade de 1559 

informações ou dados [14]. Também é importante que todos os parâmetros tenham significado 1560 

biológico. Nesse sentido, os modelos Groot e Logístico Bicompartimentado apresentam 1561 

vantagens sobre as demais funções por não assumirem uma taxa fracionária de fermentação 1562 

constante [6]. 1563 

Assim como demonstrado por Mjoun [42], cada tipo de alimento possuía uma cinética 1564 

de produção de gás, combinando com diferentes modelos, sendo possível que a Monensina e 1565 

os dois probióticos (S. boulardii e B. toyonensis) diluídos no líquido ruminal utilizado como o 1566 

inóculo neste estudo pode ter interferido na cinética e na produção de gás da silagem de milho. 1567 

Essa interferência por aditivos alimentares na produção de gás in vitro foi observada por 1568 

Elghandour et al. [44] avaliando três culturas de Saccharomyces cerevisiae, quando a adição de 1569 

duas das culturas foi responsável por um aumento no parâmetro de VF (controle = 359,5 ml g − 1570 

1 na MS vs. S. cerevisiae = 409,6 e 428,8 ml g− 1 na MS). 1571 

Na comparação da produção de gás in vitro, é necessária grande atenção aos detalhes, 1572 

devido à diversidade natural da silagem de milho, fluido ruminal e à interferência dos 1573 

tratamentos submetidos ao teste in vitro. Macome et al. [45] avaliaram a influência da 1574 

maturidade da silagem de milho na produção de gás com o inóculo de vacas Holandesas 1575 

adaptadas a uma relação volumoso: concentrado de 80:20 e encontraram uma MS de silagem 1576 

de milho = 318 g kg − 1 na MN e VF = 101,38 ml g − 1 na MS estimado pelo modelo Groot [6], 1577 

com a colheita de milho com 32% de MS, semelhante aos achados deste estudo, onde MS = 1578 

310,27 g kg − 1 na MS e VF estimado por Groot o modelo foi de 91,6 a 120,8 ml g − 1 na MS. 1579 

No entanto, Zhang et al. [46], usando inóculo de vacas leiteiras recebendo uma proporção da 1580 

dieta em torno de 55:45 de volumoso: concentrado, obteve um alto VF (VF = 137,6 ml g − 1 de 1581 

MS), estimado pelo modelo de France [47], quando em comparação com nosso estudo. 1582 

Faria et al. [48], usando silagem de milho tratada ou não com Monensina sódica antes 1583 

da ensilagem, observou que Monensina reduziu a produção de gás acumulada em 48 h de 1584 

incubação de 56,59 ml g − 1 de MS (apenas silagem de milho) para 52,99 ml g − 1 de MS 1585 

(silagem de milho com Monensin). Além disso, a VF de 96 h de incubação estimada pelo modelo 1586 

da France passou de 62,72 ml g − 1 de MS (apenas silagem de milho) para 56,58 ml g − 1 de 1587 

MS (silagem de milho com Monensin). Isso também foi apoiado por Shen et al. [49], que 1588 

encontraram uma menor produção de gás com a adição de Monensin (181,9 vs. 131,0 ml de 1589 



71 
 

gás, controle vs. Monensina) em uma mistura de ração total com uma proporção de 50:50 1590 

(volumoso: concentrado) usada como substrato na produção in vitro. Este efeito do Monensin 1591 

foi semelhante aos dados obtidos neste estudo ajustados pelo modelo de Groot. Os tratamentos 1592 

com monensina apresentaram menor VF do que o tratamento apenas com probióticos (B. 1593 

toyonensis + S. boulardii), mas quando ajustados ao modelo Logístico Bicompartimentado, 1594 

nenhuma diferença significativa foi observada no parâmetro VF (p = 0,762). Este resultado 1595 

destaca explicitamente a necessidade de usar modelos que se ajustem tão perfeitamente quanto 1596 

possível aos dados de produção de gás in vitro, caso contrário, as diferenças de tratamento 1597 

podem estar ausentes. 1598 

O fornecimento de probióticos e monensina via dieta e subsequente amostragem do 1599 

líquido ruminal para uso como inóculo no teste in vitro resultou com sucesso em diferenças na 1600 

produção de gás de uma ração rica em fibras, a silagem de milho. Após a submissão dos dados 1601 

de produção de gás aos modelos, B. toyonensis + S. boulardii apresentou maior VF do que o 1602 

tratamento com Monensin pelo modelo Groot, e maior VF1 pelo modelo Logístico 1603 

Bicompartimentado. A adição de S. cerevisiae em alimentos ricos em fibras (palha de milho, 1604 

palha de aveia, bagaço de cana e palha de sorgo) também foram responsáveis por uma alta VF 1605 

em comparação com o controle (0 mg de S. cerevisiae) [23]. Corroborando esses resultados, 1606 

um aumento da VF pela adição de células vivas de levedura S. cerevisiae ou extrato de células 1607 

também foi observado por Rodriguez et al. [50], quando comparado ao tratamento controle (0 1608 

mg de S. cerevisiae) usando uma ração total misturada (50:50, relação volumoso: concentrado). 1609 

Devido ao pequeno número de estudos com Bacillus toyonensis, principalmente com o 1610 

uso como aditivo em rações para bovinos, a comparação dos resultados é difícil. No entanto, 1611 

em relação ao efeito do B. toyonensis observado neste estudo ao comparar os tratamentos 1612 

Monensin + B. toyonensis vs. Monensin + S. boulardii, a diferença entre eles só foi observada 1613 

em λ estimado pelo modelo de Groot, com um maior tempo latência de Monensin + B. 1614 

toyonensis (1,11 h) do que Monensin + S. boulardii (0,66 h). 1615 

Pode-se inferir que a avaliação in vitro de rações para ruminantes é extremamente 1616 

importante para a nutrição animal, uma vez que a ração influencia diretamente no desempenho 1617 

produtivo dos animais, e isso terá impacto direto no desempenho econômico da atividade 1618 

pecuária. Assim, neste estudo, o ajuste dos melhores modelos para a avaliação de silagem 1619 

(modelos Groot e Logístico Bicompartimentado) significa que houve um entendimento de 1620 

como a cinética da degradação in vitro ocorre. Esse conhecimento elucida os mecanismos pelos 1621 

quais os ruminantes transformam esse volumoso em produto de origem animal. Além disso, foi 1622 

feita uma comparação de aditivos para novilhos, e o estudo mostrou que a combinação de 1623 
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Monensin com probióticos é a melhor forma de incluir esses aditivos para obter melhores 1624 

resultados no uso de forrageiras incluídas na dieta de novilhos confinados. 1625 

 1626 

Conclusão 1627 

 A combinação de Monensina e probióticos (B. toyonensis + S. boulardii) pode melhorar 1628 

a cinética de degradação da silagem de milho, sendo que os modelos de Groot e Richards 1629 

tiveram o melhor ajuste para os dados de produção de gás in vitro da silagem de milho testada 1630 

com diferentes combinações de aditivos. 1631 

Pesquisas adicionais usando concentrados com a combinação de Monensin e probióticos 1632 

fornecerão uma visão melhor sobre a cinética de degradação na nutrição de ruminantes. Além 1633 

disso, a validação em animais in vivo será interessante para validar esses resultados. A 1634 

compreensão dessas relações pode contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias 1635 

nutricionais com base nas modificações da proporção concentrado: volumoso na dieta de 1636 

ruminantes. Futuras indicações para melhorar a pesquisa são incluir diferentes alimentos e 1637 

dietas na avaliação da cinética de degradação in vitro usando Monensin e combinações de 1638 

probióticos para gado de corte e leite. 1639 
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Resumo 1842 

A fim de melhorar a produção animal, diferentes aditivos nutricionais têm sido estudados para 1843 

esta finalidade. Ao suplementar bovinos com probióticos, benefícios têm sido observados na 1844 

saúde dos animais, digestibilidade dos alimentos, e modulação do pH ruminal. O objetivo com 1845 

este estudo foi avaliar a associação dos aditivos Bacillus toyonensis, Saccharomyces cerevisiae 1846 

boulardii e monensina sódica no consumo de alimento, digestibilidade aparente, variáveis 1847 

ruminais e sanguíneas na dieta de novilhos. Foram utilizados quatro novilhos mestiços Bos 1848 

taurus × B. indicus, com peso inicial de 403,0 ± 75,5 kg, canulados no rúmen e alojados 1849 

individualmente. Os animais foram submetidos a um delineamento em quadrado latino 4 x 4, 1850 

recebendo uma ração totalmente misturada contendo 300 g / kg de silagem de milho e 700 g / 1851 

kg de concentrado na base da matéria seca, com os seguintes tratamentos misturados em sua 1852 

alimentação diária: 300 mg de monensina sódica (MO); 300 mg de monensina sódica + 1,0 x 1853 

109 ufc de Bacillus toyonensis  (MBT); 300 mg de monensina sódica + 1,0 x 1010 ufc de 1854 

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (MSB); e 1,0 x 109 ufc de Bacillus toyonensis +1,0 x 1855 

1010 ufc de Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (BTSB). A ingestão de nutrientes dos 1856 

tratamentos com monensina sódica foi reduzida (P < 0,05), contudo digestibilidade aparente 1857 

não apresentou diferença (P > 0,05) entre os tratamentos. Avaliando as variáveis ruminais, não 1858 

foi observada diferença entre os tratamentos para o pH ruminal e nem para ácidos graxos 1859 

voláteis (AGV) totais. Todos os tratamentos com monensina tiveram maior proporção de 1860 

propionato do que apenas com probióticos (BTSB), resultando também em menor relação 1861 

acetato:propionato. Nas variáveis sanguíneas e urinárias, as concentrações das variáveis se 1862 

encontraram dentro da faixa fisiológica ou próximas do normal, e nenhuma diferença foi 1863 

observada no balanço de nitrogênio. Em conclusão, a associação de B. toyonensis com S. 1864 

cerevisiae boulardii apresentou um potencial para aditivo alimentar para bovinos, ao controlar 1865 

o pH ruminal e concentrações semelhantes de NH3-N, AGV total e balanço de nitrogênio que 1866 

o tratamento apenas com monensina. quando combinados à monensina sódica, os probióticos 1867 

estudados não tiveram efeito benéfico observado neste estudo.  1868 

 1869 

Palavras-chave: bovinos de corte, ensaio metabólico, levedura viva, ácidos graxos voláteis 1870 

1871 
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Abstract 1872 

In order to improve animal production, different nutritional additives have been studied for this 1873 

purpose. By supplementing cattle with probiotics, benefits have been observed in animal health, 1874 

feed digestibility, and ruminal pH modulations. The aim of this study was to evaluate the 1875 

association of the additives Bacillus toyonensis, Saccharomyces cerevisiae boulardii, and 1876 

sodium monensin in feed intake, apparent digestibility, ruminal and blood variables in the diet 1877 

of steers. Were used four crossbred Bos taurus × B. indicus steers, with an initial weight of 1878 

403.0 ± 75.5 kg, cannulated in the rumen and housed individually. The animals were submitted 1879 

to a 4 x 4 Latin square design, receiving a fully mixed ration containing 300 g/kg of corn silage 1880 

and 700 g/kg of concentrate on a dry matter basis, with the following treatments mixed in their 1881 

daily feed: 300 mg monensin sodium (MO); 300 mg monensin sodium + 1.0 x 109 ufc Bacillus 1882 

toyonensis (MBT); 300 mg monensin sodium + 1.0 x 1010 ufc of Saccharomyces cerevisiae 1883 

var. boulardii (MSB); and 1.0 x 109 ufc of Bacillus toyonensis +1.0 x 1010 ufc of 1884 

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (BTSB). The nutrient intake of the treatments with 1885 

sodium monensin was reduced (P < 0.05), however, apparent digestibility did not show any 1886 

difference (P > 0.05) between treatments. Evaluating the rumen variables, no difference was 1887 

observed between treatments for ruminal pH or for total volatile fatty acids (VFA). All 1888 

monensin treatments had a higher proportion of propionate than probiotics alone (BTSB), also 1889 

resulting in a lower acetate:propionate ratio. In the blood and urinary variables, the 1890 

concentrations of the variables were found within the physiological range or close to normal, 1891 

and no difference was observed in the nitrogen balance. In conclusion, the association of B. 1892 

toyonensis with S. cerevisiae boulardii showed potential as a feed additive for cattle, by 1893 

controlling rumen pH and similar concentrations of NH3-N, total VFA, and nitrogen balance 1894 

than treatment with monensin alone. when combined with monensin sodium, the studied 1895 

probiotics had no beneficial effect observed in this study. 1896 

 1897 

Keywords: beef cattle, finishing diet, metabolic assay, live yeast, volatile fatty acids 1898 

 1899 

Implicações 1900 

Nossos resultados sugerem uma possível substituição de ionóforos como aditivos 1901 

alimentares em bovinos em um futuro muito próximo, devido ao efeito promissor de Bacillus 1902 

toyonensis combinado com Saccharomyces cerevisiae boulardii na modulação ruminal, 1903 
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digestibilidade de alimentos e nenhum sinal de desequilíbrio fisiológico foi observado por meio 1904 

das análises das amostras de soro e urina. A associação de monensina sódica com os probióticos 1905 

estudados não são aconselhadas devido à falta de benefícios observados neste estudo. 1906 

Introdução 1907 

Os aditivos alimentares são utilizados como estratégia tanto para evitar distúrbios 1908 

metabólicos como para melhorar a eficiência alimentar e a produtividade animal (Perna Junior 1909 

et al., 2020; Weiss et al., 2020). Uma classe de aditivos muito utilizadas mundialmente são os 1910 

ionóforos, contudo, desde 2006 o uso de ionóforos, assim como os demais antibióticos 1911 

promotores de crescimento têm sido proibidos na União Europeia (İnal et al., 2010). Esta 1912 

proibição foi necessária devido ao uso desenfreado de antibióticos nos países que fazem parte 1913 

da União europeia e ao aumento de casos hospitalares de pessoas apresentando resistência 1914 

bacteriana (Chattopadhyay, 2014). 1915 

Em trabalhos avaliando esta problemática, Russel e Houlihan (2003) notaram que os 1916 

ionóforos utilizados na alimentação dos bovinos são pouquíssimos prováveis em transferir a 1917 

resistência bactéria aos humanos. Também, Neumann et al. (2018) ao avaliarem resíduos de 1918 

monensina sódica, um dos ionóforos mais utilizados na bovinocultura, em tecidos e órgãos de 1919 

bovinos pós abate, observaram que os tecidos e órgãos não continham resíduos do ionóforo ao 1920 

qual foi administrado aos animais via dieta. 1921 

Atualmente, na União europeia é permitido o uso de um produto á base de monensina 1922 

em vacas de leite, como forma de prevenir a cetose nestes animais (EMEA, 2013). Nos demais 1923 

países produtores de carne bovina, o uso dos ionóforos como promotores de crescimento estão 1924 

mantidos, contudo há uma tendencia mundial para a redução de antibióticos na nutrição animal, 1925 

também maior controle na utilização e constantes revisões de produtos autorizados (Danieli e 1926 

Schogor, 2020).  1927 

Levando isso em consideração, uma classe de aditivo muito utilizadas em humanos tem 1928 

sido estudada nos animais de criação, os probióticos. A levedura Saccharomyces cerevisiae var. 1929 

boulardii é amplamente utilizado em processos fermentativos de fabricação de cerveja e 1930 

panificação (Garcia-Mazcorro et al., 2020). Quando testado em ruminantes, foi observado que 1931 

S. cerevisiae boulardii afeta positivamente a saúde animal, aumentando a resposta do sistema 1932 

imunológico inato às bactérias virais em novilhas de corte, e uma menor redução de alguns 1933 

microrganismos ruminais de vacas leiteiras sob acidose ruminal subaguda, levando a uma 1934 

estabilização no pH ruminal (Ishaq et al., 2017; Kayser et al., 2019). 1935 
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Já o Bacillus toyonensis é uma bactéria, por outro lado, não teve tantos estudos 1936 

explorando seus benefícios como aditivo probiótico em bovinos, mas foi relacionado a uma 1937 

melhora na resposta imunológica a vacinas de ovelhas suplementadas com B. toyonensis (Roos 1938 

et al., 2010). 1939 

Tendo em mente os benefícios dos probióticos, é possível que a associação entre 1940 

probióticos e ionóforo possa ocasionar na melhoria de algumas variáveis relacionadas a 1941 

fermentação ruminal e digestibilidade da dieta. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o 1942 

efeito de Bacillus toyonensis, Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, e monensina sódica 1943 

combinados como aditivos alimentares sobre a ingestão de nutrientes, digestibilidade aparente, 1944 

variáveis ruminais, sanguíneas e urinárias, e balanço de nitrogênio de novilhos. 1945 

Material e Métodos 1946 

O estudo foi realizado na Fazenda Escola da Faculdade de Medicina Veterinária e 1947 

Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Terenos, MS, Brasil (cordenadas 1948 

geográficas 20°26'50" S e 54°50'21" W, altitude 417 m). O estudo foi conduzido de setembro 1949 

a dezembro de 2019, a temperatura variou entre 39,8 °C e 14,7 °C, com mediana de 26,1 °C, e 1950 

a umidade relativa do ar foi de 56%. 1951 

Animais, delineamento experimental e tratamentos 1952 

As unidades experimentais foram quatro novilhos mestiços Bos indicus x Bos taurus 1953 

com peso corporal médio de 403 ± 75,5 kg (média ± DP) com cânula ruminal, distribuídos em 1954 

um delineamento em quadrado latino 4 x 4, consistindo em quatro períodos de 21 dias, sendo 1955 

14 dias de adaptação e 7 dias de coleta. Os novilhos foram alocados individualmente em baias 1956 

cobertas com piso de concreto (3 m × 4,5 m), cocho de concreto e bebedouro. Antes do ensaio 1957 

experimental, os novilhos tiveram 15 dias de adaptação ao local, tratadores e dieta. A adaptação 1958 

da dieta foi iniciada sem concentrado, apenas com silagem de milho, e a cada 3 dias o 1959 

concentrado foi aumentado gradativamente até atingir 700 g / kg de dieta na base da matéria 1960 

seca (MS).  1961 

Os animais receberam uma dieta contendo 300 g / kg de silagem de milho e 700 g / kg 1962 

de concentrado (Tabela 1). Os aditivos utilizados foram: monensina sódica (Rumensin® 100, 1963 

Eli Lilly, São Paulo, SP, Brasil; 3g / dia; fornecendo 300 mg de monensina sódica), Bacillus 1964 

toyonensis (Micro-Cell Platinum 109, Lallemand Brasil; 1g / dia; fornecendo 1,0 x 109 UFC de 1965 

Bacillus toyonensis BCT-7112) e Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (ProTernative®, 1966 
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Lallemand Brasil; 0,5g / dia; fornecendo 1,0 x 1010 UFC de Saccharomyces cerevisiae var. 1967 

boulardii CNCM I-1079). Em todos os períodos, os novilhos foram distribuídos aleatoriamente 1968 

nos tratamentos, sendo eles: Monensina somente (MO); Monensina + B. toyonensis (MBT); 1969 

Monensin + S. cerevisiae boulardii (MSB); e B. toyonensis + S. cerevisiae boulardii (BTSB). 1970 

Os tratamentos eram pesados e colocados em tubos de plásticos identificados, para serem 1971 

adicionados à dieta posteriormente. 1972 

Os tratamentos alocados nos tubos de plásticos, eram misturados primeiramente no 1973 

concentrado dos animais, de maneira manual, e posteriormente homogeneizados com a silagem, 1974 

esta ração totalmente misturada era oferecida aos animais uma vez ao dia, às 09h00, permitindo 1975 

10% de sobras. 1976 

Ingestão de nutrientes e digestibilidade aparente 1977 

Foi realizado diariamente durante todo o ensaio experimental o controle do consumo 1978 

ração e sobras. Do 14º ao 20º dia, de cada período, foram coletadas amostras de sobras e ração 1979 

(silagem e concentrado com aditivo), que foram armazenadas em sacos plásticos a -20 °C até 1980 

as análises laboratoriais. As amostras de fezes totais foram coletadas por 48 horas consecutivas, 1981 

do 19º ao 20º dia de cada período, após a defecação dos animais foram imediatamente pesadas 1982 

e uma alíquota de 10% coletada e armazenada em sacos plásticos identificados a -20 °C. Todos 1983 

os sacos de fezes de cada animal, em cada período, foram considerados uma única amostra. 1984 

Amostras das rações (silagem de milho e concentrado), sobras e fezes de cada novilho 1985 

em cada período foram secas em estufa de ventilação forçada a 55 °C por 72h, a seguir moídas 1986 

em moinho tipo Wiley com peneira de 1mm de crivo. Essas amostras foram analisadas de 1987 

acordo com os métodos AOAC (2005) para: Matéria seca (MS; método 930.15), cinzas (método 1988 

942.05) e proteína bruta (PB; método 955.04). O extrato etéreo (EE) foi analisado no extrator 1989 

ANKOMXT15 (ANKOM Technology, Macedon, NY, EUA) de acordo com as instruções do 1990 

fabricante. Já a fibra em detergente neutro (FDN) e a fibra em detergente ácido (FDA) foram 1991 

analisadas no analisador de fibras Tecnal TE-149 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) de acordo 1992 

com a metodologia de Van Soest et al. (1991) usando α-amilase termoestável. Os carboidratos 1993 

não fibrosos (NFC) foram calculados de acordo com Sniffen et al. (1992) pela equação CNF = 1994 

1000 - (CP + EE + cinzas + FDN) e os nutrientes digestíveis totais (NDT) foram calculados de 1995 

acordo com o NRC (2001) pela equação NDT = PB digestível + (2,25 × EE digestível) + FDN 1996 

digestível + CNF digestível. 1997 

A ingestão de nutrientes (MS, MO, PB, EE, FDN, FDA, CNF e NDT) foi calculada com 1998 

base na MS pela seguinte equação: Ingestão de nutrientes = (g nutriente fornecido - g nutriente 1999 
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nas sobras). Os coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes (MS, MO, PB, EE, FDN, 2000 

FDA, CNF e NDT) foram calculados pela seguinte equação: Digestibilidade (g / kg) = ((g 2001 

Ingestão de nutrientes - g Nutriente nas fezes) / (g Ingestão de nutrientes)) x 1000. E a produção 2002 

de proteína bacteriana bruta (PBB) foi estimada de acordo com o NRC (2001) pela equação 2003 

BCP = 6,25 (- 31,86 + 26,12 × NDT).  2004 

Variáveis ruminais 2005 

No 17º dia de cada período, os animais foram devidamente contidos e através da cânula 2006 

ruminal, foram coletados aproximadamente 100 ml de líquido ruminal de cada animal, antes 2007 

dos novilhos serem alimentados (0 hora), 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas após fornecido a dieta. Essas 2008 

amostras de líquido ruminal eram filtradas através de camadas de gaze, o pH era imediatamente 2009 

aferido com um medidor de pH digital (Sentron 10001, Sentron Europe BV, Roden, Holanda) 2010 

e 50 ml colocados em tubos de plástico devidamente identificados, contendo 1 ml de H2SO4 2011 

(1:1). Os tubos eram armazenados a -20 °C para análise do nitrogênio amoniacal ruminal (NH3-2012 

N). Para a quantificação dos ácidos graxos voláteis (AGV), 10 ml da amostra de líquido ruminal 2013 

antes da alimentação (0 hora) , foram coletadas via cânula ruminal e colocados em tubos 2014 

plásticos identificados e imediatamente armazenados a -20 °C. O NH3-N foi realizado conforme 2015 

a metodologia de Fenner (1965) e a quantificação de AGV foi determinada por cromatografia 2016 

gasosa (Shimadzu GC-2010, Kyoto, Japão) de acordo com a metodologia descrita por Erwin et 2017 

al. (1961). 2018 

Variáveis sanguíneos 2019 

Em cada período, no 21º dia, o sangue foi coletado por punção da veia jugular e 2020 

armazenados em tubos de coleta de sangue (BD Vacutainer® SST® II Advance®) contendo 2021 

ativador de coágulo e gel separador. Os tubos foram centrifugados a 3.000 rpm por 15 min, o 2022 

soro foi coletado e colocado em eppendorf de 2 ml, identificados e armazenados a -20 °C até a 2023 

análise. As amostras de soro foram analisadas por equipamento Cobas® 111 (F. Hoffmann-La 2024 

Roche Ltd, Basel, Suíça) usando kits de ensaio comerciais para avaliação de albumina (kit ref. 2025 

04657357), aspartato aminotransferase (AST; kit ref.04657543), γ- glutamiltransferase (GGT; 2026 

kit ref. 05401461), colesterol (kit ref. 04718917), creatinina (kit ref. 05401755), glucose (kit 2027 

ref. 04657527), proteína total (kit ref. 04657586), triglicerídeos (kit ref. 04657594) e ureia (kit 2028 

ref. 04657616) de acordo com as instruções do fabricante do kit (Roche Diagnostics GmbH, 2029 

Alemanha). 2030 
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Variáveis urinários e balanço de nitrogênio 2031 

No 19º dia de cada período, foi realizada a coleta de urina por 24 horas, através da 2032 

colocação de bolsas coletoras confeccionadas em tecido impermeável, amarradas por tiras de 2033 

borracha aos novilhos, com uma mangueira transparente conectada a um galão plástico com 2034 

capacidade de 20 litros, procedido conforme descrito por Moraes et al. (2019). Dentro de cada 2035 

galão, de cada animal, foram adicionados 250 ml de ácido sulfúrico a 20%. A produção total 2036 

de urina de cada novilho foi medida e 50 ml de urina foram amostradas, colocados em tubos 2037 

plásticos, identificados e armazenados a -20 ° C para análise de nitrogênio pelo método Kjeldahl 2038 

(AOAC, 2005; método 976,05) para balanço de nitrogênio. 2039 

Amostra de urina spot foi coletada após a retirada das bolsas coletoras de urina. Uma 2040 

quantidade de 10 ml da amostra de urina foi acidificada com 40 ml de H2SO4 (0,036 N), 2041 

identificada e armazenada a -20 ° C até a análise laboratorial. As amostras de urina acidificada 2042 

foram submetidas a analisador bioquímico semiautomático (Bio 200L®, Bioplus Product for 2043 

Laboratory Ltda, Barueri, SP, Brasil) utilizando kits comerciais de creatinina (kit ref. K067-2044 

24.1), ureia (kit ref. K047) e ácido úrico (kit ref. K139-8.1) conforme instrução do fabricante 2045 

(Bioclin, Quibasa Química Básica Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil). 2046 

O balanço de nitrogênio foi estimado através do nitrogênio retido (N-retido), obtido pelo 2047 

nitrogênio ingerido (N-consumo) subtraído pelo nitrogênio excretado nas fezes (N-fezes) e na 2048 

urina (N-urina). 2049 

Análise estatística 2050 

Todas as análises estatísticas foram realizadas usando procedimentos GLM do software 2051 

SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) e os códigos para os modelos estatísticos são 2052 

apresentados no Material Suplementar S1. A ingestão, digestibilidade aparente de nutrientes, 2053 

ganho de peso corporal, Variáveis sanguíneos, AGV, Variáveis urinários e Variáveis de balanço 2054 

de nitrogênio foram analisados em um delineamento em quadrado latino. As médias entre os 2055 

tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a α = 0,05 de probabilidade. Usando o 2056 

seguinte modelo estatístico: 2057 

Yijk =µ + Ai + Pj +Tk + eijk 2058 

Onde: µ = média geral; Ai = efeito animal i, com i variando de 1 a 4; Pj = efeito de 2059 

período j, com j variando de 1 a 4; Tk = efeito do tratamento k, com k variando de 1 a 4; eijk = 2060 

erro aleatório associado a cada observação. 2061 
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O modelo para pH e NH3-N ruminal onde o delineamento experimental foi o quadrado 2062 

latino com parcelas subdivididas para os dados das variáveis ruminais (pH ruminal e N-NH3), 2063 

onde as parcelas foram os tratamentos e as subparcelas foram as amostras de líquido ruminal. 2064 

As médias entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a α = 0,05 de 2065 

probabilidade. O modelo estatístico usado foi: 2066 

Yijkl = μ+ Ti + Hj + Ak + Pl + (TH)ij + eijkl 2067 

Onde: Yijkl = observação do efeito do tratamento i por tempo de coleta j no animal k; µ 2068 

= média geral; Ti = efeito do tratamento i, com i variando de 1 a 4; Hj = tempos de coleta j, com 2069 

j variando de 1 a 7; Ak = efeito animal k, com k variando de 1 a 4, Pl = efeito de período l, com 2070 

l variando de 1 a 4; THij = interação entre o tratamento i e o tempo j; e eijkl = erro aleatório 2071 

associado a cada observação. 2072 

 2073 

Resultados 2074 

Ingestão de nutrientes e digestibilidade aparente 2075 

O consumo de nutrientes, digestibilidade aparente e ganho de peso corporal estão 2076 

apresentados na Tabela 2 e na Tabela Complementar S1, onde o tratamento BTSB apresentou 2077 

o maior consumo de MS (P = 0,018). O tratamento BTSB apresentou maior consumo (P < 0,05) 2078 

de MO, PB, EE e CNF em comparação com MSB. Além disso, os tratamentos MO e MBT 2079 

apresentaram menor (P < 0,05) consumo de EE em relação ao BTSB. Os tratamentos não 2080 

apresentaram diferença significativa (P > 0,05) entre si para consumo de FDN e NDT. Além 2081 

disso, não foi observada diferença significativa (P > 0,05) entre os tratamentos para 2082 

digestibilidade aparente de MS, MO, PB, EE, FDN, FDA, CNF, NDT e PBB. 2083 

Variáveis ruminais 2084 

As variáveis ruminais estão apresentadas na Tabela 3 e na Tabela Suplementar S2. Na 2085 

análise de pH não houve diferença entre os tratamentos (P = 0,0891) nem interação tratamento 2086 

x tempo (P = 0,9677). O pH ruminal dos novilhos apresentou diferença significativa (P < 2087 

0,0001) para o tempo de coleta, com 10 horas após o fornecimento da dieta teve o menor valor 2088 

médio de pH, mas semelhante a 8 e 12 horas após o fornecimento da ração (Fig. 1). 2089 

Para a concentração de NH3-N, foi encontrada diferença significativa entre os 2090 

tratamentos (P = 0,0032), onde o tratamento BTSB apresentou alta concentração de NH3-N em 2091 

relação ao MBT e MSB. Não foi obtido diferença significativa (P = 0,6672) para a interação 2092 
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para tratamento x tempo. Em relação ao efeito do tempo de coleta no nitrogênio amoniacal, a 2093 

concentração média de NH3-N de 2 horas após o consumo de ração apresentou a maior 2094 

concentração média (P < 0,0001), seguida da concentração de 4 horas e o tempo restante de 2095 

coleta apresentou as menores concentrações de NH3-N (Fig. 1). 2096 

Nas concentrações obtidas de AGV, não houve efeitos significativos (P > 0,05) para as 2097 

diferentes combinações de ionóforo e probióticos sobre o AGV total, proporção molar de 2098 

Acetato, nButirato, iButirato, iValerato e nCapróico. No entanto, a proporção molar de 2099 

propionato foi menor no tratamento BTSB em comparação com outros tratamentos que contém 2100 

monensina sódica (P = 0,0001), mas o tratamento BTSB apresentou alta proporção de nValerato 2101 

do que MSB, embora semelhante aos tratamentos MO e MBT. Além disso, a proporção da 2102 

relação acetato:propionato de BTSB foi maior do que outros (P = 0,0003). 2103 

Variáveis sanguíneas 2104 

Os valores de precisão dos kits ELISA usados para análise de soro são apresentados na 2105 

Tabela Suplementar S3 e os resultados da análise de soro são apresentados na Tabela 4 e na 2106 

Tabela Suplementar S4. Os tratamentos avaliados neste estudo não apresentaram diferença 2107 

estatística entre si (P > 0,05) para as seguintes variáveis sanguíneas: glucose, creatinina, 2108 

proteína total e colesterol. Já para a concentração de AST, o tratamento MBT apresentou 2109 

concentração menor do que os tratamentos MO e BTSB (P = 0,0001). Nas concentrações de 2110 

GGT, os tratamentos BTSB e MO apresentaram concentração superior ao MBT, mas 2111 

semelhante ao MSB (P = 0,0034). 2112 

As variáveis do metabolismo de proteínas séricas, albumina e ureia apresentaram 2113 

diferença significativa entre os tratamentos (P < 0,05), onde MBT apresentou menor 2114 

concentração de albumina comparada apenas com MO, embora na concentração de ureia sérica 2115 

ambas as combinações de ionóforo mais probióticos (MBT e MSB) apresentaram os menores 2116 

valores (P = 0,0001) do que apenas monensina ou apenas probióticos (MO ou BTSB). Os 2117 

triglicerídeos séricos, um indicador do metabolismo lipídico, foram maiores no tratamento 2118 

MBT do que nos outros tratamentos (P < 0,05). 2119 

Variáveis urinários e balanço de nitrogênio 2120 

Os valores de precisão dos kits ELISA usados para análise de urina são apresentados na 2121 

Tabela Suplementar S5 e os resultados da análise de urina são apresentados na Tabela 5 e na 2122 

Tabela Suplementar S6. Os tratamentos estudados fornecidos na dieta dos novilhos não 2123 
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apresentaram diferença estatística (P > 0,05) nas variáveis urinárias: volume urinário, 2124 

creatinina, ureia, ácido úrico e nitrogênio urinário.  2125 

Porém, ao avaliar o balanço de nitrogênio, o tratamento BTSB apresentou maior 2126 

ingestão de nitrogênio (P = 0,0135), mas também maior excreção de nitrogênio na urina (P = 2127 

0,0135) e nas fezes (P = 0,0200) do que o tratamento MSB. O tratamento MO apresentou menor 2128 

excreção de nitrogênio nas fezes do que o BTSB, ainda semelhante aos demais tratamentos nos 2129 

Variáveis remanescentes do balanço de nitrogênio. Porém, os tratamentos não apresentaram 2130 

diferença significativa entre si no nitrogênio absorvido e retido (P > 0,05). 2131 

Discussão 2132 

Ingestão de nutrientes e digestibilidade aparente 2133 

A inclusão da monensina sódica neste estudo resultou em menor consumo de MS, essa 2134 

redução no consumo de ração também foi observada por Ítavo et al. (2011), onde a monensina 2135 

sódica diminuiu o consumo de ração, porém melhorou a conversão alimentar e a eficiência 2136 

alimentar. O efeito hipofágico, ou efeito de redução da ingestão de ração, pode estar relacionado 2137 

ao aumento da produção de propionato no rúmen pela monensina sódica, o que causa uma maior 2138 

oxidação de ácidos graxos no fígado, onde principalmente a β-oxidação do propionato causa 2139 

um retardo na fome (Allen et al., 2009). 2140 

Em contraste, o tratamento BTSB fornecido na dieta do gado de corte neste estudo 2141 

resultou em maior ingestão de MS. Essa alta ingestão de MS também foi observada quando 2142 

leitões pós-desmame receberam B. toyonensis para suportar patógenos entéricos (Kantas et al., 2143 

2015). Embora quando Hossain et al. (2012) analisando a suplementação de S. cerevisiae em 2144 

bezerros em crescimento não encontraram interferência no consumo de ração. Uma possível 2145 

interação entre S. cerevisiae boulardii e B. toyonensis pode ser a razão pela qual juntas causam 2146 

um maior consumo de matéria seca em novilhos neste estudo, enquanto combinadas com 2147 

monensina sódica não foram capazes de diferir de si mesmas ou do tratamento MO. 2148 

No entanto, a monensina sódica, bem como outros aditivos ionóforos, geralmente 2149 

interferem no metabolismo das bactérias gram-positivas, levando à diminuição de sua 2150 

população ruminal, e conforme apresentado por Luo et al. (2021), B. toyonensis é uma bactéria 2151 

gram-positiva, embora os novilhos receberam diariamente os tratamentos, a monensina sódica 2152 

pode ter inibido sua ação probiótica, levando a uma diferença não significativa na ingestão de 2153 

MS, MO, PB, EE e CNF do tratamentos MBT em relação ao tratamento MO. 2154 



90 
 

A suplementação com monensina sódica, S. cerevisiae boulardii e B. toyonensis 2155 

combinadas não interferiu na digestibilidade aparente dos nutrientes analisados neste estudo. 2156 

Embora a monensina sódica possa melhorar a digestibilidade ruminal dos alimentos por 2157 

modulação ruminal, conforme apresentado na metanálise de Duffield et al. (2012), por 2158 

favorecer os microrganismos celulolíticos, mas neste estudo os tratamentos MO e BTSB não 2159 

foram significativamente diferentes. 2160 

Variáveis ruminais 2161 

Neste estudo o pH ruminal não apresentou diferença significativa entre os tratamentos, 2162 

semelhante ao encontrado por Fereli et al. (2010) que ao suplementar novilhos da raça Holandês 2163 

com monensina sódica ou S. cerevisiae boulardii, não observaram diferença entre o pH ruminal 2164 

dos tratamentos. O rebaixamento tardio do pH ocorrido apenas 10 horas após o fornecimento 2165 

da ração pode ter ocorrido pela ação dos aditivos em manter o pH próximo ao ideal, conforme 2166 

observado por Ishaq et al. (2017) que ao suplementar vacas leiteiras Holstein com S. boulardii 2167 

observou uma mudança na microbiota do rúmen levando a uma rápida estabilização do pH a 2168 

partir de uma acidose ruminal subaguda. Assim como Kumprechtová et al. (2019) avaliando a 2169 

suplementação dietética com levedura viva de S. cerevisiae na fermentação ruminal em vacas 2170 

leiteiras em lactação, descobriram que S. cerevisiae reduz o acúmulo de lactato no fluido 2171 

ruminal, resultando em um aumento no pH ruminal. 2172 

Em relação ao NH3-N ruminal, Gomes et al. (2010) avaliando monensina sódica e S. 2173 

cerevisiae em uma dieta com 21 % de bagaço de cana como volumoso, encontraram valores 2174 

médios muito semelhantes de concentração de NH3-N ruminal de novilhos, embora não 2175 

estatisticamente diferente, onde o tratamento com monensina foi de 18,60 mg / dl e S. cerevisiae 2176 

20,40 mg / dl, lembrando que nossos valores foram de 18,09 mg / dl para o tratamento com MO 2177 

e 21,08 mg / dl para o tratamento com BTSB. 2178 

Quando analisado pelo tempo, 2 horas após a alimentação foi o pico da concentração de 2179 

NH3-N, atingindo uma média entre os tratamentos de 30,9 mg / dl. De acordo com Moallem et 2180 

al. (2009) a concentração de NH3-N no rúmen é afetada pela degradação da proteína, como 2181 

reflexo da disponibilidade de produtos nitrogenados, e pela incorporação à proteína microbiana. 2182 

Mesmo sendo normais, essas altas concentrações não são desejáveis, pois o excesso de amônia 2183 

é absorvido pela parede ruminal para a corrente sanguínea e parte se perde na urina. 2184 

Outra variável ruminal avaliada foi o AGV, em nosso estudo o AGV total não foi 2185 

influenciado pelos aditivos na dieta (P = 0,1442) nem pela proporção de acetato, resultando em 2186 

uma concentração média de 80,2 mmol / L de AGV e 64,12% de acetato. Ao contrário do que 2187 
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foi observado em nosso presente estudo, Kumprechtová et al. (2019) encontraram que os 2188 

resultados de AGV e a proporção molar de acetato foram maiores no tratamento com S. 2189 

cerevisiae (114,2 mmol / l; 25,0% de acetato) do que na dieta controle sem probióticos (106,5 2190 

mmol / l; 24,7% de acetato). 2191 

Além disso, Monnerat et al. (2013) avaliando monensina sódica, S. cerevisiae ou sem 2192 

aditivo (controle) em novilhos, não encontraram diferença significativa na concentração de 2193 

AGV entre os tratamentos monensina e S. cerevisiae, mas o tratamento controle apresentou a 2194 

menor concentração de AGV, como eles hipotetizaram, o aumento de AGV ruminal pode ser 2195 

devido a uma melhoria direta ou indireta no ambiente ruminal pelos aditivos, selecionando 2196 

bactérias ruminais desejáveis e reduzindo ou eliminando populações indesejáveis de 2197 

microrganismos. Embora Monnerat et al. (2013) não encontraram diferença estatística para a 2198 

taxa de propionato nem acetato:propionato entre a monensina e o tratamento probiótico como 2199 

encontramos, em nosso caso o efeito da monensina no aumento da produção de propionato, 2200 

conforme revisado por Allen et al. (2009), foi proeminente e o os probióticos não foram capazes 2201 

de interferir na taxa de propionato ou acetato:propionato quando combinados à monensina. 2202 

Variáveis sanguíneos 2203 

A faixa das variáveis sanguíneas GGT, albumina e creatinina em todos os tratamentos 2204 

e colesterol em dois tratamentos (MBT e MSB) estão de acordo com os valores descritos para 2205 

a espécie segundo Kaneko et al. (2008). O colesterol dos tratamentos MO (123,75 mg / dl) e 2206 

BTSB (128,00 mg / dl), embora não tenham sido estatisticamente diferentes (P > 0,05) dos 2207 

demais, foram superiores ao normal para a espécie (80 a 120 mg / dl) conforme apresentado por 2208 

Kaneko et al. (2008). Porém, o AST obtido (44,65 a 61,08 U / L), a proteína total (63,17 a 66,50 2209 

g / L) e a ureia (30,85 a 37,28 mg / dl) dos tratamentos ficaram ligeiramente abaixo do 2210 

recomendado (AST 78 a 132 U / L; Proteína total 67,4 a 74,6 g / L; Ureia 42,88 a 64,26 m / dl), 2211 

por outro lado, glicose (75,44 a 81,96 m / dl) e triglicerídeos (14,07 a 17,95 mg / dl), estavam 2212 

acima dos valores de referência (Glucose 45 a 75 mg / dl; Triglicerídeos 0 a 14 mg / dl) (Kaneko 2213 

et al., 2008). 2214 

Ao contrário da diferença obtida em AST e GGT entre os tratamentos testados, Hafner 2215 

et al. (2019) estudando a suplementação com B. toyonensis (anteriormente denominado B. 2216 

cereus var. Toyoi) em coelhos, não encontraram alterações significativas nos níveis de AST e 2217 

GGT com a adição do probiótico em suas dietas. Além disso, quando Aung et al. (2019) 2218 

avaliando a inclusão de S. cerevisiae na dieta de vacas leiteiras, não encontrou diferença 2219 

estatística nos níveis de AST ou GGT. 2220 
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AST é uma enzima que indica o estado do fígado, um aumento na AST sérica pode ser 2221 

um forte indicador de acidose ruminal devido a um baixo pH rumina (Xu et al., 2016). Maiores 2222 

concentrações de AST e baixo pH ruminal, simultaneamente, foram observadas em ovinos 2223 

recebendo S. cerevisiae em dieta de alta densidade energética por Tavares et al. (2021). 2224 

Explorando essa possível relação entre AST sérica e pH ruminal, embora apenas 2225 

numericamente (P > 0,05), o tratamento BTSB teve o menor pH ruminal foi de 5,9 (10 horas 2226 

após a alimentação) e 6 (12 horas após a alimentação), que ainda são classificados como 2227 

variação fisiológica normal para o pH ruminal, o AST neste tratamento apresenta o maior valor 2228 

numericamente que todos os tratamentos, corroborando com a possível relação do AST e o pH 2229 

ruminal. 2230 

Mudanças nos indicadores do metabolismo de proteínas tornam-se mais proeminentes 2231 

ao comparar diferentes idades ou estágios de desenvolvimento dos animais, devido às mudanças 2232 

na taxa de deposição de músculos e outros tecidos, conforme observado por Neumann et al 2233 

(2018) suplementando monensina para bovinos em confinamento, quando os níveis plasmáticos 2234 

de proteína, ureia e creatinina apresentaram diferença significativa de acordo com o período 2235 

avaliado, mas não entre os tratamentos (com ou sem monensina). Corroborando com nosso 2236 

estudo, a creatinina e a proteína total não foram estatisticamente diferentes entre os tratamentos. 2237 

A concentração de ureia sérica avaliada em nosso estudo foi menor de acordo com os 2238 

valores de referência apresentados por Kaneko et al (2008), embora González e Silva (2017) 2239 

consideraram normal uma concentração de ureia sérica entre 17-45 mg / dl. No entanto, a ureia 2240 

sérica e a albumina foram maiores em MO e BTSB do que outros tratamentos podem estar 2241 

diretamente relacionados à maior ingestão de nitrogênio, conforme observado nos resultados 2242 

de balanço de nitrogênio. 2243 

Em relação aos elevados níveis de concentração de glucose e triglicerídeos, pode ser 2244 

devido ao fato de os novilhos terem recebido suplemento concentrado. Hossain et al. (2012) 2245 

observaram um aumento no nível de glucose ao adicionar S. cerevisiae para vacas em lactação 2246 

(50,40 mg / dl vs. 66,92 mg / dl, controle de S. cerevisiae, respectivamente), mas em nosso 2247 

estudo a adição de S. boulardii nos tratamentos não causar um aumento nas concentrações 2248 

séricas de glucose. Resumindo, todas as variáveis séricas estavam de acordo com a normalidade 2249 

para a espécie ou ligeiramente divergentes, mas não indicativos de efeito tóxico de nenhum dos 2250 

tratamentos testados. 2251 

Variáveis urinários e balanço de nitrogênio 2252 
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De acordo com os valores dos Variáveis urinários descritos por Kaneko et al. (2008), a 2253 

concentração de creatinina (6,43 a 11,02 mg / kg por dia) foi menor que a de referência (15 a 2254 

20 mg / kg por dia), assim como o ácido úrico obtido (0,29 a 0,92 mg / kg por dia) também foi 2255 

menor do que o padrão (1 a 4 mg / kg por dia). Ainda de acordo com Kaneko et al. (2008), o 2256 

nitrogênio uréico em todos os tratamentos (57,82 a 108,86 mg / kg por dia) foi superior à faixa 2257 

normal (23 a 28 mg / kg por dia), embora o nitrogênio total na urina (207,75 a 269,17 mg / kg 2258 

por dia) esteve dentro dos valores de referência (40 a 450 mg / kg por dia). 2259 

A relação entre as concentrações de creatinina sérica no sangue e na urina é um dos 2260 

melhores indicadores da função renal, pois a creatinina sanguínea é eliminada apenas pelos rins 2261 

(Laven, 2016). A creatinina urinária baixa geralmente indica uma diminuição da capacidade 2262 

dos rins de eliminar este metabólito, refletindo em uma concentração elevada no sangue, 2263 

embora neste estudo isso possa não ser o caso, considerando que a concentração desse 2264 

metabólito no soro dos novilhos estava dentro da faixa normal, algum fator pode ter diminuído 2265 

a estabilidade da creatinina nas amostras de urina e resultado na redução da concentração. 2266 

Em relação aos Variáveis de balanço de nitrogênio obtidos, a maior ingestão de 2267 

nitrogênio no tratamento BTSB refletiu em maior excreção de nitrogênio, não apenas nas fezes, 2268 

mas também na urina. Embora uma diferença não significativa entre os tratamentos em N-2269 

absorvido e N-retenção foi observada. Monnerat et al. (2013) também não observaram 2270 

diferença estatística no balanço de nitrogênio ao suplementar bovinos de corte com monensina 2271 

sódica ou S. cerevisiae. 2272 

A combinação de Saccharomyces cerevisiae var. boulardii com Bacillus toyonensis 2273 

apresentou se um potencial aditivo alimentar para bovinos, por apresentar concentrações 2274 

semelhantes ao tratamento com monensina (MO) no pH ruminal, NH3-N, AGV total e balanço 2275 

de nitrogênio. Ainda assim, a monensina combinada com os probióticos estudados não pôde 2276 

superar o tratamento MO ou o tratamento BTSB, não sendo aconselhado esta combinação, 2277 

devido à falta de benefícios. Nenhum sinal de desbalanço fisiológico foram observados nas 2278 

variáveis sanguíneas ou urinárias nos tratamentos testados. 2279 

Aprovação ética 2280 

Todos os procedimentos neste estudo, envolvendo cuidados com os animais, estavam 2281 

de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal sob 2282 

o caso do Comitê de Ética para Uso de Animais no: 1186/2021 2283 

Declaração de disponibilidade de dados e modelo 2284 
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Tabela 1 2442 

Participação dos ingredientes e química da dieta experimental oferecida aos novilhos sem os 2443 

aditivos. 2444 

Item Dieta 

Ingrediente (% MS da dieta)  

 Silagem de milho 30 

 Concentrado1 70 

   Milho moído 45,50 

   Farelo de soja 8,52 

   Casca de soja 14,00 

   Amireia® 180S 0,82 

   Sal 0,23 

   Lithonutri® 0,85 

   Premix 0,04 

   Vitamina ADE 0,04 

Composição química da dieta (g/kg MS da dieta)  

  Matéria seca  695,64 

  Matéria orgânica 953,06 

  Proteína bruta 151,34 

  Extrato etéreo 27,38 

  Fibra em detergente neutro 400,67 

  Fibra em detergente acido 212,06 

  Carboidratos não-fibrosos (CNF)2 388,43 

1Conteúdo (por kg de concentrado): Cálcio 5,00 g; Fósforo 2600,00 mg; Cobalto 0,62 mg; Cobre 15,30 mg; 2445 

Enxofre 195,00 mg; Iodo 0,80 mg; Magnésio 78,40 mg; Manganês 12,48 mg; Selênio 0,20 mg; Sódio 1230,00 2446 

mg; Zinco 51,00 mg; Vitamina A 3300,00 UI; Vitamina D 412,50 UI; Vitamina E 15,00 UI. 2447 
2 CNF (%) = 100-(%PB-(%PBamiréia * %amiréia)) + %FDN + %EE + %MM) 2448 

2449 
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Tabela 2 2450 

Consumo de nutrientes e digestibilidade aparente de novilhos recebendo dieta com a 2451 

associação de probióticos e ionóforo. 2452 

Item Tratamentos1 

EPM2 P-value 
MO MBT MSB BTSB 

Consumo kg/dia (base de MS)  

MS 9,942b 10,035b 10,180b 11,281a 0,49 0,0177 

MO 8,793ab 8,817ab 8,312b 9,632a 0,40 0,0378 

PB 1,452ab 1,439ab 1,351b 1,611a 0,08 0,0136 

EE 0,373b 0,374b 0,405ab 0,448a 0,04 0,0362 

FDAa 3,332 3,395 3,127 3,548 0,12 0,1335 

FDA 1,841 1,908 1,690 1,834 0,11 0,2874 

CNF 3,636ab 3,609ab 3,428b 4,025a 0,26 0,0459 

NDT 6,985 6,916 6,837 7,225 0,35 0,8105 

Digestibilidade aparente (g/kg na MS)  

MS 750,73 745,25 778,39 720,21 15,22 0,5114 

MO 744,71 735,69 750,06 694,45 16,10 0,4465 

PB 725,47 722,31 714,14 672,78 16,60 0,2177 

EE 868,14 893,30 887,11 898,84 16,78 0,6317 

FDNa 624,19 648,04 653,92 536,12 24,10 0,2085 

FDA 589,84 615,02 609,12 482,03 36,19 0,1741 

CNF 847,66 801,98 833,55 812,04 17,03 0,6899 

NDT 705,52 696,87 660,64 638,88 16,21 0,2483  

PBB(g/dia) 941,16 929,85 916,98 980,33 57,53 0,8105 

1MO = Monensina apenas; MBT = Monensina + B. toyonensis; MSB = Monensina + S. cerevisiae boulardii; 2453 

BTSB = B. toyonensis + S. cerevisiae boulardii. 2454 
2EPM= erro padrão da média.  2455 
a-b Os valores dentro de uma linha com sobrescritos diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P 2456 

< 0,05). 2457 

2458 
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Tabela 3  2459 

Variáveis ruminais de novilhos recebendo dieta com a associação de probióticos e ionóforo. 2460 

Item 
Tratamentos1 

EPM2 P-value 
MO MBT MSB BTSB 

pH Ruminal3 6,496 6,411 6,475 6,329 0,58 0,0891 

NH3-N, mg/dL4 18,086ab 16,801b 15,712b 21,080a 0,84 0,0032 

AGV total, mmol/l 88,262 82,053 75,184 75,472 2,96 0,1442 

Proporção molar do AGV, % 

Acetato (C2) 63,810 63,949 63,004 65,711 0,75 0,0609 

Propionato (C3) 18,683a 18,926a 20,228a 14,730b 0,99 0,0001 

iButirato (iC4) 1,273 1,402 1,439 1,354 0,61 0,1074 

nButirato (nC4) 12,508 11,943 11,174 14,005 0,04 0,1789 

nValerato (nC5) 0,985ab 0,932ab 0,859b 1,003a 0,03 0,0397 

iValerato (iC5) 2,550 2,612 3,168 2,950 0,12 0,0399 

nCaprico (nC6) 0,191 0,236 0,129 0,247 0,02 0,1494 

Acetato:propionato 3,709b 3,723b 3,524b 4,561a 0,21 0,0003 

1MO = Monensina apenas; MBT = Monensina + B. toyonensis; MSB = Monensina + S. cerevisiae boulardii; 2461 

BTSB = B. toyonensis + S. cerevisiae boulardii. 2462 
2EPM= erro padrão médio. 2463 
3Interação tratamento x hora do pH ruminal, P = 0,9677. 2464 
4Interação tratamento x hora do NH3-N, P = 0,6672. 2465 
a-b Os valores dentro de uma linha com sobrescritos diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P 2466 

< 0,05). 2467 

2468 
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Tabela 4 2469 

Variáveis sanguíneas de novilhos recebendo dieta com a associação de probióticos e ionóforo. 2470 

Item 
Tratamentos1 

EPM2 P-value 
MO MBT MSB BTSB 

Glucose (mg/dl) 80,51 81,96 75,44 80,57 2,53 0,0567 

Metabolismo enzimático 

AST (U/L) 53,73ab 44,65c 47,95bc 61,08a 1,70 0,0001 

GGT (U/L) 15,85a 14,00b 14,90ab 15,70a 0,67 0,0034 

Metabolismo proteico 

Albumina (g/L) 33,00a 29,50b 31,00ab 32,25ab 0,61 0,0254 

Creatinina (mg/dl) 1,35 1,30 1,30 1,35 0,05 0,8013 

Proteína total (g/L) 66,50 63,17 65,65 64,45 1,63 0,3598 

Ureia (mg/dl) 36,70a 30,85b 32,75b 37,28a 1,26 0,0001 

Metabolismo lipídico 

Colesterol (mg/dl) 123,75 120,00 119,25 128,00 6,28 0,3290 

Triglicerídeos (mg/dl) 15,20b 17,95a 14,07b 14,78b 0,74 <0,0001 

1MO = Monensina apenas; MBT = Monensina + B. toyonensis; MSB = Monensina + S. cerevisiae boulardii; 2471 

BTSB = B. toyonensis + S. cerevisiae boulardii. 2472 
2EPM= erro padrão da média. 2473 
a-c Os valores dentro de uma linha com sobrescritos diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P 2474 

< 0.05). 2475 

2476 
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Tabela 5 2477 

Variáveis urinárias e balanço de nitrogênio de novilhos recebendo dieta com a associação de 2478 

probióticos e ionóforo. 2479 

 Treatmentos1 EPM2 P-value 

Item MO MBT MSB BTSB   

PC final 491,00 464,25 488,25 469,50 22,39 0,9887 

Volume urinário (L/dia) 4,89 6,40 6,75 5,74 0,66 0,8615 

Variáveis urinário (mg/dl) 

Creatinina 65,31 78,75 68,44 56,25 7,44 0,7426 

Ureia 1225,00 1687,50 1143,75 1343,75 182,53 0,7639 

Ácido úrico 8,75 2,50 5,00 8,75 1,91 0,3072 

Nitrogênio total 2350,17 1690,78 2040,75 2422,50 233,29 0,8370 

N-ureia 571,68 787,52 533,76 627,68 85,18 0,7639 

Variáveis urinários (mg/kg do PC) 

Creatinina 6,43 11,02 9,05 6,56 1,13 0,5481 

Ureia 123,90 233,27 163,09 158,47 25,47 0,6772 

Ácido úrico 0,82 0,29 0,38 0,92 0,19 0,2520 

Nitrogênio total 232,30 232,16 207,75 269,17 15,59 0,5849 

N-ureia 57,82 108,86 76,11 73,96 11,88 0,6772 

Balanço de nitrogênio (g/dia) 

N-Consumo 232,39ab 230,28ab 216,21b 257,72a 12,10 0,0135 

N-Fezes 63,00b 63,96ab 58,58b 83,72a 4,72 0,0200 

N-Urina 108,96ab 107,78ab 99,90b 123,15a 6,78 0,0135 

N-Retido 60,44 58,55 57,73 50,86 5,32 0,4587 

1MO = Monensina apenas; MBT = Monensina + B. toyonensis; MSB = Monensina + S. cerevisiae boulardii; 2480 

BTSB = B. toyonensis + S. cerevisiae boulardii. 2481 
2EPM= erro padrão da média. 2482 
a-b Os valores dentro de uma linha com sobrescritos diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P 2483 

< 0.05). 2484 

2485 
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 2486 

Fig. 1. Valores médios de pH ruminal e nitrogênio amoniacal (NH3-N) em diferentes horários 2487 

de coleta de novilhos recebendo dieta com a associação de probióticos e ionóforo. 2488 

Abreviações: MO = Monensina apenas; MBT = Monensina + B. toyonensis; MSB = Monensina + S. cerevisiae 2489 

boulardii; BTSB = B. toyonensis + S. cerevisiae boulardii. 2490 

* Efeito da hora no pH, P = <0.0001. ** Efeito da hora no NH3-N, P = <0.0001. Valores com diferentes sobrescritos 2491 

diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0.05). 2492 

2493 
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Materiais suplementares 2494 

 2495 

Material suplementar S1 Modelo estatístico usado no software SAS® 2496 

 2497 

Non-repeated variables: 2498 

PROC GLM DATA= Data; 2499 

CLASS PERIOD TREATMENT ANIMAL; 2500 

MODEL Variable = PERIOD TREATMENT ANIMAL; 2501 

MEANS TREATMENT/TUKEY; 2502 

RUN; 2503 

 2504 

Repeated variables: 2505 

PROC GLM DATA= Data; 2506 

CLASS PERIOD TREATMENT ANIMAL HOUR; 2507 

MODEL Variable = PERIOD TREATMENTE ANIMAL HOUR TREATMENT*HOUR; 2508 

MEANS TREATMENT/TUKEY; 2509 

MEANS HOUR/TUKEY; 2510 

RUN; 2511 

2512 
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Tabela Suplementar S1: Consumo de nutrientes e digestibilidade aparente de novilhos 2513 

recebendo dieta com a associação de probióticos e ionóforo. 2514 

Item Tratamentos1 

EPM2 

P-value 

MO MBT MSB BTSB Trat. Período Animal 

Consumo kg/dia (base de MS)    

MS 9,942 10,035 10,180 11,281 0,49 0,0177 0,0001 0,0004 

MO 8,793 8,817 8,312 9,632 0,40 0,0378 0,0004 0,0023 

PB 1,452 1,439 1,351 1,611 0,08 0,0136 0,0001 0,0020 

EE 0,373 0,374 0,405 0,448 0,04 0,0362 <0,0001 0,0030 

FDNa 3,332 3,395 3,127 3,548 0,12 0,1335 0,0399 0,0035 

FDA 1,841 1,908 1,690 1,834 0,11 0,2874 0,0005 0,0108 

CNF 3,636 3,609 3,428 4,025 0,26 0,0459 <0,0001 0,0070 

NDT 6,985 6,916 6,837 7,225 0,35 0,8105 0,0013 0,0540 

Digestibilidade aparente (g/kg de MS)    

MS 750,73 745,25 778,39 720,21 15,22 0,5114 0,0843 0,6929 

MO 744,71 735,69 750,06 694,45 16,10 0,4465 0,0475 0,7429 

PB 725,47 722,31 714,14 672,78 16,60 0,2177 0,0094 0,0592 

EE 868,14 893,30 887,11 898,84 16,78 0,6317 0,0027 0,8018 

FDNa 624,19 648,04 653,92 536,12 24,10 0,2085 0,0918 0,6887 

FDA 589,84 615,02 609,12 482,03 36,19 0,1741 0,0093 0,3446 

CNF 847,66 801,98 833,55 812,04 17,03 0,6899 0,0821 0,5571 

NDT 705,52 696,87 660,64 638,88 16,21 0,2483  0,1051 0,1392 

PBB(g/dia) 941,16 929,85 916,98 980,33 57,53 0,8105 0,0013 0,0540 

1MO = Monensina apenas; MBT = Monensina + B. toyonensis; MSB = Monensina + S. cerevisiae boulardii; 2515 

BTSB = B. toyonensis + S. cerevisiae boulardii. 2516 
2EPM= erro padrão da média. 2517 
a-b Os valores dentro de uma linha com sobrescritos diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey 2518 

(Tratamento; P < 0.05). 2519 
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Tabela suplementar S2: Variáveis ruminais de novilhos recebendo dieta com a associação de probióticos e ionóforo. 2520 

Item 

Tratamentos1 EPM2 P-value 

MO MBT MSB BTSB  Tratamento Período Animal Hora Tratamento 

*Hora 

pH ruminal 6,496 6,411 6,475 6,329 0,58 0,0891 <0,0001 0,1646 <0,0001 0,9677 

NH3-N, mg/dl 18,086ab 16,801b 15,712b 21,080a 0,84 0,0032 0,0310 0,0004 <0,0001 0,6672 

AGV total, mmol/l 88,262 82,053 75,184 75,472 2,96 0,1442 0,0214 0,0059   

Proporção molar do AGV, %     

Acetato (C2) 63,810 63,949 63,004 65,711 0,75 0,0609 <0,0001 <0,0001   

Propionato (C3) 18,683a 18,926a 20,228a 14,730b 0,99 0,0001 <0,0001 <0,0001   

iButirato (iC4) 1,273 1,402 1,439 1,354 0,61 0,1074 0,0010 0,0012   

nButirato (nC4) 12,508 11,943 11,174 14,005 0,04 0,1789 0,5666 0,0003   

nValerato (nC5) 0,985ab 0,932ab 0,859b 1,003a 0,03 0,0397 0,0058 0,0002   

iValerato (iC5) 2,550 2,612 3,168 2,950 0,12 0,0399 0,0013 0,0072   

nCaproico (nC6) 0,191 0,236 0,129 0,247 0,02 0,1494 0,6748 0,6148   

Acetato: propionato 3,709b 3,723b 3,524b 4,561a 0,21 0,0003 <0,0001 <0,0001   

1MO = Monensina apenas; MBT = Monensina + B. toyonensis; MSB = Monensina + S. cerevisiae boulardii; BTSB = B. toyonensis + S. cerevisiae boulardii. 2521 
2EPM= erro padrão da média. 2522 
a-b Os valores dentro de uma linha com sobrescritos diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (Tratamento; P < 0.05). 2523 
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Tabela suplementar S3: Valores de precisão do kit ELISA utilizado para a medição 2524 

quantitativa das variáveis séricas de novilhos de corte recebendo dieta com a associação de 2525 

probióticos e ionóforo. 2526 

 CV 

 Intra-teste Inter-teste 

Albumin kit – ALB2 

(ref. 04657357; Roche Diagnostics GmbH, Germany) 

 

<0,8 7,11 

Aspartate aminotransferase kit – ASTL 

(ref. 04657543; Roche Diagnostics GmbH, Germany) 
<1,4 11,05 

γ-Glutamyltransferase kit – GGT-2 

(ref. 05401461; Roche Diagnostics GmbH, Germany) 
<1,9 6,43 

Cholesterol kit – CHOL2 

(ref. 04718917; Roche Diagnostics GmbH, Germany) 
<1,4 8,41 

Creatinine kit – CREJ2 

(ref. 05401755; Roche Diagnostics GmbH, Germany) 
<4,0 10,67 

Glucose kit – GLUC2 

(ref. 04657527; Roche Diagnostics GmbH, Germany) 
<1,1 12,25 

Total Protein kit – TP2 

(ref. 04657586; Roche Diagnostics GmbH, Germany) 
<3,1 5,94 

Triglycerides kit – TRIGL 

(ref. 04657594; Roche Diagnostics GmbH, Germany) 
<1,3 7,62 

Urea kit – UREAL 

(ref. 04657616; Roche Diagnostics GmbH, Germany) 
<1,0 7,25 

 2527 

2528 



109 
 

Tabela suplementar S4: Variáveis sanguíneas de novilhos recebendo dieta com a associação 2529 

de probióticos e ionóforo. 2530 

Item 
Tratamentos1 

EPM2 
P-value 

MO MBT MSB BTSB Tratamento Período Animal 

Glucose (mg/dl) 80,51 81,96 75,44 80,57 2,53 0,0567 0,0001 0,0509 

Metabolismo enzimático   

AST (U/L) 53,73ab 44,65c 47,95bc 61,08a 1,70 0,0001 0,0005 0,6301 

GGT (U/L) 15,85a 14,00b 14,90ab 15,70a 0,67 0,0034 <0,0001 <0,0001 

Metabolismo proteico   

Albumina (g/L) 33,00a 29,50b 31,00ab 32,25ab 0,61 0,0254 0,0003 0,0254 

Creatinina (mg/dl) 1,35 1,30 1,30 1,35 0,05 0,8013 0,0325 <0,0001 

Proteína total (g/L) 66,50 63,17 65,65 64,45 1,63 0,3598 <0,0001 <0,0001 

Ureia (mg/dl) 36,70a 30,85b 32,75b 37,28a 1,26 0,0001 0,0182 <0,0001 

Metabolismo lipídico   

Colesterol (mg/dl) 123,75 120,00 119,25 128,00 6,28 0,3290 <0,0001 <0,0001 

Triglicérides (mg/dl) 15,20b 17,95a 14,07b 14,78b 0,74 <0,0001 <0,0001 <0,0001 

1MO = Monensina apenas; MBT = Monensina + B. toyonensis; MSB = Monensina + S. cerevisiae boulardii; 2531 

BTSB = B. toyonensis + S. cerevisiae boulardii. 2532 
2EPM= erro padrão da média. 2533 
a-c Os valores dentro de uma linha com sobrescritos diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey 2534 

(Tratamento; P < 0.05). 2535 

2536 



110 
 

Tabela suplementar S5: Valores de precisão do kit ELISA utilizado nas medidas 2537 

quantitativas das variáveis urinárias de novilhos recebendo dieta com a associação de 2538 

probióticos e ionóforo. 2539 

 %CV 

 Intra-Teste Inter-Teste 

Creatinine Kit – Método calorimétrico cinético   

(ref. K067-24.1; Bioclin, Quibasa Química Básica Ltda, Belo 

Horizonte, MG, Brasil) 

 

<1,20 41,79 

Urea Kit – Método enzimático 

(ref. K047; Bioclin, Quibasa Química Básica Ltda, Belo 

Horizonte, MG, Brasil) 

<0,72 56,72 

Uric Acid Kit – Método monoreagente 

(ref. K139-8.1; Bioclin, Quibasa Química Básica Ltda, Belo 

Horizonte, MG, Brasil) 

<2,96 80,00 

 2540 

2541 
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Tabela suplementar S6: Variáveis urinárias e balanço de nitrogênio de novilhos recebendo 2542 

dieta com a associação de probióticos e ionóforo. 2543 

 Tratamentos1 EPM2 P-value 

Item MO MBT MSB BTSB  Tratamentos Período Animal 

PC final 491,00 464,25 488,25 469,50 22,39 0,9887 0,9303 0,9996 

Volume da urine 

(L/dia) 

4,89 6,40 6,75 5,74 0,66 0,8615 0,7203 0,7387 

  Variáveis urinário (mg/dl). 

Creatinina 65,31 78,75 68,44 56,5625 7,44 0,7426 0,2112 0,4052 

Ureia 1225,00 1687,50 1143,75 1343,75 182,53 0,7639 0,4764 0,3838 

Ácido úrico 8,75 2,50 5,00 8,75 1,91 0,3072 0,3486 0,0231 

Nitrogênio total 2350,17 1690,78 2040,75 2422,50 233,29 0,8370 0,9569 0,7805 

N ureia 571,68 787,52 533,76 627,68 85,18 0,7639 0,4764 0,3838 

  Variáveis urinário (mg/kg de PC) 

Creatinina 6,43 11,02 9,05 6,56 1,13 0,5481 0,5966 0,7776 

Ureia 123,90 233,27 163,09 158,47 25,47 0,6772 0,8408 0,7135 

Ácido úrico 0,82 0,29 0,38 0,92 0,19 0,2520 0,3349 0,0205 

Nitrogênio total 232,30 232,16 207,75 269,17 15,59 0,5849 0,2388 0,5565 

N Ureia 57,82 108,86 76,11 73,96 11,88 0,6772 0,8408 0,7135 

  Balanço de nitrogênio (g/dia) 

N-Consumo 232,39ab 230,28ab 216,21b 257,72a 12,10 0,0135 <0,0001 0,0020 

N-Fezes 63,00b 63,96ab 58,58b 83,72a 4,72 0,0200 0,4983 0,0030 

N-Urina 108,96ab 107,78ab 99,90b 123,15a 6,78 0,0135 <0,0001 0,0020 

N-Retido 60,44 58,55 57,73 50,86 5,32 0,4587 0,0007 0,1787 

1MO = Monensina apenas; MBT = Monensina + B. toyonensis; MSB = Monensina + S. cerevisiae boulardii; 2544 

BTSB = B. toyonensis + S. cerevisiae boulardii. 2545 
2EPM= erro padrão da média. 2546 
a-b Os valores dentro de uma linha com sobrescritos diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey 2547 

(Tratamento; P < 0.05). 2548 

2549 
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4. IMPLICAÇÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 2550 

 2551 

Com a grande variedade de aditivos existentes é comum se buscar o efeito associativos 2552 

pela combinação de diferentes tipos ou classes de aditivos para serem utilizados nos bovinos, 2553 

com intuito de melhor ainda mais a produtividade ou reduzir os já problemas existentes na 2554 

pecuária. Com base nos estudos realizados nesta tese, quando combinado o ionóforo monensina 2555 

sódica com o Bacillus toyonensis ou mesmo com a levedura Saccharomyces cerevisiae var. 2556 

boulardii, não houve benefícios na cinética nem na produção de gás in vitro da silagem de 2557 

milho. Também não houve efeito positivo dessas duas combinações no consumo de alimento, 2558 

digestibilidade aparente, variáveis ruminais e variáveis sanguíneas dos novilhos. 2559 

Já quando associados o dos probióticos Bacillus toyonensis com Saccharomyces 2560 

cerevisiae var. boulardii, esta combinação apresentou valores semelhantes aos observados no 2561 

tratamento com monensina sódica, na digestibilidade dos nutrientes, variáveis ruminais, 2562 

sanguíneas, urinárias e na retenção de nitrogênio. 2563 

Com base nas observações promissoras da associação de Bacillus toyonensis com 2564 

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii obtidos nesta tese, são sugeridos mais estudos com 2565 

esta associação de probióticos sobre os aspectos produtivos para que seja recomendado como 2566 

melhorador de desempenho alternativo para os bovinos. 2567 

2568 
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5. ANEXOS 2569 

 2570 

 2571 

Anexo I – Artigo publicado (Capítulo 1) no periódico científico Fermentation (ISSN: 2311-2572 

5637). DOI: https://doi.org/10.3390/fermentation7040298 2573 


