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Resumo: O uso de aditivos melhora a eficiéncia alimentar de bovinos ao alterar as populacdes microbianas.
Este estudo avaliou os efeitos de diferentes doses e da interacdo de dois aditivos sobre a digestibilidade in
vitro da matéria seca (DIVMS), a digestibilidade da fibra em detergente neutro (DIVFDN) e os parametros
de fermentacao ruminal, utilizando liquido ruminal de vacas fistuladas. Dietas com relacdo 70:30 de
forragem para concentrado foram incubadas por 48 h pelo método de Tilley & Terry, utilizando Brachiaria
decumbens como forragem e um concentrado de milho moido, farelo de soja e ureia. Os aditivos testados
foram Isomix® (0,0 a 4,8 % da matéria seca da dieta) e virginiamicina (0,0 a 0,80 %). Efeitos significativos
(P<0,05) da virginiamicina incluiram aumento do pH, NH, e proteina soltvel (PS), com reducao da DIVMS,
DIVFDN, proteina microbiana (PM) e acidos graxos volateis (AGV). O Isomix nao apresentou efeitos
significativos sobre essas varidveis, mas aumentou (P<0,05) a concentracdo de isobutirato. As interacdes
entre os aditivos afetaram o acetato, propionato, butirato, isovalirato e a relacdo acetato:propionato
(P<0,05). Embora nenhum dos aditivos tenha melhorado a digestibilidade, o Isomix aumentou o propionato
e reduziu a relagao acetato:propionato, potencialmente melhorando o balan¢o energético e o desempenho.
Recomenda-se mais pesquisas, especialmente em dietas com baixo teor de proteina e suplementacao de
ureia em sistemas de pastejo tropical.

Palavras-chave: Acidos graxos volateis de cadeia ramificada; digestibilidade in vitro; pastagens tropicais.

Abstract: Additives improve cattle feed efficiency by altering microbial populations. This study evaluated
the effects of varying doses and the interaction between two additives on in vitro dry matter digestibility
(IVDMD), neutral detergent fiber digestibility (IVNDFD), and ruminal fermentation parameters using rumen
fluid from fistulated cows. Diets with a 70:30 forage-to-concentrate ratio were incubated for 48 h using
the Tilley and Terry method, with Brachiaria decumbens as the forage and a concentrate composed of
corn meal, soybean meal, and urea. The additives tested were Isomix® (from 0.0 to 4.8 % of diet dry matter)
and virginiamycin (from 0.0 to 0.80 %). The significant effects (P<0.05) of virginiamycin included increased
pH, NH,, and soluble protein (SP) and decreased IVDMD, IVNDFD, microbial protein (MP), and volatile fatty
acids (VFA). Isomix had no significant effects on these variables, but increased isobutyrate concentration (P<
0.05). Additive interactions affected acetate, propionate, butyrate, isovalerate, and the acetate:propionate
ratio (P<0.05). While neither additive improved digestibility, Isomix enhanced propionate production and
reduced the acetate:propionate ratio, potentially improving energy balance and performance. Further
research is recommended, particularly on diets with low protein and urea supplementation in tropical
grazing systems.

Key-words: Branched-chain volatile fatty acids; in vitro digestibility; tropical pastures.
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1. Introducao

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino do mundo, em sistemas de producdo predominantemente
a pasto e, em sua maioria, com forrageiras tropicais. Elevadas proporcdes de carboidratos estruturais
presentes nas forragens limitam o consumo voluntario e a digestibilidade dos alimentos pelos
ruminantes, uma vez que reduzem as taxas de fermentacao . A busca por novas tecnologias para
aumentar o desempenho animal tem sido considerada como alternativa para reduzir custos na nutricao

de ruminantes @,

Os processos de fermentacao ruminal proporcionam diversas vantagens nos mecanismos digestivos
e metabdlicos dos ruminantes. Os produtos da fermentacdo ruminal, como os acidos graxos volateis
e a proteina microbiana, constituem as principais fontes de energia e nutrientes para esses animais.
A possibilidade de controlar determinados processos metabdlicos no riumen, visando a melhoria do
desempenho animal, tem sido um conceito atrativo para nutricionistas e microbiologistas ruminais ©.
Assim, o uso de aditivos alimentares pode trazer beneficios ao sistema de producao, como aumento do
ganho de peso, melhoria na conversao alimentar, reducao do risco de acidose e incremento na resposta
imune, resultando em ganhos produtivos .

A virginiamicina é um antibiético ndo-ionéforo que inibe a sintese e o crescimento de células
bacterianas gram-positivas ©. Os acidos graxos volateis de cadeia ramificada (AGVCR; ou seja, isobutirico,
isovalérico, valérico e 2-metilbutirico) sdo considerados essenciais para o crescimento de microrganismos
celuloliticos, fundamentais para a degradacdo dos componentes fibrosos das dietas . Bactérias fibro-
liticas podem ser as mais beneficiadas pela adicdo de AGVCR a dieta, enquanto outros microrganismos
podem se favorecer do aumento da degradacao da fibra ©.

Pesquisas anteriores demonstraram resultados varidveis da suplementacdo de AGVCR sobre a
atividade ruminal, mas ainda ha pouca informacao sobre seus efeitos em nossas condi¢ées. Do mesmo
modo, ndo é concreto o conhecimento dos efeitos da virginiamicina em dietas com alta proporcao de
volumosos (182122,

O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos de diferentes niveis de virginiamicina e Isomix
(produto contendo AGVCR) sobre microrganismos ruminais, utilizando a técnica in vitro, por meio
da avaliacao da digestibilidade da matéria seca e da fibra em detergente neutro da dieta, bem como
possiveis modificacdes em alguns parametros da fermentacdo ruminal in vitro.

2. Material e métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutricdo Animal e no Laboratério de Microbiologia
do Rimen do Departamento de Zootecnia, e no Laboratério de Microbiologia Anaerdbia do
Departamento de Microbiologia Agricola da Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vicosa, MG, Brasil. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais de Producao da
UFV (CEUAP-UFV; protocolo 032/2020).

Foram utilizadas duas vacas da raca Holandesa, com peso vivo médio de 550 kg, fistuladas no
ramen, mantidas sob as mesmas condicdes, adaptadas a dieta experimental por 15 dias antes da coleta
do fluido ruminal e com fornecimento de agua ad libitum. A dieta foi composta por silagem de milho
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como volumoso e concentrado a base de milho moido e farelo de soja, fornecida duas vezes ao dia, apds
as ordenhas da manha e da tarde. Os animais foram mantidos em baias individuais com piso de cimento,
providas de bebedouro e cocho para volumoso e concentrado.

No experimento, avaliaram-se os efeitos da inclusao de diferentes niveis de virginiamicina e de
um produto comercial (Isomix®) sobre a fermentacao ruminal in vitro, em dieta a base de Brachiaria
decumbens, com relacdo volumoso:concentrado de 70:30. Os parametros de fermentacao avaliados
foram pH, acidos graxos volateis totais (AGV) e os acidos acético, propionico, butirico, isobutirico,
isovalérico e valérico, expressos em mM e em porcentagem; relacdo acético:propidnico; nitrogénio
amoniacal (em mM ou mmol/L e mg de N-NH,/100 mL); proteina soltvel e proteina microbiana (mg/L).

O volumoso foi colhido ao final do periodo chuvoso, por simulacdo de pastejo manual, em
piquete da Fazenda Boa Vista, distrito de Cachoeira de Santa Cruz, Vicosa-MG, pertencente ao
Departamento de Zootecnia da UFV. A dieta experimental foi composta por capim Brachiaria
decumbens, milho moido, farelo de soja e ureia, na proporcao de 70,0; 19,3; 9,7 e 1,0 % na amostra
pré-seca, respectivamente. Um total de 75 g de dieta foram preparados, homogeneizados e
processados em moinho tipo Willey, com peneira de T mm, também para andlises bromatoldgicas.
A composicao obtida foi: proteina bruta, 16,7 %; fibra em detergente neutro (FDN), 66,7 %;
fibra em detergente acido (FDA), 32,4 %; lignina, 5,21 %; extrato etéreo, 2,29 %; e cinzas, 6,03 %.

Os tratamentos foram organizados em esquema fatorial 6x6, sendo seis niveis de Isomix (0,0;
1,5; 3,0; 6,0; 12 e 24 mg de Isomix, ou concentracdes de 0,0; 0,3; 0,6; 1,2; 2,4 e 4,8 %) e seis niveis de
virginiamicina (0,0; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg de virginiamicina 10 %, ou concentra¢des de 0,0; 0,05;
0,1; 0,2; 0,4 e 0,8 %), em 500 mg de matéria seca de dieta (ou 550 mg de amostra pré-seca), além de
dois controles adicionais, com trés repeticoes, totalizando 114 unidades experimentais. Os niveis mais
elevados de Isomix e virginiamicina in vitro foram bem superiores aos recomendados comercialmente
in vivo, mas os niveis mais baixos aproximam-se das recomendacoes, permitindo verificar os limites de
efeitos potenciais em condicdes in vitro.

Na preparacdo dos seis tratamentos com Isomix, foram adicionados 0,873 g de Isomix e 9,13 g
da dieta pré-seca em frasco, resultando em mistura contendo 24 mg de Isomix para cada 275 mg de
amostra (denominado 24 mgq). Diluicdes secas sucessivas foram realizadas, obtendo-se concentracdes
de 12, 6,3 e 1,5 mg de Isomix. O controle (0 mg) correspondeu a dieta pura.

Na preparacao dos seis tratamentos com virginiamicina, foram adicionados 0,145 g de virginiamicina
(10 %) e 9,86 g da dieta pré-seca em frasco, resultando em mistura contendo 4 mg de virginiamicina para
cada 275 mg de amostra (denominado 4 mg). Dilui¢des secas sucessivas foram realizadas, obtendo-se
concentracdes de 2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 mg. O controle (0 mg) correspondeu a dieta pura.

Na fermentacao in vitro, utilizaram-se 0,275 g de amostra com ou sem Isomix e 0,275 g de amostra
com ou sem virginiamicina, dependendo da combinacdo dos tratamentos (6 x 6), totalizando 0,550 g
de amostra pré-seca. Foram adicionados 10 mL de fluido ruminal e 40 mL de tampéao McDougall ©,
em frascos de penicilina de 100 mL (proporc¢ao inoculo:tampéao de 1:4). O método de Tilley & Terry 19,
considerado padréo para estudos de digestibilidade in vitro, foi empregado.

O tampao McDougall © foi preparado no dia anterior as incubacées, em sala climatizada a 39 °C.
Antes de cada repeticdo, o contetdo ruminal (liquido e sélido) foi coletado em diferentes pontos da
interface liquido-sdlido do rimen, acondicionado em recipientes térmicos a 39 °C, homogeneizado por
30 segundos em liquidificador e filtrado em trés camadas de gaze em Erlenmeyer de 2 L 7.
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O espaco livre dos frascos foi saturado com CO,, sendo estes vedados com rolhas de borracha e
selos de aluminio, e mantidos sob agitacao (40 rpm) em sala climatizada a 39 °C. Os gases da fermentacao
foram liberados a cada trés horas, com auxilio de agulhas. Apés 48 horas de incubacao, o pH foi medido,
e o conteudo dos frascos transferido para cadinhos filtrantes, lavados com 4gua destilada a 90 °C. Os
cadinhos foram secos (105 °C/24 h) e pesados, obtendo-se o residuo aparentemente ndo digerido da
matéria seca.

Para a digestibilidade acetona (30 mL), os cadinhos foram secos (105 °C/24 h) e pesados, obtendo-
se o residuo de FDN de in vitro da fibra em detergente neutro (DIVFDN), os cadinhos com residuo
foram acondicionados em coletores universais autoclavaveis (120 mL), adicionando-se 80 mL de
solucdo detergente neutro produzida segundo Mertens 2, sem sulfito de sodio, e 250 uL de a-amilase
termoestavel (Termamyl 2X). Os coletores foram autoclavados (105 °C/1 h), conforme Detmann et al. *);
INCT-CA F-002/1. Apds lavagem com 4gua destilada quente. e acetona (30 mL), os cadinhos foram secos
(105 °C/24 h) e pesados, obtendo-se o residuo de FDN.

Ap06s abertura dos frascos, o liquido foi coletado em tubos Eppendorf, em triplicata por amostra.
Os acidos organicos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), conforme
Siegfried et al. ¥, utilizando coluna Phenomenex Rezex ROA (300 x 7,8 mm) a 45 °C, em cromatdgrafo
Dionex Ultimate 3000 acoplado a detector de indice de refracdo Shodex RI-101. A fase mével foi acido
sulfurico 5 mM, com fluxo de 0,7 mL/min. Padrbes externos: acido propidnico (60 mM), acético (60 mM),
butirico (20 mM), valérico (20 mM), isovalérico (5 mM) e isobutirico (10 mM), em diluicdes sucessivas (1:2,
1:4, 1:16 e 1:32). Acido croténico (12,5 mM) foi utilizado como padrao interno.

A concentracdo de amonia foi determinada pelo método colorimétrico de Chaney & Marbach ),
com leitura em 630 nm, em espectrofotémetro Spectronic 20D (Thermo Fisher Scientific, Madison, WI,
EUA), utilizando cloreto de aménio (NH,Cl) como padrao.

A proteina soluvel foi quantificada no sobrenadante apds centrifugacdo (10.600 x g/10 min),
segundo Bradford 9, utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrao. A proteina microbiana foi
quantificada apds centrifugacao (10.600 x g/10 min), descarte do sobrenadante e digestao do pellet com
NaOH (0,2 N/5 min a 100 °C), seguindo o método colorimétrico de Bradford ', com BSA como padrao.

As analises estatisticas foram realizadas no programa SAS 7, utilizando-se modelo linear geral,
adotando-se 5 % de significancia (p < 0,05). O delineamento fatorial 6x6, composto pelas combinagdes
das concentragdes de Isomix e virginiamicina, mais dois controles adicionais, em trés repeticoes, totalizou
114 unidades experimentais. As diferencas entre médias foram avaliadas pelo teste LS-Means Tukey, ao
nivel de 5 % de significancia.

3. Resultados e discussao

Houve efeito da virginiamicina sobre o pH, a digestibilidade in vitro da matéria seca e a
digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro (Tabela 1). Nao foi observado efeito do Isomix

nem de suas interagdes com a virginiamicina sobre essas varidveis (P>0,05).

Tabela 1. Valores de P para algumas varidveis analisadas.

Fonte de variacao pH DIVMS (%) DIVEDN (%)
%V 0,0040 <0,0001 <0,0001
% 0,6919 0,8488 0,5967
%V*%I 0,9994 0,9983 0,9911

DIVMS - digestibilidade in vitro da matéria seca; DIVFDN - digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro; V -
virginiamicina; | — Isomix
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Em estudo conduzido por Roman /'®, com a inclusdo de acidos graxos volateis de cadeia ramificada
(AGVCR), nao foi verificado efeito sobre o pH, assim como observado no presente trabalho. Os valores
finais de pH das incubacbes entre diferentes forragens e a adicdo de AGVCR variaram de 6,64 a 6,86,
estando dentro da faixa considerada ideal para a digestdo de fibras no rimen 9,

A auséncia de efeito do Isomix, que contém AGVCR, sobre a digestibilidade da matéria seca e da
fibra em detergente neutro foi distinta dos resultados relatados em estudos prévios, nos quais foram
observados efeitos positivos sobre a digestibilidade. Liu et al. ?, por exemplo, verificaram aumento
na concentracao ruminal de AGV e na digestibilidade total dos nutrientes. Zhang et al. ?" avaliaram a
inclusdo de aminoacidos de cadeia ramificada (AACR) em dietas a base de trigo nas concentra¢des de
0,2, 4,7 e 10 mmol/L, observando efeito linear crescente nos AGVCR com a suplementacao de AACR,
sendo que a menor concentracao (2 mmol/L) permitiu melhor eficiéncia na fermentacao ruminal e
digestibilidade da matéria seca e da fibra. Ja Suryapratama & Suhartati ?? sugerem que a suplementacédo
de 0,05 mM de AGVCR nao é suficiente para influenciar o crescimento das bactérias ruminais.

Outros estudos in vitro demonstraram que os AGVCR aumentam a fermentacao ruminal e a digestéo
da fibra por estimularem os microrganismos celuloliticos, uma vez que sua suplementacao melhora
a atividade das enzimas carboximetilcelulase, xilanase e B-glicosidase 3. A variacdo nos efeitos da
suplementacdo pode estar relacionada a composicao das dietas experimentais, visto que os resultados
indicam maior efetividade em dietas a base de gramineas em comparacao as dietas com leguminosas,
devido ao maior teor de proteina bruta destas Ultimas 23, A literatura também mostra que a resposta da
fermentacdo ruminal e da degradacdo da fibra seria limitada pela suplementacao de AGVCR (na dose de
2 mM) em dietas com elevado teor de proteina bruta e rapida degradacédo da fibra em detergente neutro
@49 ou em dietas com baixo teor de carboidratos fermentesciveis 2.

No presente estudo, o pH do meio aumentou com a utilizacao de virginiamicina (Tabela 2), em
concordancia com Maciel et al. @9, que relataram o potencial da virginiamicina em elevar o pH ruminal
de animais recebendo diferentes dietas, com variacdes na relacdo volumoso:concentrado. Esse efeito
pode ser explicado pelo aumento da populacao de bactérias utilizadoras de acido latico e pela reducao
das bactérias produtoras de acido latico 7.

A adicao de virginiamicina promoveu reducao crescente na DIVMS e na DIVFDN (Tabela 2).
Resultados semelhantes foram observados por Maciel et al. ?®, ao avaliar a digestibilidade do capim-
Marandu em vacas Nelore recebendo 33,5 mg/100 kg de peso vivo de virginiamicina, em abril e maio,
0 que pode estar associado ao menor teor de proteina bruta do pasto, reduzindo a degradacao dessa
proteina e o aporte de nutrientes as bactérias celuloliticas. De forma semelhante, Thorniley et al. @®,
ao avaliarem diferentes concentracdes de virginiamicina em ovelhas alimentadas com palha de trigo,
observaram que as maiores doses (80 e 160 mg/dia) reduziram a digestibilidade, associada a menor
ingestdo de matéria seca.

Quanto a DIVFDN, o comportamento foi semelhante ao relatado por Oliveira et al. ®, que avaliaram
a suplementacao de virginiamicina (150 mg/kg MS) em vacas leiteiras a pasto, verificando reducdo na
digestibilidade da fibra. Tal efeito pode estar relacionado a tendéncia de reducdo da amédnia com o uso
de virginiamicina ou ao efeito téxico sobre a microbiota ruminal celulolitica. Por outro lado, Silva et al.
60, suplementando 22,5 mg/kg de MS de concentrado em vacas mesticas alimentadas com dieta a base
de cana-de-acucar, observaram tendéncia de aumento da digestibilidade da MS e da FDN, sugerindo
melhor ambiente ruminal e maior aproveitamento da fibra.
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Tabela 2. Valores (médias + erro padrdo) ' de pH e da digestibilidade in vitro da matéria seca e da fibra em
detergente neutro em funcédo dos niveis de virginiamicina.

Virginiamicina (%) pH DIVMS (%) DIVFDN (%)
0,0 6,87 £0,02B 65,58 = 1,05 A 66,98+ 1,10 A
0,05 6,85+0,02B 63,42+ 1,11 AB 64,32+ 1,15A
0,1 6,87+0,02B 59,77 +1,11B 59,51 +1,158B
0,2 6,90 0,02 AB 53,96+1,11C 52,57+1,15C
04 6,89 0,02 AB 50,85+ 1,11 CD 47,18+ 1,15D
0,8 6,95+ 0,02 A 47,14+1,11D 39,40+ 1,15E

Walores de P na Tabela 1; DIVMS - digestibilidade in vitro da matéria seca; DIVFDN- digestibilidade in vitro da fibra em
detergente neutro; A,B,C,D,E - médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5 % de probabilidade.

As variaveis DIVFDN e DIVMS apresentaram uma alta correlacao positiva (0,89) entre si (P < 0,05).
Outra variavel que também foi analisada e é importante é a concentracdo de nitrogénio amoniacal no
ramen, pois esta pode comprometer a atividade dos microrganismos ruminais, especialmente daqueles
responsaveis pela degradacdo dos carboidratos fibrosos. O uso de aditivos seletivos da microbiota
ruminal tem como objetivo promover niveis de nitrogénio amoniacal adequados para o crescimento
microbiano V. Considera-se que a concentracdo de N-NH; no rimen pode influenciar a degradacédo da
fibra, e valores acima de 4 mg/dL podem maximizar esse processo ¢33,

Em nossos resultados, os valores de N-NH; (mg/dL = mM X 1,4) ficaram abaixo do nivel adequado
paramelhoraradegradacao dafibranos quatro menores niveis de virginiamicina (Tabelas 3 e 4). Ferreira et
al.®¥ nao encontraram diferenca entre os tratamentos, obtendo valores de 3,961; 3,876 € 4,147 mg/dL no
controle e com 108 e 216 mg de virginiamicina/animal/dia, respectivamente. O mesmo comportamento
foi observado no estudo de Salinas-Chavira %, em que a suplementacdo com virginiamicina nao afetou a
quantidade de N-NH; nem a eficiéncia microbiana liquida (g de N microbiano por kg de MO fermentada),
mostrando resultados em que os efeitos da virginiamicina sobre os parametros ruminais foram muito
pequenos. A virginiamicina aumentou o pH, associado ao aumento na concentracao de proteina soltvel

e amonia.

Por outro lado, nos resultados obtidos por Moreira et al. 9, a aplicagao de virginiamicina produziu
uma reducao na concentracao de amonia, e o autor atribuiu esse comportamento ao efeito da
virginiamicina em inibir a protedlise e a desaminacdao de aminoacidos, o que pode reduzir o acimulo
de amonia no rimen e favorecer maior retencao da proteina da dieta no hospedeiro. No caso de Costa
37 e Neto et al. ¥, os resultados foram semelhantes aos nossos (Tabelas 3 e 4), em que a presenca
de virginiamicina aumentou a disponibilidade de N-NH;, podendo-se inferir que a virginiamicina
apresentou baixa eficicia no controle do crescimento de bactérias fermentadoras de aminoacidos e
na reducdo da desaminacao proteica (Clostridium aminophilum e Clostridium sticklandii, que sao
bactérias Gram-positivas).

Além disso, neste estudo também se observou que um fator a ser considerado como influente
na concentracdo de N-NH; no rimen é o teor de proteina bruta presente nas forragens e suplementos
oferecidos aos animais . Proteinas com maiores fracdes prontamente soltveis sofrem degradacdo mais
rapida no ambiente ruminal, aumentando a concentracao de NH; ®¥. Qutra possivel explicacao para esse
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comportamento é que a virginiamicina pode aumentar a populacao de protozoarios; por exemplo, no
estudo de Costa et al. ©?, foi observado aumento na populacao de Entodinium, responsavel por 70 a 75
% da lise bacteriana.

Tabela 3. Valores P das varidveis relacionadas a fermentacao ruminal.

FV NH, (mM) PS (mg/L) PM'(mg/L) DPB (%) AGV totais (mM)  Acetato (%)
%V <0,0001 0,0003 0,9705 0,0356 <0,0001 <0,0001
% 1 0,6385 0,9891 0,9856 0,9887 0,6319 <0,0001
V] 0,9663 0,9483 0,9995 0,9999 0,5213 <0,0001

. Butirato Isobutirato Valerato2 .

FV Propionato(%) (%) (%) (%) relacao A:P
%V <0,0001 <0,0001 0,1488 <0,0001 0,2919 <0,0001
%] 0,0002 0,1827 <0,0001 <0,0001 0,2130 0,0001
V#| <0,0001 0,0006 0,8476 0,0008 0,1538 <0,0001

FV - Fonte de variacédo; V - virginiamicina; | - Isomix; PS - proteina soltvel; PM - proteina microbiana; DPB - degradabilidade
da proteina bruta; AGV - 4cidos graxos volateis; A:P — acetato:propionato. ' Média + EP = 288 + 64.3 mg/L; > Média + EP = 0.46
+0.17 %

Tabela 4. Médias + erro padrao’' das variaveis significativas, sem interacéo, para virginiamicina.

%V NH, (mM) PS (mg/L) DPB (%) AGYV totais (mM)
0.0 2,24+0,74C 166,64+43,43 B 34,47+£1,82B 82,23+£16,19 BDE
0.05 2,61+0,74 BC 189,57+43,43 BD 38,25+1,82 A 82,12+16,19 BDE
0.1 2,34+0,73 BC 200,20+43,43 ABC 37,72£1,82 A 72,63+16,19 ACE
0.2 2,77%0,73 BC 198,62+43,43 ABC 40,14+1,82 A 68,06£16,19 AC
0.4 3,01+£0,74 AB 233,70+43,43 AC 42,43+1,82 A 62,29+16,19 AC
0.8 3,45+0,74 A 213,33+43,43 ACD 44,46+1,82 A 61,98+£16,19 A

Walores de P na Tabela 3; V - virginiamicina; PS — proteina soltvel; DPB - degradabilidade da proteina bruta; AGV - cidos
graxos volateis; A,B,C,D,E - médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade.

A proteina microbiana pode fornecer até 100 % dos aminoacidos requeridos pelo animal,
dependendo da qualidade e/ou quantidade de proteina ndo degradavel no rimen “9, e sua limitacdo
pode afetar o desempenho animal. No presente estudo, esta nao foi afetada pela adicdo de virginiamicina
(Tabela 3), embora a proteina soluvel tenha aumentado com o incremento da concentracao de
virginiamicina. De forma semelhante, no estudo de Moreira et al. ©9, a adicao de virginiamicina nao
afetou a concentracdo de proteina microbiana. Entretanto, foi observada reducdo na atividade de
desaminacao especifica com a adicao de 10 pmol L, e a concentracido de aménia foi inibida com 20
umol L. O estudo de Souza et al. “V sugere que a auséncia de carboidratos solGveis, como acucares
de pasto ou carboidratos insolUveis como o amido, parece ter sido limitante para a sintese microbiana.
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A virginiamicina causou reducao nos AGV totais (Tabelas 3 e 4), enquanto Coe et al. “? e Costa et
al. ¥ nao encontraram efeito sobre concentracdo de AGV totais, consumo e digestibilidade. Os autores
atribuiram a influéncia moderada da virginiamicina sobre a fermentacdo ruminal a baixa presenca de
Lactobacillus sp. e Streptococcus bovis em comparacgdo ao tratamento controle. Outros fatores, como
a relacdo entre as concentracbes de AGV no rumen e o fluxo destes a partir do rimen, precisam ser
considerados ao interpretar as proporcées de AGV “3,

Os AGV de cadeia ramificada (AGVCR) e N-NH; séo obtidos pela degradacdo da proteina da dieta e
também utilizados para crescimento bacteriano e sintese de proteina microbiana “¥, embora em nossos
resultados (Tabela 3) ndo tenha sido observado efeito da suplementacao de AGVCR via Isomix sobre as
concentracdes de N-NHjs, proteina microbiana, proteina solivel e AGV totais. Outros estudos também
relatam que dietas com alto teor de forragem nao apresentam efeitos sobre a concentracdo de N-NH; “°),
Por outro lado, trabalhos tém mostrado reducao da atividade de proteases ruminais com suplementagao
de AGVCR “47.49_Lju et al. ?” observaram aumento na sintese de proteina microbiana, relacionado a
diminuicdo do N-NH; ruminal com incremento da suplementacao de AGVCR.

No presente estudo, os AGV totais nao foram afetados pela incorporacdao de AGVCR, ao contrario
do resultado obtido por Zhang et al. ?", ao suplementar aminoacidos de cadeia ramificada (AACR)
separadamente, encontrando aumento na concentracao de AGV totais nos trés casos. Eles também
observaram incremento no pH final, enquanto no nosso caso o pH néo foi influenciado pela adicdo
de AGVCR via Isomix. No estudo de Wang et al. ¥, o aumento de AGV foi justificado pelo crescimento
de bactérias celuloliticas e pela maior atividade enzimatica, em que a suplementacdo com AGVCR
aumentou o consumo de matéria seca, proporcionando mais substrato a fermentacdo microbiana e,
consequentemente, aumentando a concentracao de AGV. Os autores observaram comportamento
linear decrescente do propionato, associado ao aumento da proporcao molar de acetato e da relagao
acetato:propionato. Sugeriram, portanto, que a fermentacao ruminal foi afetada, com maior producao
de acido acético, similar aos resultados de outros estudos “* 2%, Por outro lado, a concentracao de
valerato nao variou neste estudo, assim como relatado por Wang et al. ?». No caso do isobutirato, houve
crescimento com o aumento da concentracdo de AGVCR (Tabela 5), em concordancia com os resultados
de Liu et al. *, justificado pela suplementacdo exégena de AGVCR, neste caso do produto Isomix.

Tabela 5. Médias + erro padrao’ das variaveis significativas, sem interacdo, para Isomix.

Item % de Isomix

0,0 0,3 0,6 1,2 24 4,8

Isobutirato %  0,35+0,48C  0,42+0,48C 0,52+0,48C 0,64+0,48C 0,99+0,48B 1,40+0,48A

Walores de P na Tabela 3; | - Isomix; A-C — médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

No presente estudo, para os parametros acetato, propionato, butirato, isovalerato e a relacdo
acetato:propionato, foi encontrada interacdo entre os aditivos (Tabela 6). A dosagem recomendada in
vivo em g de Isomix/g de MS da dieta reproduziu o melhor resultado in vitro, como pode ser observado
nos AGV, com aumento de propionato e reducao da relagcdo acetato:propionato. /n vitro, foram utilizados
niveis acima e abaixo da recomendacéo in vivo de 28 g Isomix/kg de MS. E possivel que o Isomix contenha
iondforos, como a monensina, que atuam reduzindo a relacdo acetato:propionato ©?,
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Os resultados obtidos por Liu et al. ®” mostram que o aumento de AGV totais sugere melhora
na fermentacdo ruminal e no aproveitamento de nutrientes com a suplementacdo de AGVCR, e
o incremento de acetato foi obtido a medida que aumentava a digestibilidade da FDN e da FDA. A
producao de propionato nao foi afetada, o que significa que a suplementacao de AGVCR ndo influenciou
o crescimento de bactérias produtoras de propionato. Além disso, estudos anteriores mostraram que
bactérias amiloliticas e amilase ndo foram alteradas “> 44 mas os AGV totais e a relacdo acetato:

propionato aumentaram com a suplementacao de AGVCR.

Tabela 6. Teste de médias das variaveis significativas, com interacdo, para virginiamicina e Isomix.

Virginiamicina

0,0 0,05 0,1 0,2 04 0,8
Isomix
Acetato
0,0 61,95 Aab 55,91 Abc 54,48 ABc 63,05Aa 62,41 Aab 52,01 Ac
03 66,60 ABabc 56,08 Aabc 53,21 ABbc 59,27 Aab 62,33 Aa 50,02 Abc
0,6 62,40 Aa 53,14 Ab 58,06 ABab 62,21 Aa 60,84 Aa 41,84 Cc
1,2 43,95 Cd 49,91 Acd  5532ABbc  62,64Aa  61,25Aab 4849 ABCcd
2,4 53,86 Bb 52,12 Abc 52,51 Bbc 64,01 Aa 61,49 Aa 45,74 ABCc
4,8 54,8 Bb 54,52 Ab 59,74 Aab 62,79 Aa 60,03 Aab 44,89 BCc
Propionato
0,0 27,30 Bbc 34,66 Aab 34,82 ABab 25,83 Ac 26,66 Abc 37,36 Ba
0,3 34,38 Babc 32,21 Abc 36,91 ABab 30,11 Abc 28,34 Ac 41,45 Ba
0,6 27,82 Bb 35,16 Ab 31,54 ABb 27,52 Ab 27,40 Ab 54,00 Aa
1,2 47,02 Aa 39,06 Aab 33,34 ABbc 26,91 Ac 28,76 Ac 37,96 Bb
24 33,91 Bab 36,33 Aa 38,45 Aa 25,29 Ac 26,84 Abc 40,25 Ba
4,8 32,46 Bb 31,72 Ab 28,30 Bb 25,39 Ab 24,58 Ab 43,01 Ba
Butirato
0,0 8,89 Aab 7,63 Ab 8,67 Aab 10,20 Aa 10,09 Aab 8,02 Aab
0,3 8,53 Aa 8,59 Aa 8,29 Aa 9,29 Aa 8,85 Aa 7,90 Aa
0,6 8,40 Aa 8,21 Aa 9,38 Aa 9,65 Aa 10,25 Aa 3,73 Ab
1,2 6,78 Ab 7,56 Aab 8,30 Aab 9,53 Aa 8,72 Aab 8,07 Aab
24 8,21 Aa 7,54 Aa 9,43 Aa 8,64 Aa 9,52 Aa 7,38 Aa
4,8 8,23 Aa 8,04 Aa 8,23 Aa 8,14 Aa 9,52 Aa 7,32 Ba
Isovalerato
0,0 0,71 Ba 0,81Ba 1,41 Aa 0,15 Ba 0,31 Ba 2,28 BCa
03 0,36 Ba 1,90 ABa 1,14 Aa 0,35 ABa 0,12 Ba 0,07 Da
0,6 0,59 Ba 2,06 ABa 0,50 Aa 0,29 ABa 0,33 Ba 0,30 CDa
1,2 1,78 ABb 2,07 ABb 2,38 Ab 0,34 ABb 0,50 Bb 4,66 Aa
2,4 2,43 ABb 2,71 ABb 1,51 Ab 0,75 ABb 0,74 Bb 5,60 Aa
4,8 3,90 Aa 3,84 Aa 1,63 Ab 2,43 Aab 4,02 Aa 3,99 ABa
Acetato:Propionato

0,0 2,27 Aa 1,62 Ab 1,58 ABb 2,45 Aa 2,35 Aa 1,43 Ab
0,3 1,69 ABab 1,75 Aab 1,44 Bb 2,06 Aa 2,20 Aa 1,23 ABb
0,6 2,25 Aa 1,51 Ab 1,85 Aab 2,27 Aa 2,23 Aa 0,79 Bc
1,2 0,94 Cc 1,28 Abc 1,66 ABb 2,34 Aa 2,14 Aa 1,30 ABbc
2,4 1,60 Bbc 1,44 Ac 1,40 Bc 2,55 Aa 2,29 Aa 1,14 ABc
4,8 1,71 ABb 1,72 Ab 2,13 Aab 2,48 Aa 2,47 Aa 1,05 ABc

| — Isomix; V - virginiamicina; A,B,C,D — médias seguidas pela mesma letra maitscula na mesma coluna, e a,b,c,d - médias
seguidas pela mesma letra minuscula na mesma linha, dentro de cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade.'??* *Erro padrao para acetato = 3,698; propionato = 4,635; butirato = 1,083; isovalerato = 0,889; e A:P = 0,289.
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No estudo de Costa ©7, a virginiamicina aumentou a proporcao de propionato e reduziu acetato
e butirato, coincidindo com o resultado de Wolin 7, o que significa que esta é a via mais eficiente de
fermentacdo de carboidratos no rimen. Nesse mesmo estudo de Costa ¢, foi demonstrado que em 33,3
% dos trabalhos houve aumento de propionato e em 66,7 % nao houve alteracao ou até reducao de
propionato com o uso de virginiamicina. Segundo Neto et al. ®¥, a virginiamicina promove o aumento
de bactérias produtoras de butirato, como Butyrivibrio, o que pode explicar a melhoria na eficiéncia dos
animais, uma vez que o butirato é a principal fonte de energia para as células epiteliais, e seu aumento
pode favorecer a maior absorcdo de nutrientes.

Nos resultados de Moreira et al. ©®, observou-se aumento do pH e, além disso, reducéo nos AGV e na
relacdo acetato:propionato, o que pode ter ocorrido devido a capacidade de inibir a producdo de acidos
organicos associada ao uso de aminodcidos e fontes de energia, como isobutirico, valérico e isovalérico.
Também foi observado aumento do propionato, assim como em nossos dados para maior concentracao
de virginiamicina (Tabela 6).

4. Conclusao

O Isomix e a virginiamicina ndao melhoraram a digestibilidade, porém o Isomix aumentou o
propionato e reduziu a relacao acetato:propionato, podendo potencialmente melhorar o balanco
energético e o desempenho. No entanto, recomenda-se a realizacdo de mais pesquisas, especialmente
em dietas com baixo teor de proteina e suplementacdo de ureia em sistemas de pastejo tropical.
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