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RESUMO

LAURA, Sara Adriana Salinas, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2021.
Isomix e virginiamicina sobre a fermentacao ruminal in vitro. Orientador: Rogério de Paula
Lana.

O uso de aditivos permite melhorar a eficiéncia alimentar dos bovinos, pelas mudancas na
populacdo microbiana. O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos de diferentes doses e a
interacdo de dois aditivos sobre a digestibilidade da matéria seca e da fibra em detergente
neutro, bem como sobre parametros de fermentacdo ruminal, utilizando liquido ruminal de
vacas fistuladas. Foram realizadas incubacdes in vitro de uma dieta com a relacdao 70:30
(volumoso:concentrado), por 48 h, utilizando-se o metodo Tilley & Terry, sendo utilizado como
volumoso Brachiaria decumbens e como concentrado fubd de milho, farelo de soja e ureia.
Foram avaliadas a digestibilidade in vitro de matéria seca (DIVMS), digestibilidade in vitro de
fibra em detergente neutro (DIVFDN) e parametros de fermentacdo ruminal, como pH do meio
e concentracdoes de amoOnia (NHz), proteina soluvel (PS), proteina microbiana (PM) e acidos
graxos volateis (AGV). Foram utilizadas seis doses de cada aditivo, sendo eles: Isomix (produto
comercial contendo 4cidos graxos de cadeia ramificada) (0,0; 0,3; 0,6; 1,2; 2,4 e 4,8% na
matéria seca da dieta) e virginiamicina (0,0; 0,05; 0,10; 0,20; 0,40 e 0,80% de virginiamicina-
10% na matéria seca da dieta). Foram encontrados efeitos significativos (P<0,05) nas varidveis:
pH, NHj3, PS, PM, AGV, DIVMS e DIVFDN, a medida que a concentracdo de virginiamicina
aumentou. O pH, NHs e PS aumentaram, enquanto que as digestibilidades, PM e AGV
diminuiram com o aumento do nivel de virginiamicina (P<0,05). Nao foi encontrada diferenca
significativa (P>0,05) da adi¢do do Isomix nestas varidveis, mas o Isomix aumentou (P<0,05)
a concentragdo de isobutirato de forma linear. Houve efeito significativo da interacdo entre os
aditivos (P<0,05) sobre as varidveis acetato, propionato, butirato, isovalerato e relagcdo
acetato:propionato. Os resultados indicaram que estes aditivos, nas doses avaliadas ndo
mostraram efeitos positivos na digetibilidade in vitro. Entretanto, efeito benéfico do Isomix foi
observado no aumento de propionato e redugdo da relacdo acetato:propionato, que pode
melhorar o balanco energético e o desempenho animal. Pela falta de estudos, em nossas
condig¢des (clima tropical, e sendo a principal producdo sob pastagens) com a suplementacdo
de AGV de cadeias ramificadas (AGVCR), recomenda-se o desenvolvimento de novas
pesquisas, principalmente com dietas contendo baixos niveis de proteina e com fornecimento

de ureia.



Palavras-chave: Acidos graxos voldteis de cadeia ramificada. Digestibilidade in vitro.
Pastagens tropicais. Virginiamicina.



ABSTRACT

LAURA, Sara Adriana Salinas, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2021.
Isomix and virginiamycin on ruminal fermentation in vitro. Adviser: Rogério de Paula
Lana.

The use of additives improves the feed efficiency of cattle, due to changes in the microbial
population. The objective of this study was to analyze the effects of different doses and the
interaction of two additives on the digestibility of dry matter and neutral detergent fiber, as well
as on ruminal fermentation parameters, using rumen liquid from fistulated cows. In vitro
incubations of a diet with the ratio 70:30 (roughage:concentrate) were performed for 48 h, using
the Tilley & Terry method, being used as roughage Brachiaria decumbens and like concentrate
corn meal, solvent soy and urea. In vitro dry matter digestibility (IVDMD), in vitro digestibility
of neutral detergent fiber IVNDFD) and rumen fermentation parameters were evaluated, such
as pH of the medium and concentrations of ammonia, soluble protein (SP), microbial protein
(MP) and volatile fatty acids (VFA). Six doses of each additive were used, namely: Isomix
(commercial product containing branched chain fatty acids) (0.0; 0.3; 0.6; 1.2; 2.4 and 4.8% in
the dry matter of the diet) and virginiamycin (0.0; 0.05; 0.10; 0.20; 0.40 and 0.80% of
virginiamycin-10% in the dry matter of the diet). Significant effects (P<0.05) were found in the
following variables: pH, NH3, SP, MP, VFA, IVDMD and IVNDEFD as the concentration of
virginiamycin increased. The pH, NH3 and SP increased, while the digestibilities, MP and VFA
decreased with an increase in the level of virginiamycin (P<0.05). No significant difference
(P>0.05) was found for the addition of Isomix in these variables, but Isomix increased (P<0.05)
the concentration of isobutyrate in a linear manner. There was a significant effect of the
interaction between the additives (P<0.05) on the variables, acetate, propionate, butyrate,
isovalerate and acetate:propionate ratio. The results indicated that these additives at the doses
evaluated did not show positive effects on in vitro digestibility. However, a beneficial effect
was observed in Isomix by increasing propionate and reducing acetate: propionate, which can
improve energy balance and animal performance. Due to the lack of studies on our conditions
(tropical climate, and being the main production under grazing) with the supplementation of
branched chain VFA (BCVFA), it is recommended to develop further research, especially on

diets containing low levels of protein and with supply of urea.

Keywords: Branched-chain volatile fatty acids. In vitro digestibility. Tropical pastures.
Virginiamycin.
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem o maior rebanho bovino do mundo em sistemas de producdo
predominantemente sob pastagens e, em boa parte, por forrageiras tropicais. Altas propor¢des
de carboidratos estruturais, encontrados em forragens, limitam a ingestdo voluntiria e a
digestao de alimentos por ruminantes porque reduzem as taxas de fermentacdo (FENG, 2004).
A busca de nova tecnologia para incrementar o desempenho animal tem sido considerada como
uma alternativa para a redu¢do de custos na nutricao de ruminantes (VAL NETO, 2018).

Os processos de fermentacdo ruminal tém importante fun¢do na nutricdo dos
ruminantes, uma vez que esta € uma caracteristica simbiotica distinta entre o hospedeiro e a
microflora ruminal, que permite ao animal ruminante varias vantagens nos processos digestivos
e metabdlicos em relacdo aos ndo ruminantes. Os produtos da fermenta¢do ruminal, como os
acidos organicos voldteis e a proteina microbiana, sdo as principais fontes de energia e
nutrientes para os ruminantes (GOMES, 2016). A possibilidade de controlar alguns dos
processos metabdlicos no rimen, com o objetivo de alcancar mais a utilizacdo eficiente de
nutrientes, tem sido um conceito atraente para nutricionistas e microbiologistas do rimen
(DILORENZO, 2011). Os objetivos gerais da manipulacdo da fermenta¢cdo ruminal podem ser
resumidos da seguinte forma (NAGARAJA et al., 1997): melhorar os processos benéficos, e
minimizar, alterar ou eliminar processos ineficientes ou processos prejudiciais ao hospedeiro.

Nesse contexto, busca-se a melhoria na eficiéncia de utilizacdo das dietas pelos
ruminantes, para que os alimentos sejam transformados de maneira mais eficiente e econdmica
em produtos que venham atender as demandas da populacdo humana. Assim, manipular o
processo de fermentacdo ruminal € uma maneira particular de alterar o metabolismo normal dos
ruminantes, visando o aperfeicoamento do desempenho dos animais. Desta forma, os aditivos
alimentares sdo importantes, pois podem causar inimeros beneficios ao sistema de produgdo,
como ganho de peso, melhora na conversdo alimentar, diminui¢do do risco de acidose e melhora
na resposta imunologica, o que resulta em ganhos para o sistema de produ¢ao (MCGUFFEY et
al., 2001; CALLAWAY et al., 2003; SANTOS et al., 2019).

A defini¢do de aditivo para produtos destinados a alimentacao animal, de acordo com a
Normativa 15/2009 do MAPA, é qualquer substincia adicionada intencionalmente ao alimento,
que ndo € utilizada normalmente como ingrediente, com a finalidade de conservar, intensificar
ou modificar suas propriedades, desde que nao altere seu valor nutritivo.

A virginiamicina (VM) é um antibidtico polipeptidico ciclico, produto da fermentacao

de vérias espécies de Streptomyces sp., sendo a principal delas a Streptomyces virginiae,



constituido por dois componentes principais, a virginiamicina fator M1 e a virginiamicina fator
S1, que sdo sinérgicos e tém atividade microbiana. Este antibidtico ndo iondforo atua por meio
de ligacdo com os ribossomos, inibindo a sintese e crescimento de células bacterianas gram-
positivas e sintese de proteina no interior da célula bacteriana (ROGERS et al., 1995).

Os 4cidos graxos volateis de cadeia ramificada (AGVCR, i.e., isobutirico, isovalérico,
valérico e 2-metilbutirico) sdo considerados essenciais para o crescimento de microrganismos
celuloliticos, que sao necessarios para degradar os componentes fibrosos das dietas (WILSON,
2008). As bactérias fibroliticas podem ser as mais beneficiadas com a adi¢do de AGVCR na
dieta, enquanto outros micrébios podem se beneficiar com o aumento da degradacdo da fibra
(por exemplo, maior exposicdo ao substrato ou uso de oligossacarideos). AGVCR ruminal
originam-se, principalmente, de proteina dietética ou reciclagem de proteina bacteriana por
desaminacao oxidativa ruminal e descarboxilacdo de valina, leucina e isoleucina (TEDESCHI
et al., 2000).

Pesquisas anteriores t€m mostrado resultados varidveis da suplementacdo dos AGVCR
sobre a digestibilidade aparente da matéria seca e crescimento microbiano e melhora das
fungdes microbianas e atividades enzimdticas no rimen, mas existe pouca informagao das
suplementacdes destes em nossas condicdes. Assim, também ainda ndo é concreto o
conhecimento dos efeitos da virginiamicina nas dietas com alto volumoso. O objetivo deste
estudo foi analisar os efeitos de diferentes niveis de virginamicina e Isomix (produto contendo
acidos graxos de cadeia ramificada) sobre os microrganismos ruminais, mediante a técnica in
vitro, tendo sido avaliadas a digestibilidade da matéria seca e da fibra em detergente neutro da
dieta e, também, possiveis modificacdes sobre alguns parametros de fermentacido ruminal in

vitro.

2. REVISAO DE LITERARURA
2.1. Producao de animais em pasto

Aproximadamente 70% do gado no mundo encontra-se nas regides de clima tropical e
subtropical (COOKE et al., 2020) que dependem da conversdo de fibras para producdao de
produtos para humanos (TEDESCHI et al., 2012). As gramineas forrageiras tropicais
apresentam, normalmente, baixos teores de proteina bruta (PB), os quais invariavelmente estao
associados a elevados teores de fibra, lignificacdo de seus tecidos a medida que se tornam mais
maduras (COSTA et al., 2015). A Associacdo Brasileira de Cexportadoras de Gado (ABIEC,

2019) estima que 88% do rebanho (gado de carne ou leite) estdo sendo produzidos em 162,2
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milhdes de hectares de pastagens no Brasil. Quando este sistema de produgdo € bem feito, ele
pode ter uma alta producdo de proteina de alta qualidade (SILVA et al., 2016), mas,
normalmente, esta producdo de proteina e energia das pastagens ndo consegue atingir os niveis
nutricionais adequados para os animais.

Para uma alta producdo animal em pastagens, trés condi¢des bdsicas devem ser
consideradas: 1) deve ser produzida uma grande quantidade de forragem de bom valor nutritivo
(alto conteudo proteico e digestivel); 2) uma grande proporc¢ao dessa forragem deve ser colhida
pelos préprios animais (consumo); e 3) a eficiéncia de conversdo dos animais deve ser elevada.
Assim, a producdo animal em pasto € o resultado da eficiéncia de producdo de forragem,
consumo de forragem pelos animais e conversao da forragem em produto animal (PAULINO
et al., 2004). A composi¢do do forragem € influenciada pela esta¢do de produg¢ao, sendo que na
estacdo da chuva o contetido proteico maior e, na estacdo da seca, hda um incremento da

producdo de FDN e diminui¢do da produgdo de matéria seca (SOUZA et al., 2015).

2.2. Uso de aditivos

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento — MAPA
(MAPA, 2004), um aditivo na alimenta¢@o animal deve ter influ€ncia positiva na caracteristica
do produto, sendo que este deve ser utilizado na quantidade necesséria a obten¢do do efeito
desejado, respeitada a concentracdo maxima que vier a ser fixada, para que possa responder
com méxima eficiéncia, demonstrando todo o potencial genético do animal.

As categorias de aditivos ou promotores de crescimento possuem diversos mecanismos
de acdo, trazendo como principais beneficios, a melhora da qualidade dos alimentos,
incremento da conversdo alimentar e aumento das taxas produtivas para a pecudria de corte e
leite (GOULART, 2010). Promove ainda outros beneficios, tais como: aumento da capacidade
digestiva; aproveitamento dos alimentos ingeridos; melhora da retencdo de energia fermentada
no rimen; melhora da satide da flora ruminal e intestinal; e diminuicdo dos distirbios
metabdlicos, como acidose e timpanismo (AZEVEDO, 2012). Apesar da imensa quantidade de
aditivos existentes, possiveis de serem utilizados na alimentacdo animal, alguns ainda carecem
de liberagdo como anabolizantes € hormonios. Sdo de uso permitido no Brasil: ion6foros,
antibiéticos nao iondforos, tampdes, enzimas fibroliticas, leveduras,lipidios, prépolis e outros
(SOARES, 2019).

Os aditivos para ragdes podem ser divididos em cinco grupos: a) Aditivos tecnoldgicos,
que influenciam os aspectos tecnoldgicos da ragdo para melhorar suas caracteristicas de

manipulagdo ou higiene; b) Aditivos sensoriais que melhoram a palatabilidade de uma dieta ao
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estimular o apetite, geralmente pelo efeito que esses produtos t€m sobre o sabor ou a cor da
dieta; c) Aditivos nutricionais que sdo nutrientes especificos requeridos pelo animal para um
crescimento ideal; d) Aditivos zootécnicos, que melhoram o estado nutricional do animal, ndo
por fornecer nutrientes especificos, mas por permitir uma utilizacdo mais eficiente dos
nutrientes presentes na dieta; e €) Coccidiostdticos e histomonostaticos, usados para controlar
a saude intestinal das aves por meio de efeitos diretos no organismo parasita em questao
(SALEM, 2013).

O uso de aditivos antimicrobianos ainda € uma questdo que gera polémica e vem
agregada de inlimeros preconceitos, por se tratar do uso de substancias ainda pouco estudadas,
todavia com beneficios comprovados. Sendo assim, paises da Europa proibiram em 2006 o uso
dos antibidticos pela possibilidade de deixar residuos nos produtos de origem animal, podendo
ocasionar resisténcia cruzada (Directiva 1831/2003/CEE).

Dos antibidticos ndo iondforos, os mais trabalhados em campo sdo a virginiamicina e
flavomicina. O efeito é semelhante ao dos ion6foros, mas o mecanismo de agdo € diferente,
realizando selecdo da populacdo bacteriana ruminal. Representam um grupo diferente de
substancias quimicas, com amplo espectro antibacteriano, peso molecular e habilidade de ser
absorvido pelo intestino (SANTOS et al., 2015). O uso de antibidticos nao ion6foros, como
promotores de crescimento para bovinos, € pouco explorado no Brasil. No entanto, a
virginiamicina tem apresentado efeitos positivos sobre o ganho de peso e a efici€éncia alimentar
tanto para monogastricos como para ruminantes (ROGERS et al., 1995; NUNEZ, 2008;
STEWART et al., 2010).

A virginiamicina, antibiético ndo ionéforo, € utilizada como promotor de crescimento
ha mais de 30 anos, onde comecgou a ser manipulada como aditivo apds a percep¢do de que
tratamentos com antibidticos semelhantes a virginiamicina causavam ganho de peso e eficiéncia
alimentar em aves (NAGARAJA & TAYLOR, 1987). A virginiamicina é composta de dois
peptolideos chamados fator M (C28H35N307) e fator S (C43H49N7010), que possuem efeito
sinérgico ao serem combinados a razdo de 4:1, respectivamente de M:S para atuar contra as
bactérias, (PAGE, 2003).

Bactérias gram-positivas tem estrutura formado, apenas por uma parede celular. Ja as
gram-negativas, possuem uma parede celular e uma membrana externa. Por este motivo as
gram-positivas sdo mais inibidas que as negativas (RUSSELL & STROBEL, 1989). Uma vez
no ambiente ruminal, a virginiamicina penetra a parede celular das bactérias gram-positivas e
se liga a uma subunidade ribossomal 50S, fazendo com que ocorra a inibi¢ao da sintese proteica

bacteriana. Ao se ligar a subunidade 508 ela inibe a ligag¢do entre os peptideos, impossibilitando
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a formacao da cadeia peptidica e, assim, ndo permitindo a transcri¢do da fita de RNA (COCITO
et al., 1979).

A virginiamicina € promissora para uso como promotora de crescimento para animais
em pastejo e confinados. A eficiéncia é comprovada devido a maior digestibilidade da fibra,
estimulando a producdo de propidnico, inibindo a produ¢do de metano e controlando a
concentragdo de lactato e o pH ruminal (AZEVEDO, 2012). A virginiamicina tem potencial de
reduzir a desaminagdo de aminodcidos no rimen, e evitar grandes perdas de nitrogénio e, assim,
aumentar a absor¢do de aminodcidos livres no intestino delgado para uso do animal, e
influenciar o teor de proteina do leite (MENDES, 2018).

Ha pouca literatura referindo-se ao desempenho de bovinos em pastagens consumindo
virginiamicina. Alguns resultados mostram incremento de ganho de peso na doses de 3,8 mg
de virginiamicina/100 kg de PV, sendo oferecido Panicum maximum no periodo chuvoso
(FERREIRA et al., 2011). Em trabalho com dietas de alto concentrado usando a combinacao
da virginiamicina com o ion6foro salinomicina para bovinos da raca Nelore encontraram
reducdo do consumo de matéria seca em comparacdo aos animais que ndo receberam
virginiamicina além de proporcionar maior eficiéncia de utilizacdo da energia metabolizdvel.
Os autores atribuem essa melhoria a possivel alteragdo do padrio de fermentacdo ruminal
promovida pela virginiamicina (NUNEZ et al., 2013). Hedde et al. (1983) e Nagaraja et al.
(1987) por meio dos seus resultados em experimentos in vitro encontraram aumento de acido
propidnico no tratamento com virginiamicina, o qual justifica a reducdo no consumo em
consequéncia da limitagdo energética, onde os animais alcangaram o seu potencial de ganho de

peso.
2.3 Acidos graxos de cadeias ramificadas

Os 4cidos graxos de cadeias ramificadas (AGCR) sdo misturas de isobutirato,
isovalerato, valerato e 2-metilbutirato, e sdo necessarios para crescimento dos microrganismos
ruminais (CUMMINS & PAPAS, 1985). Embora os estudos com AGCR in vivo sejam
limitados, sua principal fonte no fluido ruminal provém dos aminodcidos de cadeia ramificada
(AACR) valina, leucina e isoleucina, respetivamente, ou seja, o fornecimento de AACR
estimula a producao de AGCR no rimen e consequentemente a produgdo de leite.

Entre as espécies microbianas que requerem amonia e AGCR estdo algumas das
bactérias importantes que digerem a celulose (DIJKSTRA, 1993). Além disso, AGCR sado
importantes para a eficiéncia de crescimento do ecossistema microbiano. Por exemplo as cepas

de Ruminococcus albus e R. flavefaciens precisam de AGCR, enquanto Fibrobacter
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succinogenes precisa de qualquer AGCR de cadeia linear de 5 a 8 carbonos, como o valerato
(BALDWIN & ALLISON, 1983).

O uso destes nas dietas de gado de leite pode ser promissor, devido aos animais
precisarem de alta concentracdo de fibra na dieta para manter uma boa satde ruminal, sendo
que melhora da degradabilidade da fibra pode ser alcangada pelo incremento da eficiéncia do
crescimento das bactérias fibroliticas. As bactérias fibroliticas sdo as mais beneficiadas com a
adicao de AGCR na dieta, enquanto outros microrganismos podem se beneficiar com o aumento
da degradacao da fibra (por exemplo, maior exposi¢cao ao substrato ou uso de oligossacarideos).
Estudos tém mostrado efeitos positivos com esta suplementacdo, tendo como resultados
incremento da producdo de leite, conteido de gordura e proteina no leite (PAPAS et al., 1984;

LIU et al., 2018; WANG et al., 2019).

3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Nutricio Animal e no Laboratério de
Microbiologia do Rimen do Departamento de Zootecnia, e no Laboratério de Microbiologia
de Anaerdbios do Departamento de Microbiologia Agricola da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), Vicosa-Minas Gerais. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela
Comissio de Etica no Uso de Animais de Producio da UFV (CEUAP-UFV; protocolo
032/2020).

Foram utilizadas duas fémeas da raca Holandesa, com 550 kg de peso vivo médio,
fistuladas no rimen, sendo as vacas submetidas as mesmas condicdes, adaptadas a mesma dieta
por 15 dias antes das coletas de liquido de rimen e com oferecimento de dgua ad libitum. A
dieta foi de silagem de milho como volumoso, e concentrado contendo fuba de milho e farelo
de soja, sendo fornecida duas vezes ao dia, apds as ordenhas da manha e da tarde. As vacas
foram mantidas em baias individuais com piso de cimento, dispostas com bebedouro e
comedouro para volumoso e concentrado.

No experimento, foram avaliados os efeitos da inclusdo de diferentes niveis de
virginiamicina e de um produto comercial (Isomix) sobre a fermentag¢ao ruminal in vitro, numa
dieta a base de pasto de Brachiaria decumbens, e relacdo volumoso:concentrado de 70:30. Os
parametros de fermentacdo avaliados foram pH, acidos graxos voldteis (AGV) totais e dcidos
acético, propidnico, butirico, isobutirico, isovalérico e valérico, em mM e em percentual;
relacdo acético:propionico; nitrogénio amoniacal (em mM ou mmol/L e mg de N-NH3/100
mL); proteina soldvel e proteina microbiana (mg/L). A forragem foi colhida no final da estacdo

chuvosa, por simulacio manual de pastejo, em piquete da fazenda Boa Vista, distrito de
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Cachoeira de Santa Cruz, Vigosa-MG, pertencente ao Departamento de Zootecnia da UFV. A

racdo consistiu de capim braquidria, fuba de milho, farelo de soja e ureia (Tabela 1).

Tabela 1. Racdo avaliada

Ingrediente %
Capim Brachiaria decumbens (ASA — amostra seca ao ar) 70,0
Fubé de milho 19,3
Farelo de soja 9,7
Ureia 1,0
Total 100

Foram preparados 75 g de racdo e, em seguida, homogeneizada e processada em
moinho tipo Willey, com peneira de porosidade de 1 mm para também poder realizar anélises

bromatoldgicas (Tabela 2).

Tabela 2. Analise bromatoldgica da ragao

Composicao %
Proteina 16,7
Fibra em detergente neutro (FDN) 66,7
Fibra em detergente dcido (FDA) 324
Lignina 5,21
Extrato etéreo 2,29
Cinzas 6,03

Os tratamentos foram manejados num fatorial 6x6, sendo seis niveis de Isomix (0,0;
1,5; 3,0; 6,0; 12 e 24 mg de Isomix ou nas concentragdes 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; 2 e 4 mg de virginiamicina 10% ou nas concentracoes
de 0,0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8%) em 500 mg de matéria seca de ragdo (ou 550 mg de amostra
seca ao ar), mais dois controles adicionais e com trés repeticoes.

No preparo dos seis tratamentos contendo Isomix, primeiramente foi pesado 0,873 g de
Isomix para 9,13 g de ra¢do, sendo que esta mistura teve 24 mg de [somix para cada 275 mg de
amostra seca ao ar da mesma (24 mg). Em seguida, foram feitas dilui¢Oes a seco, tirando 5 g
deste frasco e adicionando 5 g da rag¢do (12 mg) e, assim, sucessivamente, foram obtidas as
misturas com as concentragdes de 6,0; 3,0 e 1,5 mg de Isomix. O frasco controle (0 mg)

correspondeu a racao pura.
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No preparo dos seis tratamentos contendo virginiamicina, primeiramente foi pesado
0,145 g de virginamicina (10%) para 9,86 g da racdo (amostra seca ao ar), sendo que esta
mistura teve 4 mg de virginamicina para cada 275 mg de amostra seca ao ar da mesma (4 mg).
Em seguida, foram feitas dilui¢des a seco, tirando 5 g deste frasco e adicionando 5 g da racao
(2 mg) e, assim, sucessivamente, foram obtidas as misturas com as concentracdes de 1,0; 0,5 e
0,25 mg de virginiamicina. O frasco controle (0 mg) correspondeu a ra¢do pura.

Para a fermentacao in vitro, foi usada 0,275 g de amostra contendo ou nao Isomix para
0,275 g de amostra contendo ou ndo virginiamicina (pendltimo pardgrafo), em funcao das
diferentes combinagdes de tratamentos (6 x 6), totalizando 0,550 g de amostra seca ao ar.
Foram, adicionados 10 mL de liquido de rimen e 40 mL de tampao de McDougall (1949) em
frasco de penicilina de 100 mL (relagcdo 1:4 in6culo e solucdo tampao), segundo Ede (2016),
realizando o processo de fermentacdo a 39 °C, em ambiente anaerébico, por periodo de 48
horas. O método considerado padrio para estudos de digestibilidade in vitro é o proposto por
Tilley e Terry (1963), o qual foi utilizado no experimento.

No dia anterior a incubacdo de cada bateria, foi preparada a solucdo tampdo de
McDougall (1949), em uma sala climatizada a 39 °C para a estabilizacdo da temperatura. Antes
de iniciar cada repeticdo, foi retirada a digesta ruminal (liquido e s6lidos) de diferentes pontos
da interface liquido-sélido do ambiente ruminal, sendo acondicionada em recipientes térmicos
adequados para a manutenc¢do da temperatura de 39 °C (garrafas térmicas pré-aquecidas).
Posteriormente, a digesta foi acondicionada no liquidificador, na sala climatizada a 39 °C,
sendo homogeneizada por 30 segundos. O material homogeneizado foi filtrado em trés camadas
de gaze em frascos Erlenmeyer de 2 L (Castro, 2018).

O espaco livre dos frascos foi imediatamente saturado com CO», sendo fechados com
tampas de borracha e lacres de aluminio. Os frascos foram mantidos sob agitacdo numa mesa
agitadora orbital (40 rpm) em sala climatizada (39 °C). Procedeu-se a retirada dos gases
oriundos da fermentacdo a cada trés horas, com auxilio de agulhas. Apds 48 horas de incubacao,
os frascos foram retirados da sala climatizada e submetidos a mensuracdo do pH com
potencidmetro digital, sendo o contetdo transferido para cadinhos filtrantes (porosidade
grossa), com auxilio de dgua destilada (temperatura superior a 90 °C). Em seguida, os cadinhos
foram secos (105 °C/24 horas) e pesados, obtendo-se o residuo aparentemente nao digerido da
matéria seca.

Para a avaliagdo da digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro (DIVFDN), os
cadinhos contendo o residuo de incubagdo foram introduzidos no interior de coletores

universais autoclavaveis (120 mL), adicionando-se 80 mL de solucdo de detergente neutro,
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produzida segundo Mertens (2002) com a omissao de sulfito de sodio, e 250 pL de a-amilase
termoestavel (Termamyl 2X). Os coletores com os cadinhos acondicionados no interior foram
fechados com as respectivas tampas e autoclavados (105 °C/1 h) segundo método descrito por
Detmann et al. (2012; INCT-CA F-002/1). Ap6s retirados da autoclave, os cadinhos foram
novamente lavados com dgua destilada quente e, ao fim, com 30 mL de acetona, sendo secos
(105 °C/24 h) e pesados para obtencao do residuo de FDN.

Depois da medicao do pH, uma vez aberto os frascos, foi coletado liquido dos frascos
em tubos eppendorfs em triplicata por a mostra. Os dcidos organicos foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). As amostras do liquido ruminal (1,5 mL)
foram coletadas e centrifugadas (10000 x g, 10 min) para remocao das células, e o sobrenadante
livre de células foi processado conforme descrito por Siegfried et al. (1984). As amostras foram
separadas em coluna Phenomenex Rezex ROA, 300 x 7,8 mm, mantida a 45 °C, utilizando
cromatdgrafo Dionex Ultimate 3000 Dual acoplado a um detector de indice de refracdo (RI)
Shodex RI-101, mantido a 45 °C. A fase mével utilizada foi acido sulfirico (H2SO4) 5,0 mM,
com fluxo de 0,7 mL/min. A curva de calibragdo foi feita utilizando os seguintes 4cidos
organicos como padrdes externos: dcido propionico (60 mM), dcido acético (60 mM), 4cido
butirico (20 mM), acido valérico (20 mM), acido isovalérico (5 mM) e 4cido isobutirico (10
mM). Os padrdes externos foram analisados nas concentragdes descritas acima e nas diluicoes
1:2, 1:4, 1:16 e 1:32. Acido crotdnico (12,5 mM) foi utilizado como padrdo interno nas amostras
e curva de calibracdo. A concentracdo de acidos organicos foi normalizada pelo fator de
resposta e expressa como fragdo do total de dcidos grasos voléteis (AGV) produzidos (mol/100
mol).

A concentragdo de amoOnia nas amostras de liquido ruminal foi determinada pelo método
colorimétrico de Chaney & Marbach (1962). A absorbancia foi medida a 630 nm, em
espectrofotometro Spectronic 20D (Thermo Fisher Scientific, Madison, WI, USA) e cloreto de
amonio (NH4Cl) foi utilizado como padrao.

A concentracao de proteina solivel foi determinada no sobrenadante livre de células, apds
centrifugacdo das amostras (Eppendorf 5417C, Hamburg, Germany) por 10 min (10.600 x g).
A quantificacdo de proteina foi feita de acordo com a metodologia descrita por Bradford (1976),
utilizando soroalbumina bovina (BSA) como padrio.

A concentracio de proteina microbiana foi determinada apds a centrifugacdo de 1 mL de
amostra por 10 min (10.600 x g), em centrifuga de microtubos (Eppendorf 5417C, Hamburg,

Germany). O sobrenadante foi descartado e o pellet digerido com NaOH (0,2 N) por 5 min a
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100 °C. A concentragdo de proteina microbiana foi quantificada pelo método colorimétrico de
Bradford (1976), utilizando soroalbumina bovina (BSA) como padrao.

Nas andlises estatisticas foi utilizado o programa estatistico do SAS — Statistical
Analisys System (2001), adotando-se 0,05 como nivel de probabilidade para o erro tipo I. A
andlise e foi feita utilizando o PROC GLM ANOV A. Os tratamentos foram em esquema fatorial
6x6, compostos pelas combinagdes das concentragdes de Isomix e virginiamicina, mais dois
controles adicionais, e trés repeticdes, tendo sido avaliados os efeitos dos tratamentos e suas
interagdes. A diferenca entre médias de tratamentos foi analisada utilizando LS-Means Tuckey,

adotando-se o nivel de significancia de 5%.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito de virginiamicina sobre o pH, digestibilidade in vitro da matéria seca e
digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro (Tabela 3). Nao houve efeito do Isomix e

suas interacoes com virginiamicina sobre estas variaveis (P>0,05).

Tabela 3. Valores P de algumas variaveis analisadas

Fonte de variacdo pH DIVMS (%) DIVFDN (%)
9%V 0,0040 <0,0001 <0,0001
%1 0,6919 0,8488 0,5967

%V *%l 0,9994 0,9983 0,9911

DIVMS - digestibilidade in vitro da matéria seca.
DIVFDN - digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro.

Em estudo de Yang (2002), com inclusdo de dcidos graxos voléteis de cadeia ramificada
(AGVCR), nio foi verificado efeito sobre o pH, assim como no presente estudo. Os valores
finais de pH das incubagdes entre diferentes forragens e a adicdo de AGVCR variaram entre
6,64 e 6,86, estando dentro da faixa para uma 6tima digestao das fibras no rimen (MACKIE &
WHITE, 1990). Em outro estudo recente, com adi¢do de AGVCR (1 mM na concentracao final
de cada AGVCR) na incubagdo por 24 horas, Roman (2019) também niao verificou nenhum
efeito no pH comparado com o tratamento controle.

A falta do efeito do Isomix, que contém AGVCR, sobre as digestibilidades da matéria
seca e da fibra em detergente neutro foi diferente Ao resultado em estudos anteriores nos quais
foram encontrados efeitos na digestibilidade, como no estudo de Liu et al. (2019). Estes autores

observaram que a inclusdo de AGVCR (5g AGVCR/kg de MS) para bezerros desmamados,
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recebendo uma dieta com 50% silagem de milho, mostrou impacto positivo na digestibilidade
dos nutrientes. Liu et al. (2018) também observaram que o incremento da concentragao ruminal
de AGV e na digestibilidade total dos nutrientes do trato foi devido a adicdo de AGVCR (uma
mistura de isobutirato, isovalerato e 2-metilbutirato em 1: 1: 1 em dietas de bezerros de 10
meses de idade. Ling et al. (2013) avaliaram a inclusdo de aminoécidos de cadeia ramificada
(AACR) numa dieta de trigo nas concentragdes de 0, 2, 4, 7 e 10 mmol/L, sendo observado
efeito linear crescente nos AGVCR com a suplementagdo dos AACR e os autores observaram
que a concentracao mais baixa, de 2 mmol/L de AACR, permite ter uma melhor eficiéncia na
fermentacdo ruminal e melhor digestibilidade da matéria seca e de fibra.

Outros estudos in vitro mostraram que AGVCR incrementam a degradacao da parede
celular pelas bactérias ruminais (Gorosito et al., 1985) e que a fermentagdo ruminal e a digestao
da fibra pelos microrganismos celuloliticos sdo estimuladas, uma vez que a suplementagdo de
AGVCR melhora a atividade das enzimas carboximetilcelulosa, xilanase e b-glucosidase
(WANG et al., 2018).

As bactérias ruminais degradam as fibra utilizam, principalmente, amonia como fonte
de N para o crescimento (BRYANT, 1973). Portanto, aumentar a disponibilidade de amonia
para os microrganismos pode melhorar a digestdo da fibra no rimen (VAN SOEST, 1982).

Por outro lado, McCollum et al. (1987) ndo encontraram efeito da adi¢do de um produto
composto de AGVCR (combinagdo de isobutirato, isovalerato e valerato), sendo oferecidos 30
g/dia, nem na concentra¢do ruminal de AGV, nem na digestdo de fibras em novilhos alimentos
com pasto de baixa qualidade. Da mesma forma, Suryapatama & Suhartati (2009) nao
encontraram nenhum efeito na digestibilidade dos nutrientes, sendo que os autores sugerem que
a quantidade suplementada de 0,05 mM de AGVCR ndo foi suficiente para influenciar o
crescimento das bactérias ruminais.

A variacdo nos efeitos da suplementacdo pode estar relacionada com a composicao
alimentar das dietas dos estudos, pois os resultados mostram que € maior a efetividade em dietas
a base de gramineas que numa dieta a base de leguminosas, devido ao maior conteido de
proteina bruta (PB) das leguminosas. A literatura demonstrou que a resposta da fermentacao
ruminal e degradacao da fibra seria limitada pela suplementagdo de AGVCR (na dose de 2 mM)
em dieta com alto teor de proteina bruta e rdpida taxa de degradacdo da fibra em detergente
neutro (Yang, 2002) ou com baixo teor de carboidratos fermentaveis (LIU et al., 2019). Como
no estudo de Ling (2013), que nas doses maiores que 2 mL de AACR, houve declinio na
digestibilidade dos nutrientes, a degradacdo da fibra dietética ndo pode ser melhorada quando

os AACR exdgenos adicionados excedem o requisito ideal. Ao contrario, podem ocorrer efeitos
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negativos por diminuirem a degradacdo da fibra. Por outro lado, Van Soest (1982) indicou que
volumosos contendo quantidades maiores de proteina bruta (PB) geralmente t€ém maior
digestibilidade.

O pH do meio aumentou no presente estudo, pelo uso da virginiamicina (Tabela 4),
estando de acordo com Faria (2016), o qual relata que virginiamicina possui potencial para
aumentar o pH ruminal de animais recebendo diferentes dietas, com variagdes na propor¢ao
volumoso:concentrado. Também outros estudos mostraram que a suplementacdo de
virginiamicina em dietas com 65% de concentrado, proporcionou aumento de pH ruminal de
novilhos, o que pode ser explicado pelo aumento na populacio de bactérias que utilizam o acido
latico e reducdo das bactérias produtoras de dcido latico (GUO et al., 2010). Da mesma forma,
Gomes (2016) ao avaliar diferentes antimicrobianos, verificou que o pH apds uso da
virginiamicina foi o mais elevado, mostrando ter tendéncia de estabilidade do pH.

A adi¢do de virginiamicina proporcionou redugdo crescente da DIVMS e DIVFDN
(Tabela 4). Os resultados foram similares aos de Faria (2016), ao avaliar a digestibilidade do
capim Marandu com 33,5 mg/100 kg peso corporal de virginiamicina em vacas Nelore, nos
meses de abril e maio, o que pode estar relacionado com o maior conteido de proteina bruta
(PB) da pastagem, diminuindo a degradacdo dessa proteina e o suprimento de nutrientes as
bactérias celuloliticas. Ademais, Thorniley et al. (1996), ao avaliarem diferentes concentragcdes
de virginiamicina em ovelhas alimentadas com palha de trigo, verificaram que, nas
concentracdes de 80 e 160 mg de virginiamicina/dia (as mais altas no estudo), foi observada a
diminui¢do da digestibilidade, a qual foi associada com a diminui¢do do consumo de matéria
seca.

Quanto a DIVFDN, o comportamento foi similar ao de Oliveira (2015), que avaliaram
a suplementagdo de virginiamicina (150 mg/kg de MS) na dieta de vaca leiteiras em pastejo, €
encontraram diminuicao da digestibilidade da fibra, que pode estar relacionada a tendéncia de
reducdo da amdnia com o uso da virginiamicina ou pelo efeito téxico da virginiamicina sobre
a microbiota ruminal celulolitica. Porém, no estudo de Campos (2018), com suplementagdo de
22,5 mg/kg de MS de concentrado para vacas mesticas com dieta a base de cana de agucar,
houve tendéncia a aumentar a digestibilidade da MS e da FDN, mostrando um melhor ambiente

ruminal e melhor uso da fibra.
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Tabela 4. Valores (médias + erro-padrao) de pH e digestibilidades in vitro da matéria seca e da
fibra em detergente neutro em funcdo dos niveis de virginiamicina

Virginiamicina (%) pH DIVMS (%) DIVEDN (%)
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+ 1,15 A
0,1 6,87 +£0,02B 59,77+ 1,11 B 59,51+1,15B
0,2 6,90 + 0,02 AB 5396+£1,11C 5257+ 1,15C
0,4 6,89 + 0,02 AB 50,85+ 1,11 CD 47,18 £ 1,15D
0,8 6,95+0,02 A 47,14+ 1,11 D 3940+ 1,15 E

DIVMS - digestibilidade in vifro da matéria seca; DIVFDN - digestibilidade in vitro da fibra em detergente
neutro; ~BCPEmédias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

As varidveis de DIVFDN e DIVMS desmostraram ter uma correlagdo alta positiva
(0.89) entre elas com um P value < 0.05.

Outra varidvel que também foi analisada e tem importancia € a concentragdo de
nitrogénio amonical no rdmen, pois este pode comprometer a atividade dos microrganismos
ruminais, em especial daqueles que degradam carboidratos fibrosos, que sao dependentes, do
nivel de nitrogénio amoniacal no rimen. O uso de aditivos seletores da microbiota ruminal
tem o objetivo de promover niveis de nitrogénio amoniacal adequados ao crescimento
microbiano (FERREIRA et al., 2019). Portanto, manter uma adequada concentracdo de
nitrogénio amoniacal no rumen € importante e indispensavel para o crescimento bacteriano,
sendo que as bactérias ruminais utilizam este como fonte de nitrogénio para a sintese de
proteina microbiana, mas a fermentacao ruminal da proteina produz mais N-NH3 ruminal que
os microrganismos podem utilizar (PRESTON, 1986). Tem sido considerado que a
concentragdo de N-NH3 no rumen pode chegar a influenciar a degradacao da fibra, sendo que
valores minimos acima de 4 mg/dL podem maximizar esta degradagdo (SATTER & SLYTER,
1974; HOOVER, 1986). Em nossos resultados, os valores de N-NH3 (mg/dL = mM*1,4)
encontram-se menores que o nivel adequado para melhorar a degradacdo da fibra nos quatro
menores niveis de virginiamicina (Tabela 6). Ferreira (2015) ndo encontrou diferenca entre os
tratamentos, sendo 3,961, 3,876 e 4,147 mg no controle e com 108 e 216 mg de
virginiamicina/animal/dia, respectivamente. O mesmo comportamento foi encontrado no
estudo de Salinas-Chavira (2009), no qual foras oferecidos 16 e 22,5 mg/kg de virginiamicina
numa dieta a base de flocos de milho para animais de terminacao, sendo que a suplementagdo

da virginiamicina ndo afetou a quantidade de N-NH3 nem a eficiéncia microbiana liquida (g
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de N microbiano por kg de MO fermentada), mostrando resultados nos quais os efeitos de
virginiamicina nos parametros ruminais eram bem pequenos. Virginiamicina aumentou o pH,
associado a aumento da concentracdo de proteina solivel e amodnia. Ao contrario, em
resultados obtidos por Moreira (2018), a aplicacdo de virginiamicina produziu redugdo da
concentracdo de amodnia, sendo que o autor sustenta este comportamento devido ao efeito da
virginiamicina de inibir a protedlise e a desaminacdo de aminodcidos, podendo reduzir o
acumulo de amonia no rimen, potencializando o incremento da retengao de proteina dietética
no hospedeiro.

No caso de Costa (2016), Mongdo (2017) e Neto et al. (2018), os resultados foram iguais
aos nossos resultados (Tabelas 5 e 6), em que a presenga da virginiamicina aumentou a
disponibilidade de N-NHj3, podendo-se inferir que a virginiamicina teve baixa atuagdo no
controle de crescimento das bactérias fermentadoras de aminodcidos e sobre a deaminagao
proteica (Clostridium aminophilum e a Clostridium stickandii, que sdao bactérias gram-
positivas). Por outro lado, nesse estudo também foi observado que um fator que também tem
que ser considerado como influenciador na concentracdo de N-NH3 no rimen € o contetudo de
proteina bruta presente na forragem e nos suplementos oferecidos ao animal (DE OLIVEIRA
et al., 2015). Tal € o caso de Mongao (2017), que demostrou que animais suplementados com
fonte de proteina externa, com suplemento proteico no verao e suplemento proteico energético
na seca apresentam maiores concentragdes de nitrogénio amoniacal. J4 no estudo de Costa
(2016), o tratamento com virginiamicina teve maior conteido de proteina da fragdo A. A fracao
A da forragem € a fonte de nitrogénio ndo proteico que € rapidamente convertido em amodnia
pelos microrganismos ruminais (ORSKOV & MCDONALD, 1979). A proteina € mais
rapidamente degradada, devido a maiores fracdes prontamente soliveis, que sdo rapidamente
degradadas no ambiente ruminal, incrementando a concentragdo de NH3; (FERREIRA et al.,
2015). Outro motivo deste comportamento € que virginiamicina pode incrementar a populagcao
de protozodrios, sendo que, no estudo de Costa (2018), foi observado aumento de Entodinium,
o qual pode produzir de 70 a 75% de lises de bactérias.

A proteina microbiana pode suprir até 100% dos aminodcidos requeridos pelo animal,
dependendo da qualidade e/ou quantidade de proteina ndao degraddvel no rimen (NRC, 1996),
sendo que sua limitacdo pode afetar o desempenho animal. Em nosso estudo, esta nio foi
afetada pela adicdo de virginiamicina (Tabela 5), embora a proteina soldvel foi incrementando
com o incremento da concentragdo de virginiamicina, como no estudo de Moreira (2018), no
qual a adi¢cdo de virginiamicina ndo afetou a concentracdo de proteina microbiana, mas foi

observada diminuigdo da atividade especifica de deaminacdo com a adi¢do de 10 umol.L'!,
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embora na adi¢do de 20 umol.L"!, encontrou-se inibigdio da concentracdo de amdnia. No estudo
de Mancao (2017), o uso de nitrogénio e carboidratos, via suplemento proteico energético,
possibilitou melhor adequacdo de proteina e energia no rimen e, consequentemente,
incrementou a sintese de proteina de origem microbiana. Souza et al. (2010) sugerem considerar
que a auséncia de carboidratos soliveis, como os aguicares do pasto ou carboidratos insoliveis
como o amido, parece ter sido limitante da sintese microbiana. Também foi relacionado e
levado em consideragdo que o maior consumo de matéria seca justificou o maior aporte de
proteina microbiana.

A virginiamicina ocasionou diminui¢do dos AGV totais (Tabelas 5 e 6), enquanto que
Costa (2018) e Coe et al. (1999) ndo encontraram nenhum efeito na concentracio de AGV
totais, no consumo e na digestibilidade. Os autores atribuiram a influéncia moderada da
virginiamicina na fermenta¢do ruminal por uma baixa presenca de Lactobacillus sp e S. bovis
em comparacdo com o tratamento controle. Outros fatores, como a relacdo entre as
concentracdes ruminais de AGV € o fluxo destes do rimen, que precisam ser considerados ao
interpretar as propor¢oes de AGV (Clayton et al., 1999). Por outro lado, no estudo de Montano
et al. (2015), a concentracdo de AGV foi mais baixa que o controle, sendo que a aplicagao de
virginiamicina ndo influenciou na propor¢ao molar dos AGV, sendo que, neste caso, foi feita
relagdo com a diminui¢do do consumo de matéria organica.

AGVCR e N-NHj3 sdo obtidos pela degradagdo de proteina da dieta e estes também sdo
utilizados para crescimento bacteriano e sinteses de proteina microbiana (CUMMINS &
PAPAS, 1985), embora em nossos resultados (Tabela 5) ndo foi encontrado nenhum efeito da
suplementacdo de AGVCR via Isomix sobre as concentragdes de N-NHj3, proteina microbiana,
proteina soluvel e AGV totais. Estes resultados foram similares aos encontrados por Broesder
etal. (1987), que reportaram que pH ruminal, concentragdo de AGV totais, acético e propidnico,
sintese de proteina microbiana e digestibilidade ndo foram afetados por suplementagdo com 20,
40 e 60 g de AGVCR, por animal por dia em dieta a base de feno. Outros estudos também
sustentam que dietas altas em volumoso ndo mostram efeitos sobre a concentracdo de N-NHj3
(BROESDER, 1987; MCCOLLUM et al., 1987). Por outro lado, estudos tém mostrado
diminui¢cdo da atividade da protease ruminal com a suplementacio de AGVCR (LIU et al.,
2014; WANG et al., 2015; ZHANG et al., 2015). Liu et al. (2018) mostraram incremento da
sintese de proteina microbiana, o qual estd relacionado com o resultado da diminuicdo de N-
NH3; ruminal enquanto incrementava a suplementacdo de AGVCR.

No presente estudo, os AGV totais ndo tiveram efeito da incorporagdo de AGVCR, ao

contrério do resultado obtido por Zhang et al. (2013), ao suplementar AACR separados, tendo
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encontrado, nos trés casos, que a concentracdo de AGV totais foi incrementada. Eles também
obtiveram aumento do pH final, enquanto que no nosso caso, o pH nédo sofreu efeito de adi¢do
de AGVCRs via Isomix. No estudo de Wang et al. (2018), o incremento dos AGV ¢ justificado
pelo incremento de bactérias celuloliticas e da atividade enzimdtica, em que a suplementacio
de AGVCR produz incremento do consumo de matéria seca, o qual oferece mais substrato da
fermentacdo microbiana e, assim, incrementa a concentragdo de AGV. Eles encontraram
incremento da concentracao dos AGV totais e comportamento linear decrescente do propionato,
associado a aumento na propor¢ao molar do acetato e na propor¢do de acetato propionato. Os
autores sugeriram, assim, que a fermentacdo ruminal foi afetada, com uma maior produgdo de
acido acético, similar aos resultados de outros estudos (Liu et al., 2008; 2009; 2018). Por outro
lado, a concentragdo de valerato ndo variou neste estudo, semelhante ao resultado obtido por
Wang (2018). No caso do isobutirato, houve crescimento linear 2 medida que a concentragao
de AGVCR foi aumentada, concordando com os resultados de Liu et al. (2009), o qual foi
justificado pela suplementacdo exégena de AGVCR, neste caso do produto Isomix.

Neste estudo, nos pardmetros acetato, propionato, butirato, isovalerato e a relacdo
acetato:propionato (Tabela 5 e Tabelas 8-12), foi encontrada interacdo entre os dos aditivos. A
dosagem in vivo reproduziu o melhor resultado in vitro (g de Isomix/g de MS da dieta), como
pode ser visto nos AGV (aumento de propionato) e reducdo da relacdo acetato:propionato. In
vitro, foram usados niveis acima e abaixo da recomendacao in vivo (28 g de Isomix/kg de CMS).
Pode ser que no Isomix tenha adicao de ionéforos, como momensina, que atuam reduzindo a
relagcdo acetato:propionato (LANA & RUSSELL, 1997). Os resultados obtidos por Liu et al.
(2020) mostram que o incremento de AGV totais sugere que a fermenta¢ao ruminal e o uso dos
nutrientes melhoraram com a suplementagdo de AGVCR, sendo obtido incremento do acetato
a medida que a digestibilidade da FDN e FDA aumentava. A producdo de propiontao ndo teve
nenhum efeito, o qual significou que a suplementagdo de AGVCR nio afetou o crescimento
das bactérias produtoras de propionato. Além disso, estudos anteriores demonstraram que
bactérias amiloliticas e amilase ndo foram alteradas (Liu et al., 2014; Wang et al., 2015; Zhang
et al., 2015), mas AGV totais e a relacdo acetato:propionato aumentaram com a suplementacao
de AGVCR.

No caso do uso da virginiamicina no estudo de Monc¢ao (2017), o uso incrementou a
sintese de dcido propidnico no rimen dos animais que receberam suplemento proteico
energético na estagdo de outono, denotando que esse aditivo melhora a composi¢cao dos
produtos da fermentacdo ruminal por meio da sele¢do de bactérias Gram-positivas. No estudo

de Costa (2016), a virginiamicina incrementou a propor¢ao de propionato e diminuiu acetato e
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butirato, coincidindo com o resultado de Wolin (1960), o qual significa que é a via mais
eficiente da fermentagdo de carboidratos no rimen. Neste mesmo estudo de Costa (2016), foi
mostrado que em 33,3% dos estudos houve incremento de propionato e em 66,7% dos estudos
nao houve mudanca ou houve reducdo de propionato pelo uso de virginiamicina. Assim,
permite inferir que a virginiamicina ndo muda muito a propor¢do de AGV (COSTA, 2016). Ao
contrario dos resultados que sdo obtidos geralmente, no estudo de Castagnino (2018) as dietas
com virginiamicina sé apresentaram uma diminui¢ao do acido valérico. De acordo com Neto
(2018), a virginiamicina produz incremento de bactérias produtoras de butirato, como
Butirivibrio, o que pode explicar a melhora na eficiéncia dos animais, uma vez que o butirato é
a principal fonte de energia para células epiteliais, € o incremento da produgdo deste
componente pode produzir incremento da absor¢cdo dos nutrientes. Nos resultados de Moreira
(2018), mostrou aumento de pH; além disso, mostrou diminuicio de AGV e da relacdo
acetato:propionato, o que pode ter ocorrido devido a habilidade de inibir a producio de dcidos
organicos associados ao uso de aminodcidos e fontes de energia, como isobutirico, valérico e
1sovalérico. Mostrou, ainda, incremento de propionato, assim como nossos dados para maior

concentracdo de virginiamicina (Tabela 9).

5. CONCLUSAO

Este estudo indica a possibilidade de uso de aditivos antimicrobianos e acidos graxos
voléteis de cadeia ramificada para modificar o ambiente ruminal e obter melhores resultados na
producdo de bovinos.

Com o incremento da concentragdo da virginiamicina na dieta, foram houve aumento
do pH, amoénia (NH3), degradabilidade da proteina (PB) e proteina solivel (PS), e diminuicdo
nas digestibilidade in vitro e dos acidos graxos volateis (AGV). A adi¢@o do Isomix ndo afetou
estas varidveis, mas aumentou o isobutirato. Houve efeito significativo da interacdo dos aditivos
nas varidveis acetato, propionato, butirato, isovalerato e relagdo acetato:propionato.

Os aditivos nas doses avaliadas, ndo mostraram efeitos positivos na digetibilidade in
vitro. Entretanto, foi observado efeito benéfico do Isomix no aumento de propionato e redugdo
da relagdo acetato:propionato, que pode melhorar o balanco energético e o desempenho animal.
Pela falta de estudos, em nossas condi¢des, com a suplementacio de AGVCR, recomenda-se o
desenvolvimento de novas pesquisas, principalmente em dietas contendo baixos niveis de

proteina e com fornecimento de ureia.



Tabela 5. Valores P de algumas variaveis relacionadas a fermentacdo

NH3

FV PS PM ! DegrPB  AGYV total Acetato Propionato ~ Butirato  Isobutirato  Isovalerato  Valerato >  Relacdo
(mM)  (mg/L) (mg/L) (%) (mM) (%) (%) (%) (%) (%) (%) AP
%V  <0,0001 0,0003 09705  0,0356 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,1488 <0,0001 0,2919 <0,0001
%l 0,6385 09891 0,9856  0,9887 0,6319 <0,0001 0,0002 0,1827 <0,0001 <0,0001 0,2130 0,0001
V¥ 09663  0,9483 09995  0,9999 0,5213 <0,0001 <0,0001 0,0006 0,8476 0,0008 0,1538 <0,0001

FV - fonte de variagdo; V - virginiamicina; I - isomix; PS - proteina solivel; PM - proteina microbiana; Degr. PB - degradabilidade da proteina bruta; AGV - dcidos
graxos voldteis; A:P - acetato:propionato. 'Média + EP = 288 + 64,3 mg/L; 2Média + EP = 0,46 + 0,17%.

Tabela 6. Teste de médias das varidveis significativas, sem interacdo, para virginiamicina

9%V NH3z (mM) PS (mg/L) Degr PB (%) AGYV total (mM)
0,0 2,2440.74 C 166,64+43.43 B 34,47£1.82 B 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 200,204+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 213,33443.43 ACD 44,46+1.82 A 61,98+16.19 A

V - virginiamicina; PS - proteina soliivel; Degr. PB - degradabilidade da proteina bruta; AGV - 4dcidos graxos volateis;

coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

AB,CDE

médias com letras iguais na mesma
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Tabela 7. Teste de médias das varidveis significativas, sem interacdo, para Isomix

%1 Isobutirato%
0,0 0,35+0.48 C
0,3 0,42+0.48 C
0,6 0,52+0.48 C
1,2 0,64+0.48 C
24 0,99+0.48 B
4,8 1,40£0.48 A

I - isomix; *“ médias com letras iguais na mesma coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 8. Andlise de interagdes para percentagem de acetato

[-isomix; V-virginiamicina;
a 5% de probabilidade.

/v 0,0 0,05 0,1 0,2 0.4 0,8

0,0 61,95 Aab 55,91 Abc 54,48 ABc 63,05 Aa 62,41 Aab 52,01 Ac

0,3 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 55,32 ABbc 62,64 Aa 61,25 Aab 48,49 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

AB.C.abcd

médias com letras iguais na mesma coluna (maitsculas) ou mesma linha (mindsculas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
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Tabela 9. Andlise de interagdes para percentagem de propionato

I/vV 0,0 0,05 0,1 0,2 0.4 0,8
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

[-isomix; V-virginiamicina;
a 5% de probabilidade.

AB,a,b,c

Tabela 10. Analise de interacdes para percentagem de butirato

médias com letras iguais na mesma coluna (maiusculas) ou mesma linha (mindsculas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

/v 0,0 0,05 0,1 0,2 0.4 0,8
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

[-isomix; V-virginiamicina;
5% de probabilidade.

AB,ab

médias com letras iguais na mesma coluna (maitsculas) ou mesma linha (mintdsculas) nio diferem entre si pelo teste de Tukey a
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Tabela 11. Analise de interacdes para percentagem de isovalerato

I/vV 0,0 0,05 0,1 0,2 0.4 0,8

0,0 0,71 Ba 0,81 Ba 1,41 Aa 0,15 Ba 0,31 Ba 2,28 BCa
0,3 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
24 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

[-isomix; V-virginiamicina;
a 5% de probabilidade.

ABLDabmédias com letras iguais na mesma coluna (maidsculas) ou mesma linha (minusculas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

Tabela 12. Andlise de interagdes para relacdo acetato:propionato

/v 0,0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8
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 Be
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

I-isomix; V-virginiamicina;
a 5% de probabilidade.

ABLabemédias com letras iguais na mesma coluna (maitsculas) ou mesma linha (minusculas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
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Figura 1. DIVMS, DIVFDN e pH in vitro em func¢éo de niveis de virginiamicina 10% (% da MS da dieta).
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Figura 2. Parametros de fermentag@o in vitro em funcéo de niveis de virginiamicina 10% (% da MS da dieta).
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Tabela 1. Correlacdo entre algumas das varidveis analisadas

DIVMS pH DIVEDN
1.00000 2051584 | 0.89460
DIVMS <.0001 <.0001
. 20.51584 1.00000 | -0.39720
p <.0001 <.0001
0.89460 2039720 | 1.00000
DIVFDN <.0001 <.0001
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