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RESUMO

Objetivou-se avaliar a suplementagdo com aminoécidos de cadeia ramificada (AACR) e &cidos
graxos Vvolateis de cadeias ramificadas (AGVCR), em uma dieta com relacdo
volumoso:concentrado de 70:30 com base na matéria seca (MS), sob a proteina microbiana
(Pmic), o pH, o nitrogénio amoniacal (NH3-N) e proteina soltvel (PS) in vitro. O experimento
comparou o efeito da suplementacdo com AACR (0,6% na MS) e AGVCR (1,3% na MS). As
dietas experimentais foram incubadas em frascos tipo penicilina (60 mL) por 6, 9, 12, 24, e 48
horas. A Pmic, o pH, N-NH3 e PS foram analisados conforme um delineamento em blocos
casualizados em esquema fatorial 3 x 5, trés tratamentos e cinco time points pelo PROC MIXED
do SAS. Para as comparac@es das médias foi utilizado o teste de Tukey, adotando-se o nivel de
significancia de 5% e probabilidade para o erro tipo I. A suplementacdo com AACR e AGVCR
geraram efeito de tempo de incubacgéo (P < 0,050) para Pmic, pH e PS. A concentracédo de N-
NHs foi influenciada pela interagdo (P = 0,027). Em concluséo, a suplementagdo com AACR
ou AGVCR ndo maximizaram o aumento de Pmic.

Palavras-chave: Celuloliticas.Desaminacdo. Forragem tropical. Isoacidos.

INTRODUCAO

O conhecimento do ambiente ruminal permite que modulacGes sejam realizadas no ecossistema
e, atraves dessas alteracOes, € possivel obter maior eficiéncia na fermentacéo da dieta e melhorar
0 desempenho produtivo dos ruminantes. Uma das formas de alterar esse ambiente é atendendo
as necessidades nutricionais dos microrganismos (Russell, 2002). Nesse aspecto, 0s
aminoacidos de cadeias ramificadas (AACR), valina, leucina e isoleucina, atuam no
funcionamento das vias metabdlicas dos microrganismos que compdem o ecossistema ruminal,
podendo sua deficiéncia levar a menores taxas de crescimento microbiano (Roman-Garcia et
al., 2021). A principal fonte de AACR do ecossistema ruminal vem da proteina degradavel no
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rumen (PDR) oriunda da dieta. Segundo Roman-Garcia et al. (2021), forrageiras tropicais
apresentam baixas concentragcdes de AACR em sua composicdo, sendo assim, dietas com alta
relacdo volumoso:concentrado podem gerar uma deficiéncia desses aminoacidos no ambiente
ruminal, comprometendo o crescimento microbiano no ramen.

No entanto, nem todos os microrganismos conseguem absorver diretamente esses aminoacidos
e utiliza-los em suas vias metabdlicas. Especificamente, a maioria das cepas das bactérias
celuloliticas (Ruminococcus albus, R. flavefaciens e Fibrobacter succinogenes) responsaveis
pela degradacao dos carboidratos estruturais da parede celular vegetal. Elas requerem &cidos
graxos volateis de cadeias ramificadas (AGVCR) como precursores para a biossintese dos
AACR, aldeidos e para incorporar em acidos graxos de cadeia impar e &cidos graxos de cadeia
longa e ramificada (Baldwin and Allison, 1983). Estes isoacidos sdo produzidos pelas bactérias
ndo celuloliticas por meio da desaminacdo dos AACR e sdo excretados ao ambiente ruminal.

Portanto, objetivou-se avaliar a suplementacdo com aminoacidos de cadeia ramificada (AACR)
e acidos graxos volateis de cadeias ramificadas (AGVCR), em uma dieta com relacéo
volumoso:concentrado de 70:30 com base na matéria seca (MS), sobre o a proteina microbiana
(Pmic), pH, nitrogénio amoniacal (NH3-N) e proteina soltvel (PS) in vitro.

METODOLOGIA

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Laboratério de Nutricdo Animal do
Departamento de Zootecnia e Laboratdrio de Microbiologia do Rimen da Universidade Federal
de Vigosa, Minas Gerais. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais de Producdo da UFV (CEUAP-UFV; protocolo N° 09/2021).

O indculo ruminal foi obtido de trés bovinos fistulados no rimen. A dieta dos animais doadores
foi composta por cana-de-acglcar e concentrado com 22% de proteina bruta, sendo a relacao
volumoso:concentrado de 70:30 com base na MS. Antes das coletas de liquido ruminal, os
animais foram submetidos a 14 dias de adaptacdo e jejum de 12 h antes das coletas.

Foram utilizados trés tratamentos, o controle (sem adi¢cdo de aminoécidos ou &cidos graxos
volateis de cadeia ramificada), suplementado com 0,6% do blend de AACR e o suplementado
com 1,3% de Isomix SPK 100® (Fonte de AGVCR), dosagem estipulada pelo fabricante por
animal/dia. A porcentagem de AACR e Isomix® foram calculadas em 500 mg na MS da dieta
experimental.

Os dois tratamentos e o controle foram avaliados em diferentes tempos de fermentacéo (6, 9,
12, 24, e 48 horas) com quatro repeticdes, totalizando 60 unidades experimentais. Além disso,
foram realizadas quatro amostras em brancos (10 mL de in6culo ruminal + 40 mL de solucéo
tampdo de McDougall) por cada tempo de fermentacdo, para descontar 0s possiveis
contaminantes oriundos do fluido ruminal nos resultados da digestibilidade e dos parametros
ruminais que foram analisados.

A dieta experimental foi formulada para uma vaca com 500 kg, com producao diaria de 15 kg
de leite, utilizando feno de tifton 85 como volumoso, e o concentrado foi formulado com fuba
de milho, farelo de soja, ureia + S.A (9:1) e nacleo (minerais e vitaminas). Foram pesadas para
cada tratamento aproximadamente 500 mg da dieta, sendo entdo adicionados 10 mL de liquido
de rimen e 40 mL de tampéo (McDougall, 1947) em frasco de 60 mL de penicilina (relagdo 1:4



indculo e solucdo tampao), segundo Silva (2017), realizando o processo de fermentacdo a 39°C
em ambiente anaerdbico.

A avaliacdo in vitro para o método proposto por Tilley E Terry (1963) seguiram as
recomendacOes descritas pelos autores para o primeiro estadio (digestibilidade com inoculo
ruminal), exceto o fato de utilizar frascos vedados e retirar 0s gases por agulhas ao invés de
tubos de ensaio com valvulas de Bunsen.

O espaco livre dos frascos foi imediatamente saturado com CO3, 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). Os frascos foram retirados da sala climatizada
dentro dos tempos determinados, resfriados em agua a 5 °C. Posteriori ao resfriamento os
frascos foram abertos. Foi coletado 6 ml de liquido de cada frascos e armazenados em tubos
eppendorfs em triplicata por tratamento para a realizacdo das analises de aménia (N-NHs),
proteina soltvel (PS) e proteina microbiana (Pmic) e, foi mensurado o pH usando um medidor
de pH digital portatil (MB-10, Marte, Brasil).

A concentracdo de amdnia nas amostras de liquido ruminal foi determinada pelo método
colorimétrico de Chaney & Marbach (1962). A absorbancia foi medida a 630 nm, em
espectrofotdbmetro Spectronic 20D (Thermo Fisher Scientific, Madison, W1, USA) e cloreto de
amonio (NH4Cl) foi utilizado como padrdo. A concentragdo de proteina solivel e a
concentracdo de proteina microbiana foi determinada pelo método colorimétrico de Bradford
(1976), utilizando soro albumina bovina (BSA) como padréo.

A Pmic, o pH, N-NH3 e PS foram analisados conforme um delineamento em blocos
casualizados em esquema fatorial 3 x 5, trés tratamentos e cinco time points pelo PROC MIXED
do SAS. Para as comparacdes das médias foi utilizado o teste de Tukey, adotando-se o nivel de
significancia de 5% de probabilidade para o erro tipo I.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o foram observados efeitos de tratamento, mas houve efeito de tempo sobre o pH, PS e Pmic
(Tabela 1; P < 0,050). A medida que a dieta vai sendo degradada a microbiota aumenta no
ambiente ruminal. O maior nimero de microrganismos leva a maiores produgfes de AGVs, 0
que gera uma reducdo no pH do meio ruminal, principalmente em um ambiente in vitro de
circuito fechado, onde ndo a saida de substrados e absor¢do de AGVs. Roman-Garcia et al.
(2021) observaram o mesmo comportamento para 0 pH ao longo dos tempos de fermentacao,
associado as maiores producdes dos AGV pelo crescimento das populagées microbianas.

O aumento na concentragdo da proteina solGvel esta ligada a degradagdo das proteinas
degradaveis no rumen (PDR) dietética pelas bactérias proteoliticas. A fermentacéo de proteinas
é 0 que permite a producdo de isoécidos e N-NHz no ambiente rumial. As concentracBes
crescentes ao longo do tempo de fermentacdo devem estar ligadas ao fato de ndo haver a saida
de substrato do sistema in vitro. No estudo apresentado por Salinas Laura (2021), também foi
observado aumento do acumulo de proteinas soltveis ao longo do tempo de fermentacdo no
sistema in vitro.



Tabela 1. Valores de pH, proteina soltvel e proteina microbiana em sistema in vitro com dieta
para vacas com 500 kg, com producdo diaria de 15 kg de leite.

Item Tratamentos Tempo (horas) EPM  P-valor
cA AACRB AGVCR® 6 9 12 24 48 TEMPO
pH 6,95 6,99 7,01 710a 6,98bc 688c 7,0lab 6,96bc 0,037 0,002

PSP 62,60 63,89 60,36  48,80cd 46,33d 62,19bc 8044a 73,66ab 6,431 0,001

PmicE 120,73 110,43 112,01 8252c 9293bc 117,84ab 140,44a 138,21a 9,541 0,001

AC = controle; BAACR = aminodcidos de cadeia ramificada; “AGVCR = écidos graxos de cadeia ramificada;
PPS = proteina solvel (ug/mL); EPmic = proteina microbiana (ng/mL); EPM = erro padrio médio; Todos os P-
valores de tratamento e interacdo ndo foram significativos (P > 0,05).
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Figura 1. Nitrogénio amoniacal (N-NH3 - mg/dL) em sistema in vitro com dieta para vacas
com 500 kg, com producdo diaria de 15 kg de leite. C = controle; AACR = amino&cidos de
cadeia ramificada; AGVCR = acidos graxos de cadeia ramificada.

A concentracdo de N-NHz3 teve uma interagdo do tempo de fermetagdo com as suplementacdes
(P = 0,027; Figura 1). Até as 12h de incubacdo, a concentracdo de N-NHz foi aumentada em
todos os tratamentos, evidenciando que ndo houve efeito dos suplementos. No entanto, em 24
e 48 horas houve concentragdes maiores de N-NHs no meio suplementado com os AACR e o
AGVCR quando comparados ao controle. O aumento de N-NHs indica que a suplementacéo
estimulou a degradacdo de PDR e a desaminacdo dos aminoacidos em rela¢do ao controle a
partir de 24 horas. Esse comportamento pode ter ocorrido devido ao estimulo a diferentes
populacdes proteoliticas ruminais quando o meio foi suplementado com os AACR e 0 AGVCR.
A medida que a concentraco de energia disponivel no sistema diminui ao longo do tempo de
fermentacdo, um estimulo da utilizacdo de proteinas como fonte de energia pode ter sido gerado



nas populacgdes proteoliticas pelas suplementacdes, aumentando a concentracdo de N-NHz apds
a desaminacdo dos aminoacidos dietéticos (Russell, 2002).

CONCLUSOES

A suplementacdo com AACR e AGVCR in vitro ndo estimula o crescimento da proteina
microbiana. Além disso, o pH, e a PS também n&o foram aumentadas no inoculo ruminal, com
a presenca de AACR e AGVCR. Por fim, as concentracdes de amoénia sdo aumentadas no
inoculo ruminal apds 24h e 48h de fermentagdo em sistema fechado in vitro, com o uso de
AACR e AGVCR.
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