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AVALIACAO DE AMINOACIDOS E ACIDOS GRAXOS VOLATEIS DE CADEIAS
RAMIFICADAS SOBRE A FERMENTACAO RUMINAL IN VITRO, EM DIETA COM
ALTO VOLUMOSO

Paulo Sérgio Dornelas Silva', Rogério de Paula Lana!, Sara Adriana Salinas Laura'

RESUMO - Nos objetivamos avaliar a suplementacdo com AACR e acidos graxos volateis de cadeias ramificadas (AGVCR),
em uma dieta com relagdo volumoso:concentrado de 70:30 com base na MS, sobre os pardmetros de digestibilidade in vitro
da matéria seca (DIVMS), da fibra em detergente neutro (DIVFDN), pH, nitrogénio amoniacal (NH,-N), acidos graxos
volateis (AGV), proteina soluvel (PS) e proteina microbiana (Pmic). O estudo foi dividido em dois experimentos. No
primeiro experimento, avaliamos diferentes niveis de AACR a ser suplementado: controle (0,0% de AACR), 0,3%, 0,6%,
0,9% e 1,2% de AACR com base na MS da dieta. O experimento dois objetivou avaliar e comparar o efeito da suplementagio
com AACR e AGVCR sobre a DIVMS, DIVFDN e os pardmetros ruminais. As amostras do experimento 1 foram incubadas
por 24h em frascos do tipo penicilina (60 mL) para posteriores analises da DIVMS e DIVFDN, de pH, nitrogénio amoniacal
(N-NH,), proteina soltivel (PS), proteina microbiana (Pmic)e dcidos graxos volateis (AGV). As amostras do experimento 2
foram incubadas em frascos tipo penicilina (60 mL) e as medidas de DIVMS e DIVFDN foram realizadas em 0, 3, 6, 9, 12,
24, 36, 48, 72 € 96 h, enquanto o pH, a concentragdo de N-NH,, PS, Pmic ¢ AGV foram avaliados em 6, 9, 12, 24 ¢ 48 h.
No experimento 1, todos os dados foram avaliados como um delineamento inteiramente casualizado pelo PROC MIXED do
SAS e as médias foram comparadas por contrastes ortogonais (linear, quadratico e cibico). No experimento 2, os residuos
de incubagdo obtidos através dos procedimentos in vitro em fungdo do tempo foram estimados utilizando o PROC NLIN
do SAS para obter os pardmetros das equacdes de regressdo nao lineares. Além disso, os dados de pH, N-NH3, PS, Pmic e
AGVs foram analisados conforme um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 5, dois tratamentos e
cinco time points pelo PROC MIXED do SAS. Para as comparagdes das médias foi utilizado o teste de Tukey, adotando-se
o nivel de significancia de 5% e probabilidade para o erro tipo I. No experimento 1, houve efeito linear da suplementagio
com AACR no pH (P=0,001), no N-NH, (mg/dL; P=0,001), na PS (ug/mL; P=0,001) e na concentragdo butirato (mmol/L;
P = 0.023). Além disso, um efeito quadratico da suplementacdo com AACR foi observada na concentracdo de acetato
(mmol/L; P=0,017), isobutirato (mmol/L; P = 0,016), isovalerato (mmol/L; P = 0,025) e na propor¢ao de butirato (%; P =
0,043) no AGV total. Por fim, um efeito ctibico da suplementagdo com AACR foi observada na Pmic (ug/mL; P = 0,041).
Para o experimento 2, a suplementagdo com AACR e AGVCR tiveram efeito de tratamento para a concentragdo acetato,
isobutirato, isovalerato (mmol/L; P < 0,05) e proporgdo de butirato (%; P = 0,018). O pH, PS, Pmic, acetato, propionato,
butirato, isobutirato, isovalerato e a propor¢ao de acetato, propionato e butirato foram afetados pelo tempo de incubagao (P
<0,05). Além disso, notamos um efeito de interagdo tratamento * tempo na concentragdo de N-NH, (mg/dL; P =0,027). Nao
houve efeito das suplementagdes na DIVMS e DIVFDN em ambos os experimentos. Em conclusdo, o primeiro experimento
apresentou que a suplementagdo com AACR reduziu a massa proteica microbiana e ndo maximizou a DIVMS, DIVFDN e
a produgdo de total de AGV. No entanto, a concentragdo de 1,2% de AACR aumentou a PS e o N-NH,. Para o experimento
dois, a suplementagdo com AACR e AGVCR nio estimulou a degradagio das fragdes A, B, e B, da dieta, o aumento de Pmic
e de AGV total. No entanto, aumentou a concentragdo de NH,-N.

Palavras chave: celuloliticas, digestibilidade, forragem tropical, isoacidos.

EVALUATION OF AMINO ACIDS AND BRANCHED-CHAIN VOLATILE FATTY ACIDS
ON IN VITRO RUMEN FERMENTATION IN A HIGH FORAGE DIET

ABSTRACT - We aimed to evaluate supplementation with BCAA and branched-chain volatile fatty acids (BCVFA), in a
diet with a roughage:concentrate ratio of 70:30 based on DM, on in vitro dry matter degradability parameters (DM, ),
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and neutral detergent fiber (NDF, ), pH, ammonia nitrogen (NH-N), volatile fatty acids (VFA), soluble protein (SP) and
microbial protein (Mic,). T he study was divided into two experiments. In the first experiment, we evaluated different levels
of BCAA to be supplemented: control (0.0% of BCAA), 0.3%, 0.6%, 0.9% and 1.2% of BCAA based on the DM of the diet.
Experiment two aimed to evaluate and compare the effect of supplementation with BCAA and BCVFA on DM, o NDF,.
and rumen parameters. Samples from experiment 1 were incubated for 24h in serum bottles (60 mL) for further analysis
of DM, and NDF,,. pH, NH-N, soluble protein (SP), microbial protein (Mic ) and acids volatile fatty acids (VFA). The
samples Jfrom experiment 2 were incubated in serum bottles (60 mL) and the measurements of DM, and NDF, were
performed at 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72, and 96-h, while the pH, the concentration of NH -N, SP, MlC and VFA were
evaluated at 6, 9, 12, 24 and 48-h. In experiment 1, all data were evaluated as a completely randomzzed deszgn by the SAS
PROC MIXED and the means were compared by orthogonal contrasts (linear, quadratic, and cubic). In experiment 2, the
incubation residues obtained through the in vitro procedures as a function of time were estimated using the PROC NLIN
of the SAS to obtain the parameters of the regression equations not linear. In addition, pH, NH -N, SP, Mic, and VFAs
data were analyzed according to a completely randomized design in a 2 x 5 factorial scheme, two treatments and five time
points by the PROC MIXED of the SAS. Means were compared using Tukey test, adopting a significance level of 5% and a
probability of type 1 error. In experiment 1, there was a linear effect of supplementation with BCAA on pH (P = 0.001), on
NH -N (mg/dL; P = 0.001), on SP (ug/mL; P = 0.001) and on the butyrate concentration (mmol/L; P = 0.023). In addition,
a quadratic effect of BCAA supplementation was observed on the acetate concentration (mmol/L; P = 0.017), isobutyrate
(mmol/L; P = 0.016), isovalerate (mmol/L; P = 0.025) and on the proportion of butyrate (%,; P = 0.043) on the total VFA.
Lastly, a cubic effect of BCAA supplementation was observed on Mic, (ug/mL; P = 0.041). For experiment 2, both BCAA
and BCVFA supplementation affected the acetate, isobutyrate, isovalerate concentration (mmol/L; P < 0.05) and butyrate
proportion (%, P = 0.018). The pH, SF. Mic , acetate, propionate, butyrate, isobutyrate, isovalerate, and the proportion
of acetate, propionate, and butyrate were affected by the incubation time (P< 0.05). In addition, we noted an interaction
effect on NH -N concentration (mg/dL; P = 0.027). There was no effect of supplementation on DM, and NDF,,  in both
experiments. In conclusion, the first experiment presented that supplementation with BCAA reduced Mic pool and did not
maximize DM, . NDF, , and total VFA production. However, the 1.2% concentration of BCAA increased SP and NH -N.
For expertment two the supplementation with BCAA and BCVFA did not stimulate the degradation of fractions A, Bl, and
B2 of the diet, the increase of Mic,, and total VFA. However, the concentration of NH -N was increased.

Keywords: cellulolytic, digestibility, isoacids, tropical forage.

INTRODUCAO aminoacidos no ambiente ruminal, comprometendo o

O conhecimento do ambiente ruminal permite
que modulagdes sejam realizadas no ecossistema e, através
dessas alteracdes, ¢ possivel obter maior eficiéncia na
fermentag@o da dieta e melhorar o desempenho produtivo
dos ruminantes. Uma das formas de alterar esse ambiente
¢ atendendo as exigéncias nutricionais dos microrganismos
(Russell, 2002).

Nesse aspecto, os aminoacidos de cadeias
ramificadas (AACR), valina, leucina e isoleucina, atuam no
funcionamento das vias metabolicas dos microrganismos
que compdem o ecossistema ruminal, podendo sua
deficiéncia levar a menores taxas de crescimento
microbiano (WANG et al., 2008). A principal fonte de
AACR do ecossistema ruminal vem da proteina degradavel
no ramen (PDR) oriunda da dieta (Fox and Tedeschi,
2009). Segundo Roman-Garcia et al. (2021), forrageiras
tropicais apresentam baixas concentragdes de AACR em
sua composi¢do, sendo assim, dietas com alta relagdo
volumoso:concentrado podem gerar uma deficiéncia desses
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crescimento microbiano no rimen.

No entanto, nem todos os microrganismos
conseguem absorver diretamente esses aminodcidos e
utiliza-los em suas vias metabolicas. Especificamente, a
maioria das cepas das bactérias celuloliticas (Ruminococcus
albus, R. flavefaciens e Fibrobacter succinogenes),
responsaveis pela degradagdo dos carboidratos estruturais
da parede celular vegetal, requerem acidos graxos volateis
de cadeias ramificadas (AGVCR) como precursores para
a biossintese dos AACR, aldeidos e para incorporar em
acidos graxos de cadeia impar e acidos graxos de cadeia
longa e ramificada (Baldwin and Allison, 1983).

O isobutirato de quatro carbonos, e 0s isdmeros
de cinco carbonos, isovalerato (3-metilbutirato) e
2-metilbutirato, sdo produzidos pela descarboxilagdo da
valina, leucina e isoleucina dietéticos, respectivamente,
feito pelas bactérias ndo celuloliticas, e excretados ao
ambiente ruminal (Allison, 1978). Esse catabolismo dos
AACR leva a uma alimentagao cruzada quando os AGVCR
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produzidos sdo liberados no ambiente ruminal e sdo
utilizados por bactérias celuloliticas como precursores para
biossintese (Firkins, 2010).

Em seu estudo, Wang et al. (2008) observaram
diminui¢do da proteina microbiana em quase 50%, quando
os aminoacidos de cadeias ramificadas (AACR) foram
removidos do meio de cultura em relagdo ao grupo que
continha todos aminoacidos essenciais, mostrando que a
presenca dos AACR no ambiente ruminal e fundamental
para o crescimento das populagdes microbianas. Sabendo
das exigéncias por AACR e por AGVCR das populagdes
de microrganismos ruminais, estudos surgiram buscando
suplementar dietas com os essas moléculas para estimular
crescimento de microrganismos ruminais, principalmente
os celuloliticos, hipotetizando a maximizacdo da
digestibilidade das fragdes fibrosas dos ingredientes e
de dietas (Copelin et al., 2021; Firkins, 2021; Puastuti et
al., 2018; Salinas Laura, 2021; Val Neto, 2009; Zhang et
al., 2013). Entretanto, ha poucas informagdes e muitas
inconsisténcias na literatura a respeito dos efeitos da
suplementagdo com aminoacidos ou isoacidos de cadeias
ramificadas no rumen (Roman-Garcia et al., 2021),
principalmente em dietas balanceadas para vacas em
lactagdo com alta relagdo volumoso:concentrado.

A hipotese deste estudo € que a suplementagdo com
aminoacidos (experimento 1 e 2) ou isodcidos de cadeias
ramificadas (experimento 2), em dietas com alto volumoso
(70:30), podera estimular o crescimento da populacdo de
bactérias celuloliticas no rimen e, consequentemente, aumentar
a digestibilidade da dieta, a producao de proteina microbiana e
a produgdo total de 4cidos graxos volateis (AGVs). Portanto, o
objetivo desta pesquisa foi analisar a digestibilidade in vitro da
matéria seca (MS) e da fibra em detergente neutro (FDN), pH,
nitrogénio amoniacal (N-NH,), proteina soluvel (PS), proteina
microbiana (Pmic) e acidos graxos volateis (AGVs) em dieta
com relagdo volumoso:concentrado de 70:30 com base na
MS, suplementada com aminoacidos e acidos graxos volateis
de cadeias ramificadas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nas dependéncias
do Laboratorio de Nutricdo Animal do Departamento de
Zootecnia e Laboratorio de Microbiologia do Rumen da
Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, durante os
meses de fevereiro a agosto de 2021. As analises quimicas
laboratoriais (alimentos e dieta) e os ensaios in vitro foram
realizados para avaliar os parametros digestivos da dieta
utilizando dois suplementos, AACR e AGVCR (Isomix®).

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais de Producio 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-agucar e concentrado com 22%
de proteina bruta, sendo a relagdo volumoso:concentrado
de 70:30 com base na MS. Antes das coletas de liquido
ruminal, os animais foram submetidos a jejum de 12 h. Os
animais tiveram acesso irrestrito a 4gua e mistura mineral
completa (90 g/kg de fosforo). Os animais foram adaptados
a dieta padrao por 14 dias antes do inicio das coletas.

Foram conduzidos dois experimentos para
avaliagdo da suplementacdo com aminodcidos de cadeias
ramificadas e acidos graxos de cadeias ramificadas. O
experimento 1 consistiu em avaliar a digestibilidade in
vitro de uma dieta para vacas leiteiras, com alto volumoso
(70:30), suplementada com quatro concentragdes de
AACR. E, o experimento 2, em avaliar a digestibilidade das
fragdes da mesma dieta, porém, suplementada com AACR
e com o produto Isomix®, fonte de AGVCR.

No experimento 1, foram utilizados 5
tratamentos, o controle (sem adi¢cdo de aminoacidos de
cadeia ramificada), e quatro com diferentes concentragdes
do blend de AACR (0,3; 0,6; 0,9 ¢ 1,2 % na MS) em 500
mg na MS, da dieta experimental. O blend foi formulado
com 33,3% de valina, 33,3% leucina e 33,3% de isoleucina.
A fonte desses aminoacidos possui 96,5% de pureza e ndo
sdo protegidos contra degradagao ruminal.

Os tratamentos foram acondicionados em frascos de
vidro ¢ avaliados em 24 horas de fermentagdo in vitro, com
seis repeti¢des por tratamento, totalizando 30 unidades. Foram
utilizadas seis amostras em branco (10 mL de indculo ruminal
+ 40 mL de solugdo tampao de McDougall) para descontar
o0s possiveis contaminantes oriundos do fluido ruminal, nos
resultados de digestibilidade e nos pardmetros ruminais que
foram analisados. Ao final, 36 frascos foram incubados.

No experimento 2, foram utilizados trés
tratamentos, o controle (sem adicdo de aminoacidos ou
acidos graxos volateis de cadeia ramificada), o tratamento
dois que consistiu em 0,6% do blend de AACR e o
tratamento trés com 1,3% de Isomix®, dosagem estipulada
pelo fabricante por animal/dia. As concentragcdes de AACR
e Isomix® foram calculadas em 500 mg na MS da dieta
experimental. E importante destacar que o Isomix® ¢ um
produto comercial que contém AGVCR.

A concentragdo de 0,6% na MS dos AACR foi
utilizada nesse estudo por ndo termos encontrado efeitos
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significativos na digestibilidade da MS e da FDN no
experimento 1. Essa concentragdo foi definida baseada
no custo de utilizagdo de aminoacidos por animal/dia. As
concentragdes de 0,9 e 1,2% de AACR elevariam muito
o custo por animal e a concentracdo de 0,3% de AACR
poderia ndo oferecer concentragdes suficientes dos AACR
para estimular popula¢des microbianas ruminais.

Os dois tratamentos e o controle foram avaliados em
diferentes tempos de fermentagéo (0, 3, 6,9, 12,24, 36,48, 72 ¢
96 horas) com quatro repeti¢oes. Além disso, foram realizadas
quatro amostras em brancos (10 mL de inéculo ruminal +
40 mL de solu¢do tampao de McDougall) por cada tempo
de fermentagdo, para descontar os possiveis contaminantes
oriundos do fluido ruminal nos resultados da digestibilidade e
dos parametros ruminais que foram analisados.

Cada um dos tempos de fermentacado (0, 3, 6, 9,
12, 24, 36, 48, 72 ¢ 96 horas) contaram com 12 unidades
experimentais (quatro unidades do controle, quatro do
blend de AACR e quatro do Isomix®) e quatro brancos,
totalizando no segundo experimento 160 frascos incubados.

Os ensaios foram divididos em quatro baterias
com 40 frascos incubados por bateria. Essa divisdo ¢
necessaria por causa da capacidade que a mesa giratoria
orbital comporta de frascos. E em cada bateria, foram
incubados quatro frascos (Branco, Controle, blend de
AACR e Isomix®) por tempo de fermentagao.

A dieta experimental que foi utilizada nos dois
experimentos in vitro foi formulada para vacas com 500 kg,
com produgdo diaria de 15 kg de leite (Tabela 1), utilizando
feno de tifton 85 como volumoso, ¢ o concentrado foi
formulado com fuba de milho, farelo de soja, ureia + S.A
(9:1) e ntcleo (minerais e vitaminas).

Tabela 1 - Dieta experimental formulada para vacas
com 500 kg, com produgdo didria de 15 kg

de leite

Ingredientes %

Feno de Tifton 85 69,9
Fuba de milho 16,0
Farelo de soja 11,3
Ureia + SAA 0,7
Nucleo mineral 1,3
Calcario 0,4
Cloreto de sodio 0,3
Total 100

AProporg¢do ureia/sulfato de amonio (SA) de 9:1.
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Antes da formulagdo da dieta experimental,
foram realizadas analises bromatoldgicas dos alimentos
para a caracterizagdo quimica da dieta experimental.
Posteriormente foram preparados 0,5 kg da dieta e, em
seguida a mesma foi homogeneizada e processada em
moinho de facas, com peneira de porosidade de 1 mm para
o procedimento de digestibilidade in vitro e para as analises
bromatologicas da dieta (Tabela 2).

Tabela 2 - Analise bromatolégica da dieta experimental
para vacas com 500 kg, com produgcéo didria

de 15 kg de leite.
Composi¢do %
MSA 876,0
PBPg/kg de MS 163,4
FDNC€g/kg de MS 531,6
EEPg/kg de MS 15,6
MMEg/kg de MS 64,7

AMS = matéria seca; BPB = proteina bruta; “FDN = fibra em
detergente neutro; PEE = extrato etéreo; EMM = matéria mineral.

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

Foram  pesadas para cada tratamento
aproximadamente 500 mg da dieta, sendo entao adicionados
10 mL de liquido de rimen e 40 mL de tampao (McDougall,
1947) em frasco de 60 mL de penicilina (relagdo 1:4 indculo
e solugdo tampdo), segundo Silva (2016), realizando o
processo de fermentagdo a 39°C em ambiente anaerobico.

Nos dias anteriores aos procedimentos, foram
preparadas a solucao tampao de McDougall (1947) e esta
foi acondicionada em uma sala climatizada a 39°C para a
estabilizacdo da temperatura. Antes de iniciar cada uma das
incubacdes experimentais, foi coletada digesta (liquido e
solidos) de diferentes pontos da interface liquido-solido
do ambiente ruminal, sendo acondicionado em recipientes
térmicos adequados para a manuteng@o da temperatura de
39°C (garrafas térmicas pré-aquecidas). Posteriormente,
a digesta foi transferida para um liquidificador, em sala
climatizada a 39°C, sendo homogeneizada por 30 segundos.
O material homogeneizado foi filtrado com camadas de
gaze em frascos Erlenmeyer de 2 L (Castro et al., 2021).
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O espago 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. Apos 24 horas de incubagdo no experimento 1 e
em 0, 3, 6,9, 12, 24, 36, 48, 72 e 96 horas no experimento
2, os frascos foram retirados da sala climatizada e o pH foi
medido usando um medidor de pH digital portatil (MB-10,
Marte, Brasil), sendo o conteudo transferido para cadinhos
filtrantes (porosidade grossa), com auxilio de agua destilada
(temperatura superior a 90 °C). Em seguida, os cadinhos
foram secos (105 °C/24 horas) e pesados, obtendo-se o
residuo aparentemente ndo 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, produzida
segundo Mertens et al. (2002) com a omissdo de sulfito de
sodio, e 250 puL 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). Apos retirados da autoclave,
os cadinhos foram novamente lavados com agua destilada
quente e, ao fim, com 30 mL de acetona, sendo secos
(105 °C/24 h) e pesados para obtengdo do residuo de FDN.

Para todos os métodos, a DIVMS e a DIVFDN
(D, g/kg) foram calculadas como:

M-(R-B
=¥X1000

Em que: M = massa de MS ou FDN incubada (g); R =
residuo de MS ou FDN da incubagao (g); B = residuo de
MS ou FDN obtido nos “brancos” (g).

No experimento 2, os residuos de MS e FDN
foram submetidos ao ajuste pelo modelo logistico nao
linear descrito por Milgen et al. (1991) através do algoritmo
de Gauss-Newton implementado no PROC NLIN do SAS:

Rt=FDNpd x (1 +Axt)xexp (- A xt)+FDNi

onde Rt ¢ o residuo de FDN nao degradado no tempo
“t” (g/100 g de FDN); FDNpd ¢é a fracdo de FDN
potencialmente digerivel (g/100 g FDN); FDNi (uNDF96)
¢ o FDN indigerivel (g/100g FDN); A ¢ a taxa fracionaria
combinada de defasagem e degrada¢do de FDNpd (h'); et
¢ o tempo (h).

Dado que o parametro A representa as taxas
de atraso e degradagdo, a taxa fracionaria da taxa de
degrada¢do de FDNpd (kd, h') foi estimada a partir de A
usando as propriedades de distribui¢do gama-2 (Ellis et al.,
1994):

Kd=0,59635 x A

A priori a medicdo do pH e a filtragem dos
residuos, foi coletado 6 ml de liquido de cada frasco do
experimento 1 e nos tempos 6, 9, 12, 24 ¢ 48 horas do
experimento 2 e armazenados em tubos eppendorfs em
triplicata por tratamento para a realizacdo das analises de
amonia (N-NH,), proteina soluvel (PS), proteina microbiana
(Pmic) e os acidos graxos volateis de cadeia curta (AGVs) e
de cadeia ramificada (AGVCRs).

Os 4acidos organicos foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
As amostras dos liquidos coletados (1,5 mL) foram
centrifugadas (10000 x g, 10 min) para remocdo das
células, e o sobrenadante livre de células foi processado
conforme descrito por Siegfried, R., Ruckemann, H., &
Stumpf (1984). As amostras foram separadas em coluna
Phenomenex Rezex ROA, 300 x 7,8 mm, mantida a 45
°C, utilizando cromatografo Dionex Ultimate 3000 Dual
acoplado a um detector de indice de refragdo (RI) Shodex
RI-101, mantido a 45°C. A fase movel utilizada foi acido
sulfurico (H,S0,) 5,0 mM, com fluxo de 0,7 mL/min. A
curva de calibracdo foi feita utilizando os seguintes acidos
organicos como padrdes externos: acido propidnico (60
mM), acido acético (60 mM), acido butirico (20 mM),
acido isovalérico (5 mM) e acido isobutirico (10 mM).
Os padrdes externos foram analisados nas concentragdes
descritas acima e nas dilui¢des 1:2, 1:4, 1:16 ¢ 1:32. Acido
crotonico (12,5 mM) foi utilizado como padrao interno nas
amostras e curva de calibragdo. A concentragdo de acidos
organicos foi normalizada pelo fator de resposta e expressa
como fragdo do total de acidos graxos volateis (AGV)
produzidos (mol/100 mol).

A concentragdo de amoénia 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
(NH,CI) foi utilizado como padrao.

Aconcentragdo de proteina soluvel foi determinada
no sobrenadante livre de células, apos 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 soro albumina bovina (BSA) como padrao.
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A concentragdo de proteina microbiana foi
determinada apos a centrifugagdo 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 100 °C. A concentragdo de proteina microbiana foi
quantificada pelo método colorimétrico de Bradford (1976),
utilizando soro albumina bovina (BSA) como padrao.

Os experimentos foram analisados utilizando o
programa estatistico do SAS — Statistical Analisys System
(2001), adotando-se 0,05 como nivel de probabilidade para
o erro tipo [.

No experimento 1, todos os dados foram avaliados
como um delineamento inteiramente casualizado. Os dados
foram analisados usando PROC MIXED do SAS (SAS
Inst., Cary, 2013) com o tratamento como efeito fixo e suas
médias foram comparadas por contrastes ortogonais (linear,
quadratico e cubico).

No experimento 2, os residuos de incubagao
obtidos através dos procedimentos in vitro em func¢do do
tempo foram estimados através do modelo assintotico de
primeira ordem descrito por @rskov & McDonald (1979):

Deg(t)=a+b x (1-e*),

em que: Deg (t) = fragdo da MS ou FDN degradada no
tempo “t” (%); a = fragdo soluvel (%); b = fracdo insoluvel,
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mas potencialmente degradavel no rimen (%); kd = taxa de
degradacgdo da fragdo b (%h); t = tempo de incubagao (h).

As andlises dos residuos de incubagdo foram
realizadas utilizando o procedimento NLIN do SAS (SAS
Inst., Cary, 2013), a partir do algoritmo Marquardt para obter
os parametros das equacdes de regressao nao lineares. Os
dados de pH, N-NH3, PS, Pmic e AGVs foram analisados
conforme um delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 x 5, dois tratamentos e cinco tempos
de incubagdo. As rodadas foram blocadas e adicionadas ao
modelo como efeito aleatorio. Os graus de liberdade foram
ajustados pelo método Kenwardroger de primeira ordem.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento 1, a suplementagdo com AACR
nao afetou a DIVMS e DIVFDN (P > 0,05) (Tabela 3).
Esperava-se que os AACR, ao serem desaminados e
descarboxilados em AGVCR, estimulassem o crescimento
de bactérias fibroliticas mais rapidamente, e maximizassem
a digestibilidade da MS e da FDN da dieta com alto
volumoso, a exemplo de Puastuti et al. (2018), que
obtiveram maior digestibilidade da MS e do FDN do
sabugo de milho amonizado, suplementado com 5% de
melago e com AACR (0,2% de valina, 0,2% de leucina e
0,1% de isoleucina na MS), in vitro.

Tabela 3 - Valores da digestibilidade da matéria seca e digestibilidade da fibra em detergente neutro em sistema in vitro com
dieta para vacas com 500 kg, com producao diaria de 15 kg de leite

Item Tratamentos (% AACR) EQM P-valor

0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 LIN QUA CUB
DIVMSA (g/kg) 686,51 697,74 680,32 708,41 693,69 8,506 0,369 0,843 0,599
DIVFDNE® (g/kg) 555,59 553,83 534,81 567,77 553,59 9,015 0,734 0,431 0,299

ADIVMS = digestibilidade da matéria seca; B DIVFDN = digestibilidade da fibra em detergente neutro; EQM = erro quadratico médio; LIN = efeito

linear; QUA = efeito quadratico; CUB = efeito clibico

A composicao da dieta pode ter sido um dos fatores
que tenha influenciado no resultado de digestibilidade
da MS e da FDN nesse estudo. A presenca de proteina
verdadeira compondo a PDR (Tabela 1) pode ter atendido
as exigéncias de AACR ¢ AGVCR dos microrganismos
ruminais. Ja no estudo de Puastuti et al. (2018), a fonte de
PDR era em grande propor¢do composto por nitrogénio
ndo proteico, aumentando a demanda de AGVCR pelos
microrganismos ruminais e permitindo melhor respostas da
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suplementagdo com os AACR. Roman-Garcia et al. (2021)
também ndo observaram aumento da taxa de degradagdo da
FDN em duas dietas (feno de capim + milho e feno alfafa
+ milho), com relagdo volumoso:concentrado de 50:50 in
vitro, suplementada com 15,4 mg AACR. A presenga de
proteina verdadeira na PDR no estudo de Roman-Garcia et
al. (2021) pode ter afetado o efeito da suplementacdo com
0s AACR como nesse estudo.
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Os quatro tratamentos suplementados com os
AACR diferiram (P < 0,05) para pH, nitrogénio amoniacal
(N-NH, mg/dL), proteina soltvel (PS) e proteina microbiana
(Pmic) em rela¢do ao controle (Tabela 4). O pH teve um
comportamento linear (P = 0,001) crescente a medida que

a concentragdo de AACR foi aumentando. Esse mesmo
comportamento foi observado nas varidveis N-NH, e PS,
exceto para Pmic, onde foi observado um comportamento
linear (P = 0,002) decrescente.

Tabela 4 - Valores de pH, nitrogénio amoniacal, proteina soluvel e proteina microbiana em sistema in vitro com dieta para
vacas com 500 kg, com produgdo diaria de 15 kg de leite

Item Tratamentos (% AACR) EPM P-valor

0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 LIN QUA CUB
pH 6,70 6,87 6,76 6,97 6,96 0,033 0,001 0,824 0,508
N-NH,*(mg/dL) 1,91 3,15 4,51 5,48 7,39 0,202 0,001 0,228 0,218
PS®(ng/mL) 111,56 113,03 134,97 115,57 134,94 2,875 0,001 0,614 0,062
Pmic® (ug/mL) 112,33 103,73 102,32 107,81 69,657 6,93 0,002 0,059 0,051

AN-NH, = nitrogénio amoniacal; "PS = proteina soluvel; “Pmic = proteina microbiana; EPM = erro padrdo médio; LIN = efeito linear; QUA = efeito

quadratico; CUB = efeito cubico.

Segundo Lana et al. (1998), microrganismos
ruminais alimentados com dietas com alta relagdo
volumoso:concentradoapresentammaiortaxade degradagao
da proteina degradavel no rumen (PDR) e desaminagdo
dos aminoacidos, liberando aménia no ambiente ruminal.
Segundo Firkins (2021), a suplementacdo com AACR
pode estimular a abundancia de grupos proteoliticos. Neste
estudo, observa-se que dois fatores podem ter influenciado a
degradagio da proteina e a desaminagdo de aminoacidos no
rumen, a relagdo volumoso:concentrado e a suplementagao
com AACR.

Uma maior degradacdo da PDR da dieta pode
ser comprovada pela maior concentragdo de PS e N-NH,
(Lana et al., 2000). O aumento na concentragdo de N-NH,
influenciou no aumento do pH ruminal. Maior crescimento
dos microrganismos ruminais era esperado, ja que a
concentragdo de PS, N-NH, e AGVCR (Tabela 5) estavam
atendendo as exigéncias microbianas.

Uma possivel explicagdo para o aumento do pH,
¢ que em sistema fechado de incubagio in vitro, ndo ha
absor¢do da amonia produzida e nem taxa de passagem

como ocorre no ramen, causando um impacto mais
relevante no pH do meio, fato esse que seria minimizado
em condi¢oes de digestibilidade in situ e in vivo, podendo
gerar resultados diferentes do encontrado nesse estudo.

A produgdo de AGV total e propionato ndo foi
afetada (P > 0,05) pela adicdo de AACR em relagdo ao
controle. No entanto, foi observado efeitos quadraticos
(P = 0,017) para o acetato e um efeito ctibico (P =
0,005) para butirato. E as concentragcdes de isobutirato
e isovalerato obtiveram efeitos quadratico (P < 0,05).
Ao suplementar com AACR, os AGVCR (isobutirato e
isovalerato) apresentaram um comportamento crescente
em rela¢do ao controle. Era esperado maior producgdo de
AGV total e alteragdo na relagdo acetato:propionato, que
nao foi observado (P > 0,05), ao utilizar os suplementos
com AACR em uma dieta com alta inclusdo de volumoso.
Em seu estudo, Roman-Garcia et al. (2021) também nao
obtiveram diferengas significativas na produgdo total de
AGYV e na relago acetato:propionato, ao suplementar com
AACR dietas com relagdo volumoso: concentrado de 50:50.
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Tabela 5 - Valores dos acidos graxos volateis de cadeia curta e de cadeia ramificada em sistema in vitro com dieta para vacas
com 500 kg, com produgdo diaria de 15 kg de leite

Item Tratamentos (% AACR) EPM P-valor
0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 LIN QUA CUB
mmol/L
AGYV totais* 47,19 47,76 48,68 45,45 44,46 1,608 0,146 0,244 0,715
Acetato 34,38 33,89 35,28 32,82 31,35 0,579 0,001 0,017 0,633
Propionato 6,10 7,46 6,52 5,79 6,33 1,350 0,780 0,784 0,417
Butirato 5,52 517 5,40 5,32 5,18 0,063 0,023 0,636 0,005
Isobutirato 0,30 0,46 0,53 0,54 0,54 0,037 0,001 0,016 0,512
Isovalerato 0,62 0,79 0,95 0,98 1,04 0,038 0,001 0,025 0,697
A:P? 7,26 5,69 5,43 5,69 5,07 1,119 0,235 0,568 0,544
Proporcao, %
Acetato 73,13 71,47 72,47 72,21 70,57 1,897 0,476 0,864 0,510
Propionato 12,61 14,99 13,38 12,73 14,17 2,268 0,905 0,913 0,410
Butirato 12,30 10,90 11,10 11,71 11,69 0,383 0,725 0,043 0,085

AAGV total = 4cidos graxos volateis totais; PA:P = relagdo acetato:propionato; EPM = erro padrdo médio; LIN = efeito linear; QUA = efeito

quadratico; CUB = efeito cubico.

O aumento nas concentragdes de AGVCR e N-NH,
no meio ruminal é um indicativo que o grau de desaminacao
superou o grau de assimilagdo bacteriana desses compostos
(Apajalahti et al., 2019). A suplementag¢do de AACR levou
a um estimulo de populagdes proteoliticas, que sdo as
grandes responsaveis por utilizar da proteina verdadeira da
PDR dietética, como fonte de energia e excretar AGVCR e
N-NH, no meio.

O estimulo a populagdes proteoliticas e ndo as
populacdes amiloliticas e principalmente celuloliticas
tiveram efeito negativo sobre o crescimento microbiano
ruminal, observado pelo decrescimento da quantidade de
Pmic, ndo permitindo que maiores taxa de fermentagdo da
dieta ocorresse e, com isso, ndo houve efeito na produgao
total de AGV, como na relagdo acetato:propionato,

indicativo de eficiéncia do ponto de vista energético no
ambiente ruminal.

No experimento 2, ndo foi observado efeito das
suplementagdes de AACR ¢ AGVCR (P > 0,05) sobre a
digestibilidade das fragdes A e B, da MS da dieta, bem como
para a digestibilidade das fragdes B, e I da FDN (Tabelas
6 ¢ 7). Na Tabela 6, observa-se que a suplementagdo com
0s AACR e com AGVCR ndo maximizou o desaparecido
da fra¢do soluvel (fracdo A) e nem da fragdo insoluvel
potencialmente degraddvel (fracdo B,) da dieta. Esses
resultados sdo devidos as duas fragdes serem muito
fermentaveis e a rapida fermentag@o delas no meio se tornar
um estimulo muito eficiente para que os microrganismos
nao celuloliticos tenham crescimento 6timo, independente
da suplementa¢do com AACR e AGVCR.

Tabela 6 - Valores de degradacdo da matéria seca em sistema in vitro com dieta para vacas com 500 kg, com produgéo

diaria de 15 kg de leite

Tratamentos

Parametros o AACR AGVCRE EPM P-valor
AP (g/kg) 223,40 212,40 212,70 5,390 0,240
B F(g/kg) 557,40 576,00 571,80 6,730 0,112
Af(hh) 0,10 0,10 0,10 0,003 0,986

AC = controle; "AACR = aminoacidos de cadeia ramificada; “AGVCR = 4cidos graxos de cadeia ramificada; A = fragdo soluvel; *B = fragdo
insoltivel, mas potencialmente degradavel; "A = taxa fracionaria combinada de degradac@o da matéria seca potencialmente degradavel, EPM = erro
padrao médio; LIN = efeito linear; QUA = efeito quadratico; CUB = efeito ctbico
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No entanto, era esperado que a suplementagdo
com AACR e AGVCR estimulasse maior crescimento
da populagdo celulolitica e, como consequéncia, maior
digestibilidade da fragdo B, (fragdo insoltivel potencialmente
degradavel), entretanto, este comportamento nao foi
observado nesse estudo (Tabela 7). Segundo Copelin et al.

(2021), as condicdes dietéticas influenciam o mecanismo
AGVCR. Se a PDR dietética esta atendendo as necessidades
dos microrganismos ruminais para AACR ou AGVCR
derivados dele, entdo uma resposta de suplementacdo com
AACR e AGVCR na digestibilidade da FDN ¢ minimizado
ou até anulado.

Tabela 7 - Valores de degradacdo da fibra em detergente neutro em sistema in vitro com dieta para vacas com 500 kg, com

producdo diaria de 15 kg de leite

Parametros Tratamentos . EPM P-valor
cA AACR® AGVCR®

B,"(g/kg) 721,40 732,50 729,60 9,130 0,135

IF(g/kg) 278,60 267,50 270,40 7,619 0,763

AF(hh) 0,09 0,09 0,003 0,876

AC = controle; PAACR = aminoacidos de cadeia ramificada; “AGVCR = 4cidos graxos de cadeia ramificada; "B,= fragdo insolivel, mas
potencialmente degradavel; FI = fragdo indigestivel; A = taxa fracionaria combinada de degradagdo da matéria seca potencialmente degradavel;
EPM = erro padrao médio; LIN = efeito linear; QUA = efeito quadratico; CUB = efeito ctibico.

Puastuti etal. (2018) obtiveram maior digestibilidade
daMS e do FDN do sabugo de milho amonizado, suplementado
com 5% de melago e com AACR (0,2% de valina, 0,2% de
leucina e 0,1% de isoleucina na MS), in vitro. Dieta essa que
nao atenderia as exigéncias em macronutrientes de vacas em
lactag@o, como € o caso do nosso estudo. Castro et al. (2021)
ao tentarem estimular a digestibilidade de dietas balanceada
para animais em condi¢des de pastejo continuo, contendo feno
de forrageira tropical e suplementagdo proteica e energética,
também ndo conseguiram maximizar o desaparecimento da
fragdo B, pelos microrganismos celuloliticos in vitro, assim
como no nosso estudo. No entanto, Roman-Garcia et al.
(2021) encontraram maior digestibilidade em feno de grama
de pomar + milho moido, suplementados com AGVCR em
incubagio in vitro de 24 horas.

Diferente da dieta utilizada por Roman-
Garcia et al. (2021), a dieta utilizada nesse estudo tem
inclus@o de 11,3% de farelo de soja (Tabela 1), fonte de
AACR degradavel no rimen, que podem ter fornecido a
quantidade exigida de AGVCR pelas bactérias celuloliticas.
Segundo Copelin et al. (2021), as dietas devem atender
as exigéncias de amido ¢ de FDN adequadamente, para
maximizar o beneficio da adi¢do de AACR ¢ AGVCR. A
dieta experimental foi formulada para atender as exigéncias
de NDT maximizando o uso de forragem, e isso gerou um
déficit de 43,62% de amido em relagao ao estabelecido pelo
NRC (2001), que foi de 30% da matéria seca. Desta forma,
o déficit de amido limitou a quantidade de carboidrato de
fermentagdo mais rapida, podendo ter gerado um déficit
energético a nivel ruminal.

Nao foram observados efeitos de tratamento, mas
houve efeito de tempo sobre o pH, PS e Pmic (Tabela 8;
P < 0,002). A medida que a dieta vai sendo fermentada a
populagdo microbiana tende a crescer e produz maiores
concentragao de AGV, que levam a uma queda no pH do meio
ruminal. Além disso, a degradagdo da PDR da dieta pelas
bactérias proteoliticas vai aumentando a concentragdo de
proteina solivel. Castro et al. (2021) e Dijkstra et al. (2012)
observaram o mesmo comportamento para o pH ao longo
dos tempos de fermentagdo, associado as maiores produgdes
dos AGV pelo crescimento das populagdes microbianas.

A concentragdo de N-NH, teve um efeito de
interacao (P = 0,027; Figura 1). Até as 12h de incubagao,
a concentragdo de N-NH, foi aumentada em todos os
tratamentos, evidenciando que ndo houve efeito dos
suplementos. No entanto, em 24 ¢ 48 horas os AACR
e 0 AGVCR tiveram concentragdes maiores de N-NH,
quando comparados ao controle. O aumento de N-NH,
indica que a suplementacdo estimulou a degradagdo de
PDR e a desaminagdo dos aminoacidos em relagao ao
controle a partir de 24 horas. Acredito que esse resultado
tenha ocorrido pelo estimulo a diferentes populagdes
proteoliticas ruminais quando o meio foi suplementado
com 0s AACR e 0 AGVCR. A medida que a concentrago
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 populagdes
proteoliticas, aumentando a concentragdo de N-NH, apos
a desamina¢ao dos aminoacidos dietéticos (Russell, 2002).
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Tabela 8 - Valores de pH, proteina soluvel e proteina microbiana em sistema in vitro com dieta para vacas com 500 kg,

com producao diaria de 15 kg de leite

Item Tratamentos Tempo (horas) EPM P-valor

C*  AACR® AGVCR® 6 9 12 24 48 TRAT TEMPO INT
pH 695 699 7,01 7,002 698bc  68c  7.0lab 696bc 0037 0377 0002 0314
PSP(ug/mL) 62,60 63,89 6036  4880cd 4633d  62,19bc  8044a 73,66ab 6431 0816 0,001 0573
:;“E;CE(”g/ 120,73 11043 112,01  82,52¢  9293bc 117,84ab 14044a 13821a 9,541 0578 0,001 0,714

AC = controle; BAACR = aminodcidos de cadeia ramificada; “AGVCR = 4cidos graxos de cadeia ramificada; PPS = proteina solavel; "Pmic =
proteina microbiana; EPM = erro padrao médio; TRAT = efeito de tratamento; TEMPO = efeito de tempo; INT = efeito de interagdo tratamento

por tempo.
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050 - Tempo- P =0,001 )
N Tratx Tempo-P =0,02
:E‘ () 4
2 4
“ 3.0 1
2,0 A
1,0 4
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Tempo

Figura 1 - Nitrogénio amoniacal (N-NH3 - mg/dL) em sistema in vitro com dieta para vacas com 500 kg, com produgao
diaria de 15 kg de leite. C = controle; AACR = aminoacidos de cadeia ramificada; AGVCR = acidos graxos de

cadeia ramificada.

Acetato, propionato, isobutirato, isovalerato
foram influenciados pelo o tratamento (P < 0,05) e butirato
teve uma tendéncia (P = 0,085). Além disso, a concentragao
total de AGV e suas concentragdes individuais e a propor¢ao
de propionato foram aumentados ao longo do tempo (P
= 0,001; Tabela 9). No entanto, houve uma redugdo na
relag¢@o acetato:propionato de 24 para 48 horas (P = 0,001),
e na proporg¢do de acetato e butirato (P =0,001) produzido.

Apesar dos efeitos encontrados para acetato,
propionato, isobutirato, isovalerato e¢ a tendencia de
butirato, a producdo total de AGV nao foi alterada
pelas  suplementagcdes, como também a relagdo
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acetato:propionato, que sdo parametros mais concretos
para avaliarmos as condigdes de eficiéncia da fermentacao
no rumen. Roman-Garcia et al. (2021) também nao
obtiveram efeito para a concentracdo total de AGV e para
a relagdo acetato:propionato quando suplementou o meio
com AACR, AGVCR e diferentes combinagdes entre os
AGVCR em duas dietas com rela¢do volumoso:concetrado
de 50:50, mesmo com efeito para a DIVFDN em uma das
suplementagdes com AGVCR. No entanto, Zhang et al.
(2013) observaram aumento de 28,23% na produgdo total
de AGV ao suplementar com 2 mmol/L de valina, 16,50%
com 2 mmol/L de leucina ¢ 9,34% com 2 mmol/L com
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isoleucina, palhada de trigo mesmo sem efeito para DIVMS
e DIVFDN.

A produgdo de AGV estd diretamente ligada
a fermentagdo dos carboidratos pelos microrganismos
ruminais. Tanto a produgdo total quando as proporg¢des dos
AGVs variam de acordo com as populagdes microbianas
que estdo sendo favorecidas pelo pH, substrato encontrado
na dieta, etc. Acredito que os estimulos gerados nas
populagdes proteoliticas pelas suplementagdes de AACR
e AGVCR e a alta relagdo volumoso:concentrato da dieta
(Firkins, 2021; Lana et al., 1998), ¢ a quantidade deficiente
de amido que foi gerada nesse estudo (Copelin et al., 2021),
geraram maior degradacdo da proteina verdadeira da PDR
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como fonte de energia por essas populacdes (Russell,
2002) e competindo com as celuloliticas pelos AGVCR
suplementado. Assim, ndo possibilitando um aumento na
DIVEDN e na produgdo de AGV totais, além de alteracdo
na relag@o acetato:propionato.

De maneira geral, as suplementacdes com
concentragdes crescente de AACR (experimento 1), e
AACR e AGVCR (experimento 2) ndo apresentaram efeitos
na DIVMS e na DIVFDN, na producdo de AGV total e na
relagdo entre acetato:propionato. No entanto, ambos os
ensaios in vitro tiveram efeito sobre a concentragdo de
N-NH, para os diferentes tratamentos nesse estudo.

Tabela 9 - Valores dos acidos graxos volateis de cadeia curta e de cadeia ramificada em sistema in vitro com dieta para vacas
com 500 kg, com producao diaria de 15 kg de leite

Item Tratamentos Tempo EPM P-valor
c AACR®  AGVCR® 6 9 12 24 48 TRAT TEMPO  INT
mmol/L
AGV totais? 31,33 29,21 29,05 17(’157 22’3‘ 8 347c 39];24 48,552 2350 0,153 0,001 0,495
Acetato 24,18a  22,11b 22,04b 1468 16&88 19,47 ¢ 28{)74 34,12a 1,728 0,019 0,001 0334
Propionato 2,56a  1,89b 222ab  008c 0,18c 0,12¢ 3,50b 722a 0388 0,037 0,001 0261
Butirato 3,92 3,71 3,46 223d  278¢ 326c 483b 540a 0379 0085 0,001 0,829
Isobutirato 022b  024b 039a  019¢ ol,)zc ! ol,)zco 028b 055a 0033 0001 0001 0674
Isovalerato 046b  0,56b 093a  040c 043c 042c 0,75b 126a 0067 0001 0001 0824
APE 6,07 6,19 6,44 7682 479b 0257 0624 0001 0,639
propor¢ao, %
Acetato 79,47 79,69 7821  83,68a 82,55a 82,95a 76t”°2 7041c 0805 0,08 0,001 0,819
Propionato 5,59 4,68 5,14 054c 076c 049c 903b 148a 0,648 0365 0001 0,586
Butirato 1299a  12,96a 12,40 b 13];25 11’53 13842 1229¢ ! (’101 0,403 0,018 0,001 0,466

AC = controle; BAACR = aminoacidos de cadeia ramificada; “AGVCR = acidos graxos de cadeia ramificada; PAGV
totais = acidos graxos volateis totais; “A:P = relagdo acetato:propionato; EPM = erro padrio médio; TRAT = efeito de
tratamento; TEMPO = efeito de tempo; INT = efeito de interagdo tratamento por tempo.

CONCLUSAO

A suplementagdo de AACR em niveis crescentes
de até 1,2% da MS reduziu a massa proteica microbiana e

ndo maximizou a digestibilidade da MS, FDN e a produgao
total de AGV. No entanto, gerou maior degradagdo da PDR,
aumentando a proteina soluvel e o nitrogénio amoniacal.
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A suplementagdo com AACR e AGVCR ndo
estimulou o crescimento da proteina microbiana, de AGV
total e a degradagdo das fragdes A, B, e B, da dieta. No
entanto, aumentou a concentragdo de nitrogénio amoniacal.

Dessa forma, diminuir a PDR da dieta com
relagdo volumoso:concentrado na propor¢ao de 70:30,
pode levar a deficiéncia de AGVCR e melhorar a utilizagdo
da suplementagdo de AACR e AGVCR.
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