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Aline Reginaldo dos Santos. Efeito de aditivos modificadores da fermentagao
ruminal sobre a producao de gases in vitro. 2025. Dissertacdo — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, 2025.

RESUMO

A disponibilidade de diferentes cultivares forrageiras e aditivos alimentares para a
produgao de bovinos a pasto podem levar a hipotese de possiveis interagdes no
processo de fermentagdo ruminal que sejam mais ou menos favoraveis para a
eficiéncia produtiva. Além disso, novas classes de aditivos, tais como os
nanominerais, tem surgido, demandando sua avaliagdo com forrageiras tropicais. O
objetivo deste estudo foi avaliar a cinética de fermentagdo ruminal in vitro de
gramineas tropicais submetidas a adicdo de aditivos como: ionoforos e néo
ionéforos (Experimento 1), nanoparticulas de 6xido de zinco e selénio (Experimento
2), e enzimas comerciais (Experimento 3). No Experimento 1, as gramineas
Brachiaria decumbens cv. Basilisk, Brachiaria brizantha cv. Marandu e Panicum
maximum cv. Massai foram incubadas com monensina, salinomicina, lasalocida e
virginiamicina. No Experimento 2, nanoparticulas de 6xidos de zinco e selénio foram
sintetizadas e comparadas a fontes inorganicas (sulfato de zinco e selenito de
sodio), utilizando B. brizantha cv. Marandu como substrato. Apés 48 horas de
fermentacao in vitro, foram coletadas amostras de gases do headspace de dois
frascos por tratamento aleatoriamente, utilizando seringas e frascos de 20 mL
previamente evacuados. No Experimento 3, foram testadas as enzimas comerciais
Fibrozyme®, Allzyme SSF®, Allzyme VegPRO® e Potenzya® Grano, também
incubadas com B. brizantha cv. Marandu. A técnica de fermentacgao in vitro utilizou
0,5 g de forragem, 25 mL de liquido ruminal (de bovinos canulados) e 50 mL de
solugdo tampdo, incubados em frascos de 250 mL sob ambiente anaerdbio e
temperatura constante de 39 °C por 48 horas. A producédo de gases foi monitorada
automaticamente pelo sistema AnkomRF. A andlise estatistica foi realizada por
ANOVA e teste de Tukey (5%). A virginiamicina reduziu significativamente
(P=0,0055) (P<0,05) a degradabilidade da matéria seca em 11%, a produgao
maxima de gases (P=0,0178) em 20%, e a taxa de fermentagdo ruminal,
destacando-se pela reducédo (P<0,0001) de até 43% na taxa de fermentagéo da cv.
Basilisk. Para a cultivar Marandu, a degradabilidade da matéria seca foi 10% menor
(P=0,0124) no tratamento virginiamicina, quando comparado a monensina e a taxa
de fermentacdo foi 40% menor (P<0,0001). Para a cultivar Massai, a taxa de
fermentacdo foi 39% menor (P<0,0001) no tratamento virginiamicina, quando
comparado aos demais. Ja os aditivos a base de nanominerais e enzimas
comerciais ndo promoveram alteragdes significativas na cinética de fermentagao
ruminal in vitro. No entanto, na analise de cromatografia gasosa feita com os
nanominerais a proporgdo de CO2 foi menor (P=0,0513) nos tratamentos com
nanoparticulas de selénio e de 6xido de zinco 400 mg em relagdo ao sulfato de
zinco. Conclui-se que a virginiamicina tem potencial para inibir a fermentagéo
ruminal de gramineas tropicais, enquanto os demais aditivos ndo apresentaram
efeito significativo nas condigbes avaliadas.

Palavras-chave: bovinos, enzimas, fermentacdo ruminal in vitro, ionéforos e nao-
ionéforos, nanoaditivos, promotor de crescimento.
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1 INTRODUGAO

Em decorréncia do aumento populacional, onde se estima que em 2030 a
populacdo mundial chegara a 8,5 bilhdes e em 2050 a 9,7 bilhdes de pessoas
(United Nation, 2019), ha uma preocupag¢ao com a demanda crescente por proteina
animal. Com o aumento do rebanho ao longo dos anos, a bovinocultura tem
recebido muitas criticas por contribuir com o aumento de gases de efeito estufa
(GEE), os quais sao oriundos da fermentacéo ruminal e do inadequado manejo dos
dejetos (Brunes & Couto, 2017).

A pecuaria, com a agricultura, contribui de forma significativa com a emisséao
de trés GEE: metano (CHa), diéxido de carbono (COz2) e o6xido nitroso (N20). A
producdo do CH4 é resultado de um processo fisiologico natural que acontece no
ramen dos herbivoros ruminantes. Esse processo ocorre em condigdes anaerdbicas
por bactérias metanogénicas presentes no rumen (Bezerra, 2019). Calcula-se que
em torno de 2% a 12% da energia da dieta se perde durante a produgéo de metano
entérico e, em dietas fibrosas de baixa qualidade essa perda pode chegar a 18%
(Patra et al., 2017; Berchielli et al., 2011). Isso se deve ao fato de que a degradagao
da celulose e hemicelulose produz maior concentracao de acetato. Entretanto dietas
com maiores por¢oes de carboidratos soluveis elevam a produgdo de propionato,
reduzindo acetato e butirato, pois carboidratos de rapida fermentagdo diminui o pH
ruminal, ocasionando a morte de bactérias fibroliticas e de protozoarios (Mota et al.,
2010). Segundo Nussio et al. (2006) a produgao de acetato e butirato gera maior
liberacdo de H2 no rumen, o que indica que quanto maior a propor¢cao
acetato:butirato maior a producéo de CHa.

Devido a preocupacdo mundial com os impactos ambientais, estudos e
pesquisas se voltaram para melhorar a eficiéncia da produ¢dao. Um dos desafios € a
manipulagdo da microbiota ruminal para degradar de forma eficiente a biomassa
vegetal, proporcionando, assim, uma melhor disponibilidade dos nutrientes para os
animais. Muitos trabalhos ja foram desenvolvidos com esta finalidade, mas a
compreensao da microbiota ruminal ainda se encontra limitada, sendo afetada por
fatores intrinsecos e extrinsecos (Huws et al., 2018). Diante disso, a produgéo
nacional de carne bovina encara o desafio de aumentar a oferta em quantidade e

qualidade, de maneira eficiente, produzindo mais em menos tempo, sem deixar de
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lado a sustentabilidade ambiental, a sanidade e o bem-estar dos animais (Berchielli
etal., 2011).

Mesmo com todo o conhecimento nutricional voltado a produg¢do bovina,
pouco ainda se conhece do funcionamento metabdlico dos microrganismos
presentes no rumen. Essa falta de conhecimento esta diretamente relacionada com
a insuficiente disponibilidade de estratégias para lidar com a produgcdo de metano
(CHa4) durante o processo de fermentagdo dos animais ruminantes. Com isso, ha
uma busca por métodos nutricionais que minimizem a producido de CHas e,
consequentemente, a sua emissao para o meio ambiente.

As emissdes de gases de efeito estufa (GEE) podem ser mensuradas por
meio de uma simulagdo do ambiente ruminal pela fermentacdo in vitro, onde se
consegue estimar a produgdo de CHs e didéxido de carbono (COz2), de forma util e
flexivel. A mensuragdo em animais requer equipamentos complexos e de alto custo.
Além do que, a simulagao permite entender e aprimorar o desempenho dos animais
em todos os sistemas de produgéo (Castelan-Ortega, 2014). Com isso, de forma a
melhorar o processo de fermentagdo ruminal, busca-se o desenvolvimento de novos
aditivos a serem incorporados nas dietas bovinas, que possam minimizar, de forma
significativa, as emissdes de GEE pelos ruminantes, proporcionando, assim, um
aumento na eficiéncia dos sistemas de producado pelo melhor aproveitamento das

dietas consumidas.

2 OBJETIVO

Foi levantada a hipotese de que possiveis interacbes entre cultivares
forrageiras e aditivos alimentares poderiam existir, levando a condigdes mais ou
menos favoraveis para a cinética da fermentagcéo ruminal. Além disso, considerando
o desenvolvimento de novas classes de aditivos, tais como os nanominerais,
hipotetiza-se que nanoparticulas (sendo o nanémetro igual a 10° m) de elementos
minerais poderiam afetar positivamente a fermentagédo ruminal. Com isso, o objetivo
foi avaliar o efeito de antibidticos ion6foros e ndo-ionéforos, nanominerais e enzimas
comerciais sobre a cinética de fermentagcdo ruminal, avaliada pela técnica da
produgcédo de gases in vitro, utilizando diferentes cultivares de forrageiras tropicais

como substrato.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cinética da fermentagao ruminal e aumento da eficiéncia produtiva

O rumen é uma camera fermentativa que fornece aos microrganismos um
ambiente anaerdbico, em condigdes de pH, temperatura, capacidade tampao e
nitrogénio disponivel em forma de ureia (Sippert, 2019). A populagdo microbiana
consiste em bactérias, fungos e protozoarios, que por meio da degradagcédo do
alimento, transformar os nutrientes em produtos como, acidos graxos volateis e
aminoacidos, os quais sdo a principal fonte de energia para os ruminantes (Burt,
2004; Weimer, 2015).

Nesse ecossistema complexo, estima-se que haja em torno de 4.000
espécies de microrganismos, onde a populagao bacteriana presente no rumen é da
ordem 10" por mL, protozoarios de 108 por mL e fungos de 10* por mL (Russel,
2002). Dentre os fatores que podem afetar a colonizagdo desses grupos no rimen, a
dieta e 0 animal, exercem um importante efeito de modulagdo na diversidade e na
atividade em determinada situac&o (Weimer, 2015).

Visando alterar a populacdo microbiana, para minimizar a producdo de
acetato e aumentar a de propionato, a dieta se torna alvo para conseguir modular a
fermentacdao ruminal. O processo de sintese do acetato libera hidrogénio (H2) no
ambiente ruminal, que ao entrar em contato com as bactérias metanogénicas, o
transformam em CHa4 pelo processo de redugdo de CO2. Esse processo gera perda
de energia da dieta, podendo variar de 4 a 14%, (Mufioz, 2016).

A composicao da dieta e suas caracteristicas fisico-quimicas sao fatores
importantes que determinam os grupos predominantes no ambiente ruminal, em
particular esses grupos determinam a relagdo de acumulo de proteinas, fibra em
detergente neutro (FDN) e carboidratos n&o fibrosos (CNF), manipulando a variagéo
de nutrientes fornecidos e consequentemente, o ambiente ruminal em relagao as
carateristicas fisico-quimicas como, pH da pressao osmoética e fluxo da digesta
(Allen, 2000; Oliveira et al., 2016).

Dietas com concentragdes altas de FDN proporcionam um ambiente favoravel
para o0 crescimento de bactérias celuloliticas, como Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus albus e Ruminococcus flavefaciens albus e fungos com o

Neocalimastix frontalis. Em outras situagdes, quando a dieta possui niveis elevados
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de concentrado ha o favorecimento de bactérias amiloliticas como a Ruminobacter
amylophilus, Selenomonas ruminantium e Streptococcus bovis e de protozoarios
ciliados (Russell & Strobel, 1989). Assim, alteragbes na cinética de fermentacao
ruminal podem ser dependentes do regime alimentar em questdo, aumentando a
importancia de estudos voltados a bovinocultura realizada a pasto.

O grupo de microrganismo responsavel pela degradagao da fibra € um dos
mais importantes, no entanto eles sido responsaveis pela producido de Hz,
colaborando com a producdo de metano pelas bactérias metanogénicas (Scharen,
2017). Nesse sentido, a busca pelo controle da microbiota ruminal, torna-se um
desafio para os nutricionistas que buscam por alternativas com o objetivo de diminuir
a perda de energia via producdo de CHas4 aumentar eficiéncia dos recursos

nutricionais e assim contribuir para ambiente ruminal mais energético (Costa, 2022).

3.2 Papéis dos aditivos modificadores da fermentagao ruminal

Ao longo dos anos, a produgao nacional de carne bovina tem encarado o
desafio de aumentar a oferta de proteina animal em quantidade e qualidade, de
maneira eficiente, produzindo mais em menos tempo. Com isso, surgiu a
necessidade de buscar alternativas que melhorem a eficiéncia alimentar dos
animais, proporcionando melhor disponibilidade de nutrientes e digestibilidade dos
alimentos. Uma alternativa eficiente € o uso de aditivo, um composto, que néao
fornece nutriente, que atua no estimulo do crescimento, melhorando a eficiéncia dos
animais na utilizagcado dos alimentos ou promovendo beneficios a saude por meio de
algum mecanismo de acgao (Church, 1972).

No Brasil, os aditivos mais utilizados sdo os antibiéticos ion6foros. A palavra
ionéforo significa “carrear ions”, isso quer dizer que seu modo de acao € sobre o
transporte de ions que atua sobre a permeabilidade das células bacterianas,
ocasionado um desequilibrio osmaético no meio interno da célula alvo, essa acao
proporciona a inibicdo ou até mesmo a morte das bactérias. Eles também
apresentam caracteristicas hidrofobicas, sendo entdo uma peculiaridade que
possibilita a entrada na membrana lipidica, o que favorece o processo de destruicdo
das células bacterianas (Rangel et al., 2008).

Os iondforos sao oriundos da fermentacdo de variadas espécies de

Streptomyces ssp., sendo classificados como antibiotico poliéster. Apresentam efeito
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de inibicao de crescimento bacteriano, onde atuam sobre a fermentagao ruminal,

proporcionando melhora na eficiéncia alimentar dos animais (Rangel et al., 2008).

3.3 Caracteristicas e tipos de aditivos modificadores da fermentagao ruminal

Com o descobrimento de compostos que possibilitam o controle metabdlico e,
consequentemente, aumentam a eficiéncia alimentar, proporcionando uma maior
produgcao animal, houve a criacdo de uma nova classe de elementos que receberam
o0 nome de aditivos alimentares. Seguindo a legislagcao estabelecida pelo Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Instru¢do Normativa n° 13, de 30
de novembro de 2004, que passou por alteragcdes na Instrucdo Normativa n° 44, de
15 de dezembro de 2015, os aditivos sdo conceituados como sendo substancias,
produtos formulados ou microrganismos que sao incorporados intencionalmente as
ragcoes, ndo sendo um ingrediente, que tenha ou ndo um valor nutricional, mas que
possa melhorar o desempenho animal (MAPA, 2015).

Esses aditivos podem ser classificados em grupos funcionais: equilibradores
de microbiota, sendo microrganismos que se multiplicam ou substancias derivadas
que possuem efeito positivo sobre a microbiota do trato gastrointestinal; digestivo,
sendo substancias facilitadoras da digestdo de alimentos, agindo diretamente em
determinadas matérias primas; e promotores de crescimento, sendo substancias que
possuem um efeito positivo no desempenho animal (MAPA, 2015).

Ao longo dos anos, alguns aditivos ganharam destaque na producao de
bovinos de corte, como os antibidticos (iondéforos e ndo-iondforos), éleos essenciais,
aditivos microbianos (bactérias, leveduras e probidticos), minerais organicos e
tamponantes. Dentre esses, a classe de aditivo mais utilizado na produgado de
bovinos € a dos antibidticos, a qual se destaca em discussdes voltadas ao seu uso

como promotor de crescimento (Santos, 2016).

3.4 Salinomicina

Produzida por meio da fermentacdo de Streptomyces albus, a salinomicina é
um antibidtico ionéforo poliéster (Zinn, 1986). Por meio da membrana celular a
bomba idnica € o mecanismo que regula o balango quimico entre o meio interno e o
externo de uma célula.

Ao se ligar a um cation de afinidade (Rb*, Na*>K*>>Cs*>Sr**>Ca**, Mg**), a

salinomicina transporta-o para dentro da bactéria gram-positiva, utilizando a sua
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energia para manter o equilibrio. No entanto, a bomba ionica nao funciona de forma
eficiente, pois ha uma maior concentracdo i6nica dentro da célula. Todo esse
processo, causa um aumento na pressao osmotica, levando ao rompimento celular
(Barragry, 1994; Viegas, 2019). Com isso, ocorre uma modificacdo na populagao
microbiana, inibindo as bactérias gram-positivas, que produzem acido acético,
butirico e lactico, e favorecem as bactérias gram-negativas, que sédo produtoras de
acido propibdnico. Os efeitos da acdo desses aditivos estao representados na Tabela
1.

Tabela 1 - Resultados da inclusdo de salinomicina na dieta de ruminantes.

Referéncias* Tratamento Dieta Resultados
; . Forragem
Salinomicina
Garcia (2014) , (Brachiaria | Consumo de suplemento
(bovinos) TGP
decumbens)
; . Forragem
Salinomicina .
Abal (2016) . (Brachiaria | Consumo de suQIerpento,
(bovinos) > retorno econdmico
decumbens)
Ferreira et al. Salinomicina Forragem | Consumo de suplemento
(2019) (bovinos) (capim-Massai) 1+ GMD

Fonte: Tabela Adaptada, autoria*
GP-Ganho de peso; GMD-Ganho médio diario.

3.5 Monensina

Conhecida por ser um antibiético poliéster ionéforo, a monensina € produto da
fermentacao de Streptomyces cinnamonesis. A monensina pode ser toxica para as
bactérias, principalmente as gram-positivas, impedindo a entrada de nutrientes por
meio das suas membranas (Berchielli & Bertipaglia, 2010).

A monensina possui forte acdo no ambiente ruminal, ela é responsavel por
desorganizar o transporte de ions, provocando a morte ou fazendo com que o
crescimento microbiano seja inibido. Isso ocorre devido a alta afinidade que a
monensina tem pelo Na*/H* ao invés de K*/H*, no entanto, a concentragcao de K* é
25 vezes maior que Na*. Essa alta concentracao de K* proporciona um acumulo de
H*, isso ocorre porque a maioria das células expulsam os prétons por meio de
ATPase, para que o pH intracelular fique mais alcalino, levando a uma diminuigdo do
pH intracelular (Russel, 1997). Essa acao proporciona efeitos benéficos ao

desempenho dos animais (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resultados da inclusdo de monensina na dieta de ruminantes.

Referéncias* Tratamento Dieta Resultados
Mourthe et al. Monensina éﬁ;ﬁ%::a | Consumo de suplemento

(2011) (bovinos) decumbens) TGP

. Forragem
Benetel (2014) Monensina (Brachiaria IPG T tempo de
(in vitro) decumbens) colonizacao das amostras
Dallantonia et al. Monensina Forragem Tsﬁéélli‘;efgéesnfc;tgr elSF.
(2023) (bovinos) (capim-Xaraés) g '

ruminantium; N-NH3

Fonte: Tabela Adaptada, autoria*
GP-Ganho de peso; PG-Producgédo de gases; N-NHs- Nitrogénio amoniacal.

3.6 Lasalocida

A lasalocida € oriunda da fermentacdo de Streptomyces lasaliensis
(Pressman, 1976), classificada como sendo um ionéforo poliéster bivalente, possui
afinidade com cations monovalentes (Cs'*, K'*, Na'*, Li'*) e com cations bivalentes
(Ba?*, Sr?*, Ca?*, Mg?*).

Sua acdo é sobre a regulagdo do balango quimico entre o meio interno e
externo das bactérias gram-positivas, atuam diretamente na bomba iénica presente
na parede celular dessas bactérias. A lasalocida se liga a um cation de maior
afinidade, levando-o para dentro da bactéria. A bactéria, na tentativa de manter a
sua osmolaridade, utiliza toda a sua reserva energética. Esse mecanismo de agao
proporciona uma queda no crescimento de bactérias gram-positivas e deixa o
ambiente ruminal favoravel ao crescimento das bactérias gram-negativas (Bergen &
Bates, 1984). Sendo assim, a mudanga da populagdo bacteriana € o principal
mecanismo de acado do iondéforo lasalocida, que resulta em uma maior eficiéncia

alimentar em ruminantes (Tabela 3).
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Tabela 3 - Resultados da inclusdo de lasalocida na dieta de ruminantes.

Referéncias* Tratamento Dieta Resultados
Lasalocida Forragem
Mourthe et a/. (bovinos) (Brachiaria 1 GP, consumo, GMD
(2011)
decumbens)
. N&o houve modificagdes nos
Lasalocida Forrageira (capim- parametros analisados
Almeida (2016) (bovinos) Marandu) (consumo, digestibilidade, N-
NHs e AGV)
Lasalocida Forrageiras (5

Sartori (2017) espécies de 1+ GP e ECC

(bovinos) Panicum ssp.)

Fonte: Tabela Adaptada, autoria* )
GP-Ganho de peso; GMD-Ganho médio diario; N-NHs- Nitrogénio amoniacal; AGV- Acidos graxos volateis; ECC-
Escore de condigao corporal.

3.7 Virginiamicina

A virginiamicina € um antibiético nao ionéforo, sendo produto de fermentagao
de Streptomyces virginae, o qual possui propriedades antimicrobianas em bactérias
gram-positivas responsaveis por produzir acido latico (Nagaraja et al., 1987). A
virginiamicina € composta por dois peptideos denominados de fator M (C2sH35N307)
e S (Ca3H49N7010), que, em conjunto, possuem efeito sinérgico em uma razao de 4:1
(Fonseca et al., 2014). De forma individual esses fatores tém efeito sobre as
bactérias, porém quando combinados, a sua atividade possui uma maior
potencializagao (Phibro, 2008).

A acéo principal da virginiamicina € sobre as bactérias gram-positivas, sendo
elas aerdbicas ou anaerodbicas. Ao entrar na parede celular das bactérias gram-
positivas, a virginiamicina, em sinergia do efeito M:S se liga de forma irreversivel a
subunidade dos ribossomos, impedindo a criagao de ligagcdes peptidicas no decorrer
da sintese proteica bacteriana. Sendo assim, rompendo todos o0s processos
metabdlicos no interior da célula, ocasionando a diminuigdo do crescimento ou a
morte da célula bacteriana (Cocito, 1979). Por ter essa capacidade de alterar a
populagdo bacteriana que constitui 0 rumen, a virginiamicina proporciona
estabilidade na fermentagao ruminal, apresentando efeitos no aumento de ganho de
peso e melhorando a eficiéncia alimentar (Tabela 4), efeitos baseados na redugao

da relagao acetato:proprionato (Santos, 2016).
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Tabela 4 - Resultados da inclusao de virginiamicina na dieta de ruminantes.

Referéncias* Tratamento Dieta Resultados

1 GMD; PC, acidos graxos

T Forragem ~ o
Costa et al. (2018) V|rg|n|a.1m|0|na (capim- nao gster|f|c§QOs
(bovinos) plasmaticos; [sérica de
Marandu) i o )
Cal; protozoarios totais
Ferreira et al. (2019) Vlrglnlallmlcma Fgrragem . 1t GMD | Consumo de
(bovinos) (capim-Massai) suplemento
T[AGVT]; pH; R.
Dallantonia et al. Monensina Forragem flavefaciens |N-NHs; F.
(2023) (bovinos) (capim-Xaraés) succinogenes total e S.

ruminantium

Fonte: Tabela Adaptada, autoria* )
GMD-Ganho médio diario; PC-Peso corporal; Ca-Calcio; AGVT-Acidos graxos volateis totais; N-NHs- Nitrogénio
amoniacal.

3.9 Enzimas exégenas sobre a fermentagao ruminal

Na area de nutricdo, os maiores esforcos estdo em aumentar os indices
zootécnicos e otimizar os custos da formulagdo, melhorar os aspectos nutricionais
dos alimentos administrados e disponibilizados nas dietas. Dentre as estratégias
biotecnolégicas, a adigdo de enzimas € uma ferramenta que tem apresentado alta
resposta zootécnica e econédmica com aumento da produgao animal (Fraatz et al.,
2014).

Para que a celulose e a hemicelulose sejam degradadas completamente,
necessita-se de um complexo conjunto de enzimas, as quais sdo responsaveis por
efetuar a quebrar das ligagbes B-1,4, ocasionando a liberagdo dos
monossacarideos. Diferentes sistemas enzimaticos sdo necessarios para que ocorra
a hidrdlise da celulose e da hemicelulose individualmente, esses sistemas séo
chamados de celuloliticos e hemicelulolitico (Gupta et al., 2016).

Na natureza, as enzimas que hidrolisam os complexos celuloliticos atuam em
conjunto para que possa acontecer a hidrélise completa. De acordo com Lynd et al.
(2002) essas enzimas sao classificadas conforme a sua atuagao no substrato, sendo
a Endoglucanase (EnG), a qual possui a responsabilidade de iniciar a quebra das
ligagdes internas das fibras, fazendo com que seja liberado inumeros
oligossacarideos; a Exoglucanase (ExG) que € a responsavel por hidrolisar a parte

primaria das fibras agindo sobre a parte externa da celulose; e as B-glicosidases
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(BG), as quais clivam oligossacarideos e celobiose, que sdo soluveis, em glicose
(Lynd et al., 2002).

Essas enzimas quando em sinergia, demonstram um aumento nas suas
atividades, melhor do que quando atuam de maneira individual. A atuacdo em
sinergia ocorre de trés maneiras (Castro & Pereira, 2010):

- As EnG-ExG quando em sinergia, atuam sobre as regides amorfas
das fibras celulésicas, essa acao potencializa a receptividade de terminais nao
redutores e redutores, para que haja acesso da celobio-hidrolase | (CBH) e CBH II;

- As EXG-ExG (CBH | e CBH 1l), ao ficarem em sinergia
simultaneamente, atuam sobre a hidrélise dos terminais ndo redutores e redutores
que sao disponibilizados pela acédo da EnG;

- Através da sinergia entre as ExG-BG e EnG-BG, que ocorre por meio
da hidrélise e os produtos liberados das ExG e EnG;

- Por meio da sinergia entre ExG-BG e EnG-BG, apds hidrdlise de ExG
e EnG os produtos liberados por essas enzimas s&o celobiose e oligossacarideos,
0s quais sao substratos para a enzima BG.

As xilanas, que sado o principal constituinte das hemiceluloses, e as
glucomananas sdo as hemiceluloses mais importantes, elas necessitam de um
complexo conjunto de enzimas para que ocorra a degradacao dos diferentes grupos
de moléculas laterais da hemicelulose (Girio et al., 2010; Gupta et al., 2016). A
degradagdo completa da hemicelulose requer a agdo de duas enzimas que
compdem o sistema xilanolitico, as quais atuam nas liga¢des B-1,4 glicosidicas das
xilanas. As xilanases quebram em diferentes graus de polimeros as ligacbes de
xilanas até oligossacarideos. Enquanto os xilo-oligossacarideos e xilobiose s&o
quebrados pelas B-xilosidases (Girio et al., 2010; Van Dyk & Pletscheke, 2012;
Sakita, 2018).

Para que ocorra a degradacdo da lignina necessita-se de um sistema
enzimatico caracteristico, sendo interessante evidenciar que a lignina em condigdes
anaerobicas nao sofre degradacdo. A interagdo que ocorre entre a lignina, os
polimeros de celulose e hemicelulose dificulta a agdo dos microrganismos, evitando
a clivagem pelas enzimas (Sakita, 2018). Diante disso, a utilizacdo de enzimas
fibroliticas exdgenas pode potencializar a agdo dos microrganismos ruminais e suas
enzimas, proporcionando uma maior disponibilidade dos monossacarideos para

serem fermentados, ou minimizando a polimerizagdo dos polissacarideos e,
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aumentando a ag¢do dos microrganismos com o substrato (Diaz et al., 2015;
Elghandour et al., 2016).

Os microrganismos presentes no rumen, degradam cereais e forrageiras.
Esses microrganismos sintetizam uma série de enzimas que atum na degradacéo da
parede celular das fibras: celulases, xilanases, amilase e lipases sdao exemplos
dessas enzimas. Estas macromoléculas biolégicas sao altamente especificas para
0s substratos e na célula dirigem todos os eventos metabdlicos. Na nutricdo animal,
as enzimas que sio adicionadas nas racdes durante uma pré-hidrélise ou atuantes
no trato digestivo sdo denominadas exogenas. Ja as enzimas produzidas no trato
digestivo no animal sdo denominadas endégenas (Son & Ravindran, 2011). O uso
de enzimas exdgenas que atuam na degradagao das fibras pode potencializar a taxa
de digestao de forrageiras utilizadas nas dietas de ruminantes.

Em dietas de ruminantes, a adigdo de enzimas exdgenas atua como um
modulador de fermentagdo ruminal e, trabalhando de forma sinérgica com as
enzimas endogenas, contribuem com o aumento da digestibilidade dos nutrientes
(Pimentel et al., 2022). Quando se ligam ao seu substrato especifico, a enzima
desenvolve estabilidade devido ao complexo enzima-substrato, modulando a agao
das proteases, fazendo com que haja um aumento do tempo da enzima no rimen. A
solubilizacdo das enzimas no ambiente ruminal é resultado da nao formagao do
complexo enzima-substrato (Meale et al., 2014).

Para que a enzima exdgena desenvolva uma otima atividade, ela dever
suportar as condigdes fisioldgicas do rumen, a protedlise por meio das proteases e o
antagonismo das proprias enzimas endogenas (Thorpe & Beal, 2001). O tempo de
permanéncia dessas enzimas no rumen, sem sofrer degradacdo, é determinante
para sua efetividade, pois quanto maior sua estabilidade, maior o tempo disponivel
para catalisar a degradacao das fibras, amidos e outros componentes presentes na
dieta (Adesogan et al., 2014).

Além disso, fatores como a rapida taxa de passagem da digesta pelo trato
gastrointestinal e disturbios fermentativos como por exemplo, a acidose ruminal,
podem reduzir ainda mais o tempo de agdo dessas enzimas sobre o0s substratos
(Beauchemin et al., 2003; Kung et al., 2000). Por isso, estratégias tecnoldgicas tém
sido estudadas para melhorar a eficacia das enzimas exdgenas como: protegéo
contra protedlise por meio de encapsulamento ou formulagcbes especiais; pré-

aplicagdo nas forragens para favorecer a ligagao da enzima ao substrato antes da
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ingestdo, aumentando sua resisténcia a degradagdo no rumen; selegdo de cepas
microbianas que produzam enzimas com maior tolerancia a variagdes de pH ou
maior especificidade de ligagao a parede celular vegetal (Beauchemin et al., 2004).

Essas praticas visam garantir que as enzimas cheguem ativas ao local de
agao e atuem por tempo suficiente para promover maior degradagao dos nutrientes
potencialmente digestiveis, melhorando assim a eficiéncia alimentar dos ruminantes.

Diante dessa abordagem e dos problemas enfrentados com a dificuldade de
disponibilidade de nutrientes por forragens de baixa qualidade, o uso de enzimas
exogenas vem sendo aplicado em estudos que buscam avaliar deferentes formas de
disponibilidade e qualidade de fibra (Kondratovich et al., 2019).

Ao avaliarem a inclusdo de xilanase com diferentes niveis na fermentagao in
vitro de forragens, Ele et al. (2014) observaram que nao houve interagdo entre as
doses, mas o aumento da dose proporcionou um aumento linear na producéo de
gases, na degradabilidade da matéria seca e na degradabilidade de FDN em trés
tipos de forragens em 24h, resultando também em um aumento linear na proporgao
de acetato as 24h e de acidos graxos volateis e nitrogénio amoniacal em 48h.

Ao avaliarem a inclusdo de xilanase e um blend enzimatico composto por
xilanase, celulase e glucanase sobre a degradacéao in situ da matéria seca e da fibra
de feno de alfafa, capim-braquiaria, cana-de-agucar, capim-Mombacga e silagem de
milho, Antonio et al. (2018) observaram que a xilanase aumentou a degradagao da
fibra em detergente acido, quando comparado ao controle. Também houve um
aumento na degradabilidade da matéria seca e da fibra detergente neutro, quando
adicionado o blend, em relagcédo ao controle e a xilanase sozinha.

Apo6s conduzir um estudo com o intuito de avaliar diferentes niveis de celulase
e xilanase na fermentagao in vitro, Selzer et al. (2021) relataram que a inclusédo de
100% de celulase ao feno de Smutsfinger aumentou a degradabilidade do FDN e a
producao de gasesquando comparado com a inclusdo de 100% de xilanase. As
duas enzimas com niveis de 100% reduziram o pH final da fermentagao in vitro.

Em um estudo realizado por Bonta et al. (2024), foi observado que a inclusao
de celulase e xilanase na fermentacéao in vitro proporcionou um aumento de 5% no
FDNd em consideragao aos tipos de forragem utilizadas como substrato, essa
atividade também proporcionou um aumento significativo na produgdo dos gases.
Os autores relatam que essa atividade esta ligada ao tipo de alimento e o seu teor

de lignina.



21

3.10 Minerais com potencial de modificagao da ruminal

Os carboidratos e as proteinas sdo os principais componentes em dietas de
bovinos. No entanto, para os microrganismos ruminais e para os bovinos outros
nutrientes, além destes s&o necessarios, tais como as vitaminas, os lipideos e os
minerais. Os minerais sao divididos em macrominerais, os quais sao fornecidos em
quantidades maiores que 100 mg/kg e microminerais, fornecidos em quantidades
menores que 100 mg/kg da dieta (Harvey et al., 2021). O seu fornecimento deve ser
definido pelas exigéncias nutricionais conforme a categoria do animal. A auséncia do
consumo de minerais pode ocasionar problemas reprodutivos e afetar a saude do
animal (Pires, 2010). A literatura considera apenas 8 microminerais essenciais aos
ruminantes, sendo eles: cobalto (Co), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), iodo (l),
manganés (Mn), selénio (Se) e zinco (Zn) (Arthington & Ranches, 2021).

Os microminerais sdo importantes e essenciais na nutricdo de bovinos em
pasto, eles estdo presentes nas forrageiras, onde a sua concentragao pode ser
alterada conforme a espécie forrageira, maturidade da planta, época do ano,
condicdes e fertilidade do solo. Diante desses fatores que variam as concentracoes
dos minerais nas plantas, a exigéncia nutricional dos animais pode nao ser atendida
(Ribeiro et al, 2019; Nascimento, 2023). Nas regides tropicais, principalmente em
determinadas épocas do ano, as forrageiras apresentam baixas concentracdes de
minerais, agravando ainda mais a situagao (Ribeiro et al., 2019).

Minerais na forma inorganica, como carbonatos, cloretos, 6xidos e sulfatos,
sao mais baratos e disponiveis, sendo os mais utilizados pela industria. No entanto,
eles precisam ser convertidos em formas organicas para serem absorvidos pelo
organismo animal, porém possuem menor disponibilidade e estabilidade no
organismo (Arthington & Ranches, 2021; Spears, 1996). Por outro lado, os minerais
na forma organica ou quelatados sado ligados a compostos organicos, sendo de
melhor absor¢do. Por ndo possuirem carga elétrica, ndo interagem negativamente
com outros componentes da dieta e sdo facilmente absorvidos, sendo mais eficaz
biologicamente (Spears, 1996).

Diante disso, tem sido muito investigado o uso de aditivos alimentares a base
de macro e microminerais na forma organica com a finalidade de otimizar a
fermentacao ruminal, proporcionando impacto direto na eficiéncia dos sistemas de

producdo. Segundo Swain et al. (2016), alguns minerais apresentam efeitos de
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promotores de crescimento e antibacterianos, ou seja, podem alterar a fermentagao
ruminal de forma benéfica quando adicionados a alimentagcéo dos animais.

Para os ruminantes, o cobre (Cu) € primordial, devido a sua participacéo na
sintese da cianocobalamina (vitamina B12). Os microrganismos ruminais a
sintetizam, fazendo com que ela atue em uma série de enzimas, trabalhando na
transferéncia de sintese de proteinas, gliconeogénese, no metabolismo de gorduras
e carboidratos, auxiliando na integridade do sistema nervoso central, como precursor
de células sanguineas, nas biossinteses de pirimidinas e purinas, no transporte de
ferro e na protecdo contra agentes oxidantes (Goff, 2018). Segundo Engle et al.
(2000) o Cu possui elevado potencial de reducéo e, no rumen, pode atuar reduzindo
equivalentes redutores como NADPH e NADH, influenciando no processo de
biohidrogenag&o microbiana dos acidos graxos insaturados.

A recomendacao do Cu em dietas de bovinos é na faixa de 10 mg/kg de MS,
isso em casos em que a dieta ndo ultrapasse os 0,25% de S e 2 mg/kg de Mo.
Diante disso, pode ocorrer uma variagao no fornecimento de Cu, principalmente em
bovinos confinados, em razdo das dietas ricas em concentrado apresentarem maior
concentragcdo de Cu (Nasem, 2016). Ao avaliarem a suplementagao de Cu com dois
niveis diferentes 10 e 40 mg/kg de MS de fontes inorganicas e organicas sobre a
fermentacao ruminal, Correa, (2010) observou que o pH ruminal, os acidos graxos
volateis e o nitrogénio amoniacal n&o foram influenciados pelos tratamentos.

Para os microrganismos ruminais o manganés (Mn) é indispensavel, atuando
na sintese de acidos graxo e colesterol, na fosforilagcdo oxidativas, no metabolismo
de carboidratos e formacgao de tecido 6sseo, no sistema imune e reprodutivo, na
integridade celular e no sistema nervoso. Dentro da mitocondria ele pode ser
encontrado em concentragdes maiores, o qual esta ligado ao desenvolvimento da
superoxido dismutase (Goff, 2018), além de estar envolvido em diversos sistemas
enzimaticos junto com o Zn e o Cu (Overton & Yasui, 2014).

A exigéncia de Mn para bovinos é estimada em 20 mg/kg de MS em animais
na fase de crescimento e terminagcdo. Em animais em fase de reproducido a
exigéncia chega a 40 mg/kg de MS. Niveis elevados de ferro (Fe), célcio (Ca) e
fésforo (P) nas dietas, podem prejudicar a absor¢gdo de Mn, minimizando a sua
biodisponibilidade e aumentando a sua excregao fecal (Suttle, 2010; Nasem, 2016).

O selénio (Se) faz parte de diversas selenoproteinas, tais como, iodotironina

deiodenase, glutationa peroxidase e tioredoxina redutase, as quais sao encontradas
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frequentemente no tecido muscular, 6sseo, nos testiculos e no plasma, onde séo
responsaveis por processos antioxidantes, transporte, armazenamento, entre outros
(Goff, 2018; Suttle, 2010).

A primeira selenoproteina encontrada foi a glutationa peroxidase, atualmente
outras quatros sao conhecidas. Ela age sobre o processo de regulagdo oxidativo e
na protecdo da membrana celular contra os radicais livres presentes no metabolismo
(Hefnawy & Tortora-Perez, 2010; Bento & Franco, 2021). Outro grupo de
selenoproteinas de importancia é o da iodotironina 5-deiodinase tipos I, Il e lll, elas
sd0 essenciais para que ocorra a conversao do hormodnio tireoidiano T4 na forma
ativa T3, dessa forma influenciando diversos processos fisioldgicos (Hefnawy &
Tortora-Perez, 2010; Chauhan et al., 2014).

A exigéncia nutricional de Se em bovinos é fixa para todas as categorias,
sendo 0,1 mg/kg de MS, onde 2 mg/kg de MS ¢é o limite de ingestao, niveis acima
apresentam toxidade aos animais (Nasem, 2016). Em um estudo conduzido por Del
Claro et al. (2013), bovinos receberam suplementagado de 1) Se — 2 mg/kg de MS na
forma de selenito de sddio; 2) Cu — 40mg/kg de MS em forma de sulfato de Cu e 3)
Se/Cu — 2 mg/kg e 40 mg/kg de MS. Os animais apresentaram um aumento no
ganho de peso com a suplementacdo de Se. Entre os tratamentos nado foram
encontrados resultados significativos para acido propiénico e butirico.

O zinco (Zn) esta presente na maioria das enzimas pertencentes as vias
metabdlicas, absorgao de lipideos, sintese proteica, além de ser importante para que
ocorra 0 desenvolvimento do sistema fisiolégico dos mamiferos. O papel deste
elemento relacionado com mais de 300 enzimas, sendo uma delas a superéxido
dismutase Cu-Zn e a metalotioneina. Sua agao esta relacionada a produgao de
horménios, crescimento, controle de apetite e imunidade (Overton & Yasui, 2014;
Goff, 2018). A exigéncia nutricional Zn em dietas de bovinos é de 40 mg/kg de MS
dependendo da categoria do animal (NRC, 2016). Elevados niveis de Ca, Cu e Se
na dieta, podem reduzir a absor¢cao do Zn. Situagdes em que a concentragao de Zn
€ elevada, podem acarretar o processo de antagonismo dos mesmos minerais
citados anteriormente, principalmente do Cu (NASEM, 2016).

Um estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar o desempenho de
crescimento, incidéncia de diarreia, teores de micronutrientes nas fezes e no soro,
indicadores antioxidantes e as concentracbes de enzimas e proteinas-chave

envolvidas no metabolismo do zinco em bezerros leiteiros, através da
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suplementacao de diferentes niveis de 6xido ZnO), 20, 40, 80 e 120 mg/d de MS.
Wei et al. (2019) observaram que os diferentes niveis deZnO néao influenciaram o
desempenho de crescimento ou a incidéncia de diarreia. Houve um aumento linear
de Zn e Fe fecais conforme a quantidade de ZnO suplementada. Os niveis 40 e 120
mg/d apresentaram uma maior excrecao de Zn, e Fe foi mais excretado com 120
mg/d. Os diferentes niveis n&o afetaram as concentragbes séricas dos
micronutrientes. As doses apresentaram um aumento linear nas concentragdes de
metalotioneina e superéxido dismutase e aumentaram quadraticamente a
concentracao de fosfatase alcalina, mas reduziram linearmente a malondialdeido no
Soro.

Apesar da importancia da suplementagdo dos microminerais, como cobre
manganés e zinco, poucos estudos abordam seus efeitos sobre a cinética de
fermentacao ruminal. Essa lacuna na literatura realga a necessidade de apurar de
forma mais profunda, ja que o entendimento da atuagao desses microminerais nos
parametros fermentativos do rumen podem contribuir significativamente para o

entender a sua influéncia nas atividades microbianas.

3.11 Nanominerais

Outra ferramenta tecnoldgica que pode ser utilizada para melhorar o processo
de fermentacao ruminal € a nanotecnologia. O uso de aditivos alimentares na forma
de nanoparticulas nas dietas bovinas tem sido investigado nos ultimos anos como
uma alternativa viavel para otimizar a fermentagao ruminal, causando impacto direto
na eficiéncia dos sistemas de producao.

As nanoparticulas (10° m) apresentam propriedades (nicas, como maior area
superficial especifica, alta atividade superficial e eficiéncia catalitica e maior
capacidade de absor¢cao quando comparadas com microparticulas, que apresentam
diametro bem maior (10° m) (Rajendran et al., 2013). Elas sdo estaveis mesmo sob
alta temperatura e pressado e podem ser facilmente transportadas, absorvidas pelo
trato gastrointestinal e utilizadas pelos animais (Swain et al., 2016). Geralmente, os
nanominerais apresentam efeitos significativos mesmo em doses mais baixas do
que aquelas recomendadas pelos fabricantes para o uso de fontes minerais
convencionais.

A biodisponibilidade que os nanominerais exibem ¢é alta, devido a interagao da

superficie com o volume, isso também se deve ao seu alto potencial catalitico e sua
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alta absorgao. Por conta da biodisponibilidade, as nanoparticulas compostas por
minerais tragcos, podem ser administradas em menor dose, comparadas aos minerais
convencionais presentes no mercado. Diante disso, a administracdo de minerais na
forma nanométrica pode reduzir a excregdo destes minerais pelos animais e a
contaminagao do meio ambiente (Swain et al., 2016; Raje et al., 2018).

Trabalhos mostram que o uso de nanominerais, como nano-selénio (nano-
Se), nano-cromo (nano-Cr203) ou nano-zinco (nano-ZnO), além de apresentarem
melhores resultados quando comparados com os sais inorganicos e quelatos desses
elementos, pode melhorar os parametros de produgcdo animal, a saude dos
rebanhos e a qualidade dos produtos (Konkol & Wojnarowski, 2018). Essas
vantagens estdo relacionadas com a maior interagdo das nanoparticulas com outras
substancias organicas e inorganicas devido a maior area superficial de contato.

Ao avaliarem a adicdo de nanoparticulas de o6xido de Zinco (ZnQO) sobre
fontes de proteina animal (farinha de visceras de aves) e vegetal (farelo de soja) na
fermentacdo ruminal in vitro, Chanzanagh et al. (2018) ndo observaram nas fontes
avaliadas efeitos significativos na produc¢ao de gases in vitro.

No entanto Sarker et al. (2018), utilizando fluido ruminal de novilhos
alimentados com dois tipos de dieta (alfafa e silagem de milho), mostraram que a
suplementagdao com altos niveis de nano-ZnO (500 e 1000 ug/g) diminuiu a
concentracdo de CHas produzido na fermentagdo in vitro em comparagado com o
tratamento sem suplementacgao.

Em ovelhas, Riazi et al. (2019) também estudaram in vitro os efeitos do nano-
ZnO na fermentagao ruminal. Os tratamentos foram dieta controle e dietas contendo
20, 40 ou 60 ug de Zn suplementar (como ZnO ou nano-ZnO) por g de matéria seca
(MS). A suplementagdo de 20 ug de nano-ZnO diminuiu a produgéo de CH4 e a
quantidade de protozoarios; melhorou os parametros de capacidade antioxidante
total, produgao de biomassa microbiana, digestibilidade e substrato verdadeiramente
degradado. As dietas contendo 40 e 60 ug de Zn suplementar, como nano-ZnO ou
Zn0O, ndo apresentaram vantagem.

Em um estudo conduzido por Abdollahi et al. (2019) onde foram avaliadas a
inclusao de nanoparticulas de ZnO e microparticulas de ZnO em dietas de bezerros,
os autores observaram que na fase de pré-desmama de 7 a 70 dias, houve um
ganho médio diario maior nos bezerros que foram alimentados com a dieta que

continha nano-ZnO.
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3.12 Forrageiras tropicais utilizadas no Brasil

Os géneros de forrageiras tropicais que se destacam no Brasil sdo as
Brachiaria spp. e Panicum spp. pela seu alta producdo e adaptacdo a diversos
ambientes tropicais. Por possuir uma o6tima adaptagdo aos tipos de solo e as
condigbes climaticas, faz com que as braquiarias sejam uma das mais utilizadas no
Brasil (Pedreira et al.,, 2017). Em 1984, foi langada a cultivar Marandu com
caracteristicas de maior producao e resisténcia as cigarrinhas-das-pastagens, para
substituir a B. decumbens. O capim-Marandu tem uma média a alta exigéncia por
solos férteis, seu crescimento é cespitoso, podendo formar touceiras vigorosas.
Suas caracteristicas ndo sao recomendadas para regides que sofrem por
alagamentos constantes (Barbero et al., 2021).

Por apresentar um bom valor nutritivo e possuir alta produtividade, o género
Panicum ssp. se destaca entre as forrageiras tropicais, as cultivares mais utilizadas
sao Tanzania, Mombaca e Massai. Essas cultivares contribuem de forma
significativa para a pecuaria nacional, ocupando cerca de 30 milhdes de hectares
(Valle, 2009). No entanto, forrageiras do género possuem uma maior exigéncia de
fertilidade quando comparadas ao género Brachiaria ssp. (Werner, 1996).

Quando comparadas com gramineas temperadas e leguminosas, as
gramineas tropicais normalmente possuem menor valor nutritivo, porém sua
producdo de massa € maior devido a sua eficiéncia em fixagdo de carbono, uso do
nitrogénio e aproveitamento de agua (Sollenberger et al., 2020; Delevatti et al.,
2019).

As mudancas de estagcdo entre primavera/verdo (época das aguas) e
outono/inverso (época da seca) faz com que o acumulo da massa de forragem sofra
variagdes. Devido as variagbes ao longo do ano, a capacidade de suporte da
pastagem €& maior em periodos chuvosos, ondo o acumulo de massa pode atingir
80%, ocasionando uma maior taxa de lotacdo (Barbero et al., 2014; Braga et al.,
2007). No entanto, o contrario acontece no periodo da seca, onde a adogao de
estratégias € necessaria para suprir a demanda da massa de forragem pelos
animais (Barbeiro et al., 2021). Nesse contexto, a forragem reduz sua produgéo de
massa, impactando direto na produgao animal (Pires, 2010).

Diversos fatores como a espécie e cultivar, pastejo intenso, tipos de sistemas

de integracdo, consorcios, adubacao nitrogenada, diferentes condigbes climaticas
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que ocorrem durante o ano e sombreamento podem modificar a composi¢cao quimica
das forrageiras (Dias et al., 2021; Delevatti et al., 2019; Barbero et al., 2021). Devido
as alteragbes na produtividade das forrageiras, sua composigdo bromatologica se
modifica. Em periodos de maior disponibilidade de nutrientes, as forrageiras
apresentam maior qualidade, menor agrupamento de fibra na parede celular vegetal

e uma melhor relagéo entre colmos e folhas (Da Silva et al., 2013).

3.13 Degradacgao ruminal de forrageiras tropicais

A criagao de bovinos em pasto € predominante no Brasil, onde estima-se que
cerca de 95% da criagdo seja em regime de pastagem, tornando-se uma produgéo
de baixo custo quando comprada ao mercado internacional (Sampaio et al., 2017).
Mesmo com o alto potencial em degradar carboidratos fibrosos, os ruminantes
apresentam dificuldades na digestdo completa das forrageiras tropicais,
principalmente no periodo da seca (Martins et al., 2007).

Durante o periodo seco essas dificuldades aumentam em decorréncia da
baixa oferta e qualidade de forragens (Nascimento, 2023), ocasionando uma
reducao na digestibilidade, na taxa de passagem, no consumo da matéria seca e na
producdo de acidos graxos volateis, essas redugbes possuem impacto direto no
metabolismo energético do animal. Diante disso, estratégias nutricionais sé&o
necessarias para suprir as limitagcbes da dieta com pastagem (Koscheck et al.,
2011).

Além disso, a incompleta degradagédo pode acontecer devido ao rapido fluxo
de saida dos alimentos no rumen, o que faz que o alimento fiqgue menos tempo para
que ocorra a sua completa degradacdo, pode ocorrer também por meio da
dificuldade dos microrganismos e suas enzimas aderirem o alimento e pela baixa
colonizagdo dos microrganismos, 0 que proporciona uma menor quantidade de
enzimas enddégenas no ambiente ruminal (Beauchemin et al., 2003; Song et al.,
2018).

Os microrganismos presentes no rumen sao capazes de produzir enzimas
que atuam nesses polissacarideos presentes na parede celular das forrageiras,
sendo assim, disponibilizado seus nutrientes. No entanto, a incompleta degradagao
desses polissacarideos minimiza a produtividade animal, além de serem excretados

em maior quantidade no ambiente (Beauchemin et al., 2004).
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Considerada uma estrutura complexa, a parede celular vegetal é constituida
por celulose, hemicelulose, lignina, agucares soluveis, proteinas e minerais. Essa
estrutura é dividida em compostos soluveis e insoluveis. O composto celulose e
hemicelulose sao considerados os polissacarideos mais abundantes da parede
vegetal das plantas e em conjunto com a lignina constituem a porgao insoluvel da
planta (Van Soest, 1994).

A celulose, um polissacarideo lignocelulésico, é conhecida por ser a principal
constituinte das biomassas, sendo o mais abundante na natureza. A sua estrutura é
ligada a lignina e a hemicelulose. A celulose é constituida por moléculas de glicose,
que por sua vez unidas por ligagdes do tipo B-1,4 (Sanchez, 2009). A estrutura em
cadeia linear da celulose possibilita a criacdo de ligagées de hidrogénio entre estas,
resultando na formacgao de microfibrilas. As microfibrilas possuem em média 36
cadeias de celulose unidas entre si, 0 que faz com que as microfibrilas seja cristalina
e de baixa degradacado (Van Dyk & Pletschike, 2012; Sun et al., 2016). Entretanto,
outras regides apresentam caracteristicas amorfas, sendo menos ordenadas e, mais
facil de serem degradadas (Van Dyk & Pletschike, 2012; Sun et al., 2016).

Considerada o segundo polissacarideo mais abundante da natureza, a
hemicelulose € um polimero constituido por arabinose (pentose) e xilose, glicose
(hexoses) e galactose, manose e acidos urbnicos, unidas por meio de ligacoes
glicosidicas do tipo - 1,4 (Girio et al., 2010; Sakita, 2018).

A lignina € um composto ndo polissacarideo mais abundante na parede
celular vegetal. Este composto é constituido por polimeros de fenilpropano, com trés
mondmeros, sendo eles: alcool p-cumarico, alcool coniferilico e alcool sinapilico
(Jorgensen, Kristensen, Felby, 2007; Sakita, 2018). Para que ocorra a degradagao
da lignina necessita-se de um sistema enzimatico caracteristico, sendo interessante
evidenciar que a lignina em condigcdes anaerdbicas nao sofre degradacdo. A
interagcdo que ocorre entre a lignina, os polimeros de celulose e hemicelulose
dificulta a agdo dos microrganismos, evitando a clivagem pelas enzimas (Sakita,
2018).

Os teores de proteina bruta (PB) e fibra em detergente neutro (FDN) sdo os
principais componentes que influenciam no valor nutritivo da forragem. Forrageiras
tropicais acima de 60% de matéria seca (MS) e com menos de 7% PB e elevado

teor de FDN tendem a reduzir o consumo e a digestao. Diante disso, o crescimento
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e a atividade dos microrganismos ficam limitados devido a falta de nitrogénio no
ambiente ruminal (Mertens, 1997).

O manejo adequado do pasto e espécie forrageira, ajudam a limitar esses
fatores relacionados a digestdo das forrageiras. O uso de aditivos alimentares para
aumentar a eficiéncia na digestibilidade é uma alternativa para suprir essas
dificuldades encontradas, seu principal objetivo € melhorar a disponibilidade dos

nutrientes para melhor aproveitamento do animal (Cabral et al., 2011).

3.14 A técnica da digestibilidade in vitro por producao de gases

Visando replicar as condicbes do rumen em laboratério, Tilley & Terry (1963)
descrevem a metodologia da técnica de digestibilidade in vitro, sendo um dos
pioneiros na aplicabilidade da técnica. Os autores descrevem a técnica sobre a
incubagdes de tubos de digestibilidade contendo solugéo tampéao, aspersédo de COz,
substrato e liquido ruminal de animais doadores (canulados), os quais devem ser
mantidos em banho-maria sob agitagdo em temperatura constante de 39°C. O
tempo estimado de incubacido pode variar de acordo com o substrato estudado,
podendo ser de 24 a 96 horas.

Diante de um entendimento mais detalhado sobre a cinética de degradacéao
ruminal, a técnica da producao de gases, permite a avaliagcao in vitro da fermentagao
ruminal bem como inferéncias quantitativas e qualitativas dos processos de digestao
ruminal (Menke et al., 1979; Pell & Schofield, 1993; Theodorou et al., 1993; Cone et
al., 1995). Basicamente, as amostras moidas sado incubadas em garrafas
hermeticamente fechadas, mantidas a 39 °C, com um meio anaeroébio, inoculado
com liquido ruminal. Conforme a fermentacdo avanga, a pressdo dos gases
acumulado no espago superior dessas garrafas € mensurada. As curvas de
producao de gases, isto é, curvas de pressao versus tempo de fermentacédo, sao
estabelecidas, a medida que os registros sao feitos e os gases sao liberados, a
intervalos regulares, durante o tempo total de incubagao.

Atualmente todas as técnicas tém em comum o uso de tampdes, um agente
redutor, macro e microminerais e a resazurina, que indica um potencial redox na
solucdo. A aspersao de COz2 nos frascos ajuda a garantir um menor potencial redox
no instante do indculo. Garantir um baixo potencial redox € muito importante, ainda
mais quando o substrato analisado sao forragens muito fibrosas ou ricas em amido
(Leedle & Hespell, 1983; Williams, 2000).
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Segundo Van Soest (1994), a técnica in vitro pode ser mais acurado, diante
do fato de que os microrganismos e as enzimas presentes no liquido ruminal séo
extremamente sensiveis, afetando a taxa e a extenséo da digestdo, porém oferecem
uma ampla replicacédo. Além disso, ele salienta que o sucesso da técnica varia em
decorréncia do grau de replicagcao dos eventos ruminais e da acuracia em relagao as

respostas bioldgicas.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a cinética de fermentagdo ruminal in vitro de
gramineas tropicais submetidas a adicdo de aditivos iondforos e nao-ionéforos
(Experimento 1), nanoparticulas de zinco e selénio (Experimento 2), e enzimas
comerciais (Experimento 3). No Experimento 1, as gramineas Brachiaria decumbens
cv. Basilisk, Brachiaria brizantha cv. Marandu e Panicum maximum cv. Massai foram
incubadas com monensina, salinomicina, lasalocida e virginiamicina. No
Experimento 2, nanoparticulas de oxidos de zinco e selénio foram sintetizadas e
comparadas a fontes inorganicas (sulfato de zinco e selenito de sédio), utilizando B.
brizantha cv. Marandu como substrato. Apds 48 horas de fermentacgao in vitro, foram
coletadas amostras de gases do headspace de dois frascos por tratamento
aleatoriamente, utilizando seringas e frascos de 20 mL previamente evacuados. No
Experimento 3, foram testadas as enzimas comerciais Fibrozyme®, Allzyme SSF®,
Allzyme VegPRO® e Potenzya® Grano, também incubadas com B. brizantha cv.
Marandu. Foi utilizada a técnica de fermentacao in vitro com 0,5 g de forragem como
substrato, em ensaios de 48 horas. A produgcdo de gases foi monitorada
automaticamente pelo sistema AnkomRF. A andlise estatistica foi realizada por
ANOVA e teste de Tukey (5%). A virginiamicina reduziu significativamente (P<0,05)
a degradabilidade da matéria seca em 11%, a produgdo maxima de gases em 20%,
e a taxa de fermentacédo ruminal, destacando-se pela redugéo de até 43% na taxa
de fermentacao da cv. Basilisk; para a cv. Marandu. A degradabilidade da matéria
seca foi 10% menor (P<0,05) no tratamento virginiamicina, quando comparado a
monensina e a taxa de fermentagao foi 40% menor (P<0,0001); e para a cv. Massai,
a taxa de fermentacdo foi 39% menor (P<0,0001) no tratamento virginiamicina,
quando comparado aos demais. Ja os aditivos a base de nanominerais e enzimas
comerciais nao promoveram alteragdes significativas na cinética de fermentacgao
ruminal in vitro. No entanto, na analise de cromatografia gasosa feita no estudo de
nanominerais, a propor¢gdo de CO2 foi menor (P=0,0513) nos tratamentos com
nanoparticulas de selénio e de 6xido de zinco 400 mg em relagdo ao sulfato de
zinco. Conclui-se que a virginiamicina tem potencial para inibir a fermentagéo
ruminal de gramineas tropicais, enquanto outros antibiéticos, nanominerais e
enzimas comerciais ndo alteraram a fermentacdo ruminal in vifro nas condicbes
avaliadas. Estudos devem ser realizados para mais extensa investigacao dos efeitos
de nanominerais de selénio sobre a producao de COz2 in vitro.

Palavras-chave: bovinos, enzimas, fermentagao ruminal in vitro, ionéforos e nao-
iondforos, nanoaditivos, promotor de crescimento.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the in vitro ruminal fermentation kinetics of tropical
grasses supplemented with ionophore and non-ionophore additives (Experiment 1),
zinc and selenium nanoparticles (Experiment 2), and commercial enzymes
(Experiment 3). In Experiment 1, Brachiaria decumbens cv. Basilisk, Brachiaria
brizantha cv. Marandu, and Panicum maximum cv. Massai were incubated with
monensin, salinomycin, lasalocid, and virginiamycin. In Experiment 2, zinc oxide and
selenium oxide nanoparticles were synthesized and compared with inorganic sources
(zinc sulfate and sodium selenite), using B. brizantha cv. Marandu as substrate. After
48 hours of in vitro fermentation, gas samples were collected from the headspace of
two randomly selected bottles per treatment. In Experiment 3, the commercial
enzymes Fibrozyme®, Allzyme SSF®, Allzyme VegPRO®, and Potenzya® Grano
were also incubated with B. brizantha cv. Marandu. Gas production was
automatically monitored using the AnkomRF system. Virginiamycin significantly
reduced (P<0.05) dry matter degradability by up to 11%, maximum gas production by
20%, and fermentation rate by up to 43%, especially in cv. Basilisk. In cv. Marandu,
dry matter degradability was 10% lower, and fermentation rate was 40% lower
compared to monensin. For cv. Massai, the fermentation rate was 39% lower with
virginiamycin compared to other treatments. Nanomineral-based additives and
commercial enzymes did not significantly affect ruminal fermentation kinetics.
However, gas chromatography showed a lower CO:2 proportion (P=0.0513) with
selenium nanoparticles and 400 mg zinc oxide nanoparticles compared to zinc
sulfate. It can be concluded that virginiamycin has the potential to inhibit ruminal
fermentation of tropical grasses, while other antibiotics, nanominerals, and
commercial enzymes showed no effect under the evaluated conditions. More studies
are encouraged to investigate the potential effects of nano selenium on in vitro CO2
production.

Keywords: cattle, enzymes, growth promoter, in vitro ruminal fermentation,
ionophores and non-ionophores, nano-additives.
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Introducgao

Com o aumento do rebanho ao longo dos anos, a pecuaria tem enfrentado o
desafio de conciliar maior eficiéncia produtiva com a sustentabilidade dos sistemas
de producgédo. Essa demanda é intensificada pela contribuigdo significativa dos
ruminantes para as emissdes de gases de efeito estufa (GEE), especialmente o
metano entérico (CH4), gerado durante a fermentacdo ruminal. (Tedeschi et al.,
2022) O CH4 apresenta potencial de aquecimento global aproximadamente 25 vezes
superior ao do dioxido de carbono (CO2), tornando-se um dos principais
responsaveis pela intensificacdo do efeito estufa associado a atividade pecuaria. No
entanto, a quantidade de CHas produzida pode variar de acordo com o tipo de
sistema de produgao adotado, a ingestdo de matéria seca (MS) e a digestibilidade
dos alimentos oferecidos aos animais (Kennedy et al., 2024).

Dentre as tecnologias utilizadas para melhorar a eficiéncia produtiva em
ruminantes, destacam-se os aditivos alimentares modificadores da fermentagao
ruminal, como os antibiéticos (ionéforos e nao-ionéforos) e as enzimas. Esses
compostos atuam sobre a microbiota ruminal, promovendo alteragdes na dinamica
fermentativa que resultam em maior eficiéncia no aproveitamento dos nutrientes. Um
exemplo amplamente estudado € a monensina, um antibiético iondéforo que
apresenta toxicidade seletiva para bactérias gram-positivas, inibindo a entrada de
nutrientes por meio da desestabilizagdo de suas membranas celulares (Berchielli &
Bertipaglia, 2010). A monensina atua no ambiente ruminal interferindo no transporte
ibnico transmembranar, o que compromete o crescimento microbiano indesejado e
favorece uma fermentagao mais eficiente, com menor produgao de metano entérico.

Diante dessa abordagem e dos problemas enfrentados com a dificuldade de
disponibilidade de nutrientes por forragens de baixa qualidade, o uso de enzimas
exdgenas vem sendo aplicado em estudos que buscam avaliar deferentes formas de
disponibilidade e qualidade de fibra (Kondratovich et al., 2019). Em dietas de
ruminantes, a adicdo de enzimas exdgenas como xilanase e celulase atuam como
um modulador de fermentagdo ruminal e, trabalhando de forma sinérgica com as
enzimas endogenas, contribuem com o aumento da digestibilidade dos nutrientes
(Pimentel et al., 2022).

As regides tropicais desempenham um papel estratégico na producao global

de ruminantes, sendo caracterizadas por sistemas alimentares predominantemente
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baseados em forragens tropicais. Embora diversos aditivos alimentares apresentem
resultados consistentes na literatura quanto ao desempenho animal, sua eficacia
pode ser influenciada pelas particularidades do ambiente ruminal. As variacdes
nutricionais e estruturais das forragens tropicais, especialmente durante o periodo
seco, reduzem a qualidade e a disponibilidade da dieta, o que pode comprometer o
modo de acao dos aditivos no rumen (Nascimento, 2023). Nesse contexto, torna-se
imprescindivel avaliar os efeitos desses compostos sob condigdes tropicais reais,
garantindo sua aplicabilidade, eficiéncia zootécnica e sustentabilidade ambiental.

Além disso, novas tecnologias, estdo sendo investigadas para o
desenvolvimento de aditivos alimentares. O uso de nano-selénio (nano-Se), nano-
cromo (nano-Cr203) ou nano-zinco (nano-ZnO), por exemplo, tem demostrado
vantagens em relagdo aos sais inorganicos e quelatos desses elementos,
apresentando melhores resultados na produgdo animal, saude dos rebanhos e
qualidade dos produtos (Konkol & Wojnarowski, 2018). Essas vantagens estao
associadas a maior interacdo das nanoparticulas com outras substancias organicas
e inorganicas devido a sua maior area superficial de contato.

Foi levantada a hipotese de que possiveis interacbes entre cultivares
forrageiras e aditivos alimentares poderiam alterar as condi¢des da fermentacgao
ruminal, favorecendo ou desfavorecendo sua cinética. Além disso, considerando
avango no desenvolvimento de novas classes de aditivos, como 0s nanominerais,
supbe-se que nanoparticulas de elementos minerais (sendo o nanémetro igual a 10-°
m) possam influenciar positivamente o processo fermentativo. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de antibidticos iond6foros e n&o iondforos,
nanominerais e enzimas comerciais sobre a cinética de fermentagcdo ruminal,
utilizando a técnica da produgédo de gases in vitro, com diferentes cultivares de

forrageiras tropicais como substrato.

Material e métodos

Os procedimentos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de
Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Gado de Corte (#01/2022). O
estudo foi conduzido no Laboratério de Nutricao Animal da Embrapa Gado de Corte,
localizado no municipio de Campo Grande, estado de Mato Grosso do Sul.

O estudo compreende trés experimentos distintos, desenvolvidos com o

intuito de avaliar o efeito de diferentes substancias e produtos comerciais sobre a
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cinética de fermentacdo ruminal in vitro de gramineas tropicais (Figura 1). Cada
tratamento dentro de um ensaio continha quatro réplicas, e foram realizados trés
ensaios repetidos no tempo, totalizando 12 amostras por tratamento, por
experimento. Os tratamentos foram distribuidos seguindo o delineamento em blocos
ao acaso, sendo o ensaio considerado como bloco e cada frasco de fermentacao

uma unidade experimental.

-
3 experimentos distintos:
DESENHO 1. lonoforos e ndo-iondforos;
EXPERIMENTAL 2. Nanominerais;

\_ 3. Enzimas comerciais.

ff1. Monensina, Lasalocida, \‘
Salinomicina e Virginiamicina;

—C>| TRATAMENTOS |_ 2 LAnoznO, Naose,
onensina, Selenito de sodio

e Sulfato de zinco;

3. Fibrozyme, Allzyme SS5F,
ENSAIOS Allzyme VegPro, Potenzya
\ Grano e Monensina. /‘
; N
ESTRUTURA DOS Cada tratamento:
ENSAIOS
4 réplicas » 3 ensaios = 12
\_ amostras por tratamento. )
4 )
DELINEAMENTO Ensaios como bloco;
EMBLOCOS AO Frasco de fermentagao
ACASO

como unidade experimental.

. J

Figura 1. Representagdo sumarizada do delineamento experimental.

Analises realizadas

Amostras de forragem (0,5 g) foram previamente secas e passadas em
moinho de peneira de 1mm, incubadas em quadruplicata, com trés repeticdes no
tempo, em frascos de vidro de 250 mL, com 50 mL de solugao tampao e 25 mL de
indculo ruminal (Goering & Van Soest, 1970). Os frascos fechados hermeticamente
foram mantidos a 39 °C, por 48h, em meio anaerdbio, inoculado com fluido ruminal
na presenca de uma solugao de digestao/tampao contendo macro e micro minerais
e agentes tamponantes, simulando as condi¢gées ruminais. A pressao dos gases

acumulados no espago superior dessas garrafas, denominado headspace, foi
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mensurada por modulos ANKOMRF Gas Production System (Ankom Technology,
Macedon - NY, USA) contendo dispositivos de mensuragao automatizada por radio
frequéncia (wireless). Também foram adicionados dois frascos denominados
“brancos”, que continham apenas inéculo ruminal e solugdo tampao, para descontar
a produgao de gases oriunda da fermentagao produzida a partir destas solugdes.

O in6culo ruminal foi coletado de dois bovinos canulados no rumen,
alimentados com silagem de sorgo, Brachiaria brizantha cv. Marandu in natura e sal
mineral ad libitum. O conteudo ruminal foi exprimido e o liquido coletado em um
balde apds filtragem em duas camadas de pano. O liquido filtrado foi recolhido
diretamente em uma garrafa térmica pré-aquecida a 39 °C, e imediatamente levado
para o laboratério.

As leituras de pressao (psi) foram registradas em intervalos de 15 min,
totalizando n = 192 por curva, e convertidas para mL de gases através da Lei de
Avogadro, segundo a equacao:

Vg = VfPpsi x 0,068004084

Em que, Vg = volume de gases em mL a 39°C; Vf = headspace do frasco de
fermentacdo em mL; e Ppsi = pressao acumulativa registrada em psi.

Os resultados foram expressos em mL de gases produzidos por grama de
matéria seca incubada (mL/g MS incubada). Os dados de produg¢dao acumulativa de
gases foram analisados pelo modelo logistico de Schofield et al. (1994), sendo os
parametros do modelo estimados pelo algoritmo de Gauss-Newton modificado
inserido no procedimento NLIN do aplicativo SAS, Statistical Analysis System versao
9.4 (SAS Institute,Cary - NC, USA), através do modelo Gompertz:

Y=Aexp[-Lexp(-ct)]
Onde:
A=producéao de gases assintética (maxima);
L= lag time €;
c= constante de produgao de gases.

Para a determinacédo da degradabilidade da matéria seca (DMS) da forrageira
adotada como substrato, a amostra foi acondicionada em bolsas de filtro de TNT, as
quais foram pesadas antes e ao término do ensaio. A DMS foi calculada pela razéao
da massa de matéria seca (MS) do substrato restante apds a incubagao (g) pela

massa de MS do substrato original (g) multiplicado por 100. Na sequéncia, foi



48

calculada a producao total de gases in vitro por matéria seca degradavel (MSD) e o
volume total de acordo com as equacdes:

MSD = massa de substrato (g) x DMS/100

Vt (mL/g MSD) = Volume total (mL)/MSD.

Experimento 1: Avaliagao de aditivos ionéforos e nao-ion6foros com diferentes

cultivares forrageiras tropicais

No experimento 1 os tratamentos foram: Controle (CON, sem aditivos);
Monensina sédica (MON, monensina 99%, Sigma Aldrich, EUA) (0,1 mg); Lasalocida
(LAS, lasalocida sodica 15%, Taurotec, Zoetis, Brasil) (0,1 mg); Virginiamicina
(VIRG, virginiamicina 10%, V-Max, Phibro, Brasil) (0,1 mg); e Salinomicina (SAL,
salinomicina sodica 12%, Posistac, Phibro, Brasil) (0,05 mg). As quantidades
incubadas dos aditivos equivalem as doses de 25, 30, 20 e 12 mg/kg de MS
incubada, respectivamente, respeitando-se valores estabelecidos de acordo com a
literatura ou recomendacao do fabricante.

Neste experimento, os aditivos foram incubados com diferentes cultivares
forrageiras tropicais. As amostras de forrageiras Brachiaria decumbens cv. Basilisk
(colhida no periodo da seca); Brachiaria brizantha cv. Marandu (colhida no periodo
das aguas); Panicum maximum cv. Massai (colhida no periodo de transicdo seca-
aguas), foram obtidas por meio de um corte rente ao solo, passaram por um
processo de separacao morfolégica e apenas as folhas foram secas a 55° C e
moidas em peneiras de 1 mm. As amostras das folhas foram analisadas quanto aos
teores de proteina bruta (PB), fibora em detergente neutro (FDN) e acido (FDA),
digestibilidade in vitro da matéria organica (DIVMO) e lignina em detergente acido
(LDA), conforme Campos et al. (2024) (Tabela 1).

As cultivares apresentaram diferengcas na sua composi¢cdo bromatoldgica
(Tabela 1), onde a Brachiaria brizantha cv. Marandu apresentou maior teor de PB
(12,6%) e DIVMO (52,0%), enquanto Brachiaria decumbens cv. Basilisk e Panicum
maximum cv. Massai apresentaram teores mais elevados de FDN (74,2% e 81,2%,
respectivamente) e FDA (36,6% e 45,1%, respectivamente), indicando maior
proporgao de fragado estrutural da parede celular (Van Soest, 1994; Minson, 1990).
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Tabela 1. Analise bromatoldgica das folhas de diferentes cultivares tropicais
aplicadas na fermentagao ruminal in vitro.

Graminea PB FDN FDA DIVMO LDA
Brachiaria brizantha cv. Marandu 12,6 72,8 37,1 52,0 4,6
Brachiaria decumbens cv. Basilisk 6,9 74,2 36,6 48,3 4,0
Panicum maximum cv. Massai 6,5 81,2 45,1 49,1 3,9

PB: proteina bruta; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente acido; DIVMO: digestibilidade in
vitro da matéria organica; LDA: lignina em detergente acido.

Experimento 2: Avaliagao de nanominerais

No experimento 2 os tratamentos foram: Controle (CON, sem aditivos);
Monensina sédica (MON, monensina 99%, Sigma Aldrich, EUA) (0,1 mg);
Nanoparticulas de 6xido de zinco (NZnO) com diametro médio de 208 nm (40 e 400
mgq); Suspensdo de nanoparticulas de selénio (NSe) com didametro médio de 250 nm
(1 plI); Solugao de Selenito de sddio (SS), comprada de uma empresa local (10 ul); e
Sulfato de zinco (SZn), comprada de uma empresa local (40 mg). As quantidades
incubadas dos aditivos equivalem as doses de 40 e 0,1 mg/kg de MS incubada,
respectivamente, respeitando-se valores estabelecidos de acordo com a literatura ou
recomendagao do fabricante. Foi utilizado como substrato de folhas Brachiaria
brizantha cv. Marandu seca e moida a 1mm (0,5 g).

As suspensdes de nanoparticulas de selénio foram preparadas a partir da
reducdo de um sal, o selenito de sodio, pelo acido ascoérbico (vitamina C),
metodologia considerada sintese “verde” (green synthesis) ou ambientalmente mais
amigavel. Todas as amostras foram armazenadas em geladeira desde o dia de
sintese até a data das avaliacbes in vitro, levando-se em conta a manuteng¢ao da
estabilidade da suspensdo com o tempo de armazenamento.

Esta rota de sintese foi baseada em Bai et al. (2017), onde foram preparadas
duas solugdes. A primeira € uma solugao de quitosana 0,5% (w/v) em acido acético
1% (v/v), adicionado 1,6 g de acido ascorbico. A solugdo 2, em 10 mL de agua
ultrapura. Para esta reacdo, adicionou-se, entdo, a solucdo 2 sobre a solucédo 1
lentamente. A solugado permaneceu sob agitagao vigorosa por 30 minutos e ao final
foi observada formagdo de um liquido vermelho semelhante a cor de tijolo,
caracteristico de nanoparticulas de Se.

Ja para as nanoparticulas de ZnO, considerando que os solventes, a

temperatura e o meio reacional afetam sensivelmente o tamanho e a morfologia das
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nanoparticulas, optou-se por encontrar uma rota simples, utilizando-se para isso o
método sol-gel. Esta metodologia se baseou em Alwan et al. (2015), em que para
um volume final de 500 mL, foram preparadas duas solugdes. A primeira constituiu
na dissolugédo de 6,3 g (0,03 mol) de acetato de zinco di-hidratado (marca: Sigma-
Aldrich, pureza 98%) em 200 mL de agua ultrapura em temperatura ambiente, onde
o pH medido foi de 6. Em seguida, foi aquecida a solugédo de acetato de zinco a 50
°C e ainda mantendo-se o aquecimento, adicionou-se lentamente 300 mL (5,14 mol)
de etanol, a solugédo ficou esbranquigada. A agitacdo foi aumentada e, entdo, foi
adicionado gota a gota, 4 mL (0,171 mol) da solugéo de perdxido de hidrogénio 35%.
Passados 20 minutos, foi desligada a temperatura, que era mantida constante. A
solugdo coloidal ainda permaneceu sob agitagdo por aproximadamente mais 4
horas, quando foi desligada a agitacdo e neste periodo a solugéo n&o alterou seu
aspecto. O pH medido apds reacéao foi de 5.

A solucéo foi deixada em incubagao sob refrigeracao (~ 15 °C), por 24 horas e
ao final deste tempo a solugao foi retirada da geladeira, levemente agitada e levada
para o banho ultrassénico em temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida,
conduziu-se a secagem a ~80 °C por 80 horas em estufa (marca Nova Técnica).
ApOs a primeira secagem, a amostra foi suspensa em agua ultrapura, dispersada em
banho ultrassénico em temperatura ambiente por 30 minutos e lavada, o que
consistiu de 3 ciclos de centrifugagcdo a 5000 rpm por 45 min em temperatura de
25°C e ressuspensao em agua ultrapura para a completa remogéo de subprodutos.
Por fim, a suspenséo final foi levada para secagem a 80 °C por 24 horas em estufa,
com o tubo completamente aberto. A conversdo completa do éxido de zinco ocorre
durante o processo de secagem. O resultado da secagem € um p6 branco. Antes da
utilizagao, o produto final foi caracterizado por ensaios de espectrofotometria UV-vis,
DLS (Dynamic Light Scattering) e potencial zeta. Até a avaliagdo o material foi
mantido sob refrigeracdo na forma de p6é e qualquer uso posterior somente foi
possivel apos aplicagdo de maceracédo em gral de agata, suspensdo em agua
ultrapura, concentragao 20% (w/v), seguida de banho ultrassénico por no minimo 30

minutos.
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Coleta e determinagao da concentragao dos gases do experimento 2

Apos 48 horas de fermentagao in vitro, ou seja, ao término dos ensaios de
cada semana, foram coletadas, para analise de metano por meio de cromatografia
gasosa, amostras dos gases dos frascos de fermentagcdo contendo os diferentes
tratamentos. Para as coletas, foram escolhidos aleatoriamente dois frascos de
fermentacdo de cada tratamento e foram utilizadas seringas com agulhas finas de
volume maior do que a dos frascos de vidro que sao proprios para analise em
cromatografo, para manter uma pressao positiva nestes.

Os frascos de 20 mL para coleta dos gases foram previamente evacuados
com o auxilio de bomba de vacuo e lacrados com septos de borracha. As agulhas
foram introduzidas no septo dos frascos, coletando os gases diretamente do
headspace.

As aliquotas, um total de 42 frascos, foram acondicionadas em temperatura
ambiente até a analise da concentragcado de CH4 por cromatografia gasosa, realizada
na Embrapa Agropecuaria Oeste, na cidade de Dourados/MS. Foi utilizado um
cromatografo modelo Trace 1310 GC FID/ECD (Thermo Scientific Autosampler
TriPlus RSH Coluna RESTEK, Packed Column, Haye Sep Q 80/100, 6ft 2mm ID
Stainless, Made in USA.), equipado com colunas empacotadas (pré-coluna e coluna
analitica) de injecdo automatica, com Detector de Captura de Elétrons (ECD)
operando a 350 °C, utilizado para quantificar N20O, e com Detector por lonizagao de

Chama (FID) operando a 250 °C, para determinar a concentragéo de CO2 e CHa.

Experimento 3: Avaliagao de complexo enzimaticos comerciais

No experimento 3, os tratamentos foram: Controle (CON, sem aditivos);
Monensina sédica (MON, monensina 99%, Sigma Aldrich, EUA) (0,1 mg);
Fibrozyme® - Sapogenina, S. cerevisiae e xilanase (FBZ, Alltech do Brasil
Agroindustrial LTDA, Brasil) (900 mg); Allzyme SSF® - Fitase e xilanase (SSF,
Alltech do Brasil Agroindustrial LTDA, Brasil) (900 mg); Allzyme VegPRO® -
Protease e celulase (VEGP, Alltech do Brasil Agroindustrial LTDA, Brasil) (1800 mg);
Potenzya® Grano — Endo-1,4-B-xilanase, vitaminas A, D3 e E (PGRANO, Safeeds
Nutrigdo Animal, Brasil) (400 mg). As quantidades incubadas dos aditivos equivalem
as doses de 0,9; 0,9; 1,8; 0,4 g/kg de MS incubada, respectivamente, respeitando-se

valores estabelecidos de acordo com a recomendacado do fabricante. Foi utilizado
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como substrato amostras de folhas de Brachiaria brizantha cv. Marandu seca e

moida a 1mm (0,5 g).

Varaveis analisadas na producgao de gas

As variaveis analisadas foram producao de gases as 48h (PG48, mL),
degradabilidade da matéria seca (DMS, %), volume total de gases produzidos por
matéria seca degradada (VTMSD, mL/g MSD), produgdo maxima de gases (A, mL),
Lag time (L, h) e taxa de fermentacgéo (c, %/h).

A partir dos dados de pressao em fungdo do tempo foi calculada a produgéo
de gases as 48 h (PG48, mL), que representa os produtos da fermentacédo ruminal
(principalmente dioxido de carbono e metano). Juntamente com os dados da
degradabilidade da matéria seca (DMS, %), foi calculada a relagdo volume total de
producao de gases por matéria seca degradada (VTMSD, mL/g MSD). Essa variavel
expressa a quantidade de gases produzidos por cada grama de substrato degrado
durante a fermentac&o ruminal in vitro (Menke & Steingass, 1988). Valores mais
altos de VTMSD podem indicar uma maior quantidade de fragcdes soluveis que se
degradam rapidamente, elevando a produgédo de gases, mesmo que a degradacgao
de fragdes fibrosas seja limitada (Blimmel & Qrskov, 1993; Getachew et al., 2004).
No entanto, valores menores de VTMSD podem mostrar que ha uma maior absorgao
de nutrientes na biomassa microbiana e uma produgdo menor de gases, 0 que
indica uma fermentagdo mais eficiente sob o ponto de vista da formacdo da
populagao microbiana (Bliummel; Steingass; Becker, 1997).

A variavel produgdo maxima de gases(A, mL) representada o valor maximo
de producado de gases as 48 h. A variavel Lag time (L, horas) configura o tempo que
0S microrganismos necessitam para colonizarem a fibra, se multiplicarem e iniciarem
a fermentagao, levando em consideragcao que quanto menor o Lag time, mais rapido
se inicia a fermentagdo. Por fim, a taxa de fermentagdo (c, %/h) simboliza a
velocidade do processo de fermentacao. Espera-se que taxas de fermentacdo mais

elevadas contribuam para uma elevagao da degradagado da matéria seca.
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Procedimentos estatisticos

Os dados foram analisados utilizando-se o procedimento Mixed do software
SAS Statistical Analysis System versdao 9.4 (SAS Institute,Cary - NC, USA). O
delineamento experimental foi em blocos ao acaso com efeito fixo de tratamento e
aleatdrio de ensaio (bloco). Os dados foram avaliados para normalidade de residuos
pelo teste de Shapiro-Wilk e a comparagao de médias foi realizada pelo teste de

Tukey-Kramer, adotando-se 5% de probabilidade.

Resultados e discussao

Sabe-se que o uso de forrageiras tropicais € predominante nos sistemas de
produgao extensivos de bovinos no Brasil. Entretanto, durante o periodo seco, essas
forrageiras apresentam significativa queda na qualidade nutricional, o que
compromete o desempenho animal. Uma das estratégias para contornar esse
desafio € a inclusdo de aditivos promotores de crescimento, como os antibiéticos
ionéforos (monensina, lasalocida e salinomicina) e n&o-ionoéforos (virginiamicina),
com o intuito de melhorar a fermentacdo ruminal, aumentar a eficiéncia alimentar e
reduzir a producao de metano entérico.

Para o capim-Basilisk o uso da virginiamicina resultou em reducao
significativa (P=0,0055) (P<0,05) da degradabilidade da matéria seca (DMS, %) em
11%, quando comparado aos tratamentos com monensina, lasalocida e
salinomicina. Esse comportamento foi inesperado, uma vez que a virginiamicina &
reconhecida por modular positivamente o ambiente ruminal ao inibir microrganismos
gram-positivos que promovem fermentagdes menos eficientes, o que teoricamente
favoreceria uma maior degradabilidade da fibra e melhor aproveitamento da MS
(Tabela 2).

Além disso, observou-se que a produ¢gdo maxima de gases (A, mL) foi 20%
menor (P=0,0178) com virginiamicina quando comparada aos tratamentos controle e
monensina, sem diferenga para lasalocida e salinomicina. Esse resultado sugere
que a virginiamicina pode ter modificado o equilibrio da microbiota ruminal,
estimulando populagcdes microbianas com menor capacidade fermentativa ou menor
atividade metanogénica. Consequentemente, houve reducéo na produgcao de gases,
sem que isso estivesse necessariamente associado a um aumento na degradacao

da matéria seca. Por outro lado, a taxa de fermentagao ruminal (c, %/h) foi reduzida
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(P<0,0001) em até 43% com o uso da virginiamicina, indicando um possivel atraso
na colonizagao e na atividade microbiana sobre a forragem (Tabela 2).

Essa redugdo pode estar relacionada a qualidade da forragem colhida no
periodo da seca, como observado na Tabela 1, que apresenta a analise
bromatolégica do capim-Basilisk, com baixo teor de proteina bruta (PB < 7%) e
elevado teor de fibra em detergente neutro (FDN). Segundo Mertens (1997),
forragens com essas caracteristicas dificultam a colonizagdo microbiana no rumen
devido a escassez de nitrogénio disponivel, fator limitante para o crescimento e a
atividade de microrganismos celuloliticos.

Além disso, a eficacia de aditivos ionéforos (como monensina, lasalocida e
salinomicina) e n&o-iondforos (como virginiamicina) também depende de sua
solubilidade e estabilidade no ambiente ruminal. Estudos indicam que diferengas na
solubilidade podem afetar a liberagao, a absor¢ao pelas membranas microbianas e a
atividade antimicrobiana dos compostos, influenciando diretamente sua capacidade
de modular a fermentacdo ruminal (Russell & Strobel, 1989; Nagaraja et al., 1997,
Callaway et al., 2003). No caso dos ionoforos, por exemplo, a solubilidade em
lipidios favorece sua agao sobre a membrana celular de bactérias Gram-positivas,
enquanto alteragdes no pH ruminal ou na composig¢ao da dieta podem impactar essa
acgao. Para aditivos nao iondéforos, a solubilidade e a estabilidade frente as proteases
ruminais sdo fatores determinantes para sua eficacia (Thonney et al., 1981,
Broderick, 2004).

Contudo, era esperado que os aditivos, sobretudo os ionéforos, contribuissem
para aumentar a DMS, visto que promovem maior eficiéncia na fermentacédo e
selegdo de bactérias mais eficientes energeticamente. Os resultados encontrados,
portanto, indicam que o efeito da virginiamicina, nesse contexto, pode estar
relacionado a uma interacdo negativa entre o tipo de forragem (baixo valor
nutricional) e a modulagdo microbiana promovida pelo aditivo, gerando resultados
inferiores aos observados com os iondéforos.

Para a cultivar Marandu, os resultados também apresentaram um efeito
negativo da virginiamicina sobre a degradabilidade da matéria seca (DMS, %), que
foi 10% menor (P=0,0124) quando comparada a monensina sem diferenga para os
tratamentos controle, lasalocida e salinomicina. Além disso, a taxa de fermentacao

(c, %/h) foi reduzida (P<0,0001) em 40% com a virginiamicina, em relagdo aos
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demais aditivos, o que indica menor velocidade na atividade microbiana sobre a
forrageira (Tabela 2).

No entanto, ao contrario do que foi observado para o capim-Basilisk, a cultivar
Marandu apresentou excelente valor nutricional, conforme demonstrado na Tabela 1,
com niveis adequados de proteina bruta (PB > 7,0%) e composigéo fibrosa
compativel para uma boa degradacdo ruminal. Segundo Van Soest (1994),
forrageiras com essas caracteristicas favorecem a ac&o dos microrganismos
ruminais, principalmente celuloliticos, permitindo melhor aproveitamento da parede
celular. Assim, esperava-se que a presenga da virginiamicina promovesse ou, ao
menos, mantivesse uma elevada DMS, o que nao foi observado nos resultados.

E para a cultivar Massai, a virginiamicina também reduziu (P<0,0001) taxa de
fermentacdo (c, %/h), que foi 39% menor quando comparado aos demais
tratamentos (Tabela 2). Esse comportamento repete o observado nas outras
cultivares, sendo um efeito consistente na reducdo da atividade fermentativa
microbiana pela virginiamicina, independente da qualidade nutricional da forrageira.
Essa persisténcia em reduzir a atividade fermentativa das bactérias, pode indicar
que a virginiamicina pode ter afetado a fase inicial de colonizagdo e contato das
bactérias com a forrageira, impactando direto na velocidade e na produgédo dos
gases. Diante do que foi apresentado, € importante ressaltar que a virginiamicina
pode estar interferindo no equilibrio da microbiota ruminal.

Esses resultados reforcam a ideia de que o uso de aditivos promotores de
crescimento deveria levar em consideracao alguns fatores como o tipo de forragem,
o valor nutricional da mesma e a época de ano. Além disso, os resultados nos
mostram que ha uma necessidade em efetuar novos estudos complementares que
possam avaliar o impacto da virginiamicina direto sobre a populagdo microbiana e o
seu efeito sobre os acidos graxos volateis (AGV), a fim de entender o que levou a

reducao da eficiéncia fermentativa.



56

Tabela 2. Cinética de degradagdo ruminal por producdo de gases in vitro de
diferentes cultivares de forrageiras tropicais com a utilizagao de diferentes aditivos
modificadores da fermentag¢ao ruminal.

Variavel Tratamentos Média EPM P>F
CON MON LAS SAL VIRG
Brachiaria decumbens cv. Basilisk
PG48, mL 93,94 96,08 97,20 93,82 84,11 9267 1,88 0,1155
DMS, % 59,24”8  60,35% 60,94* 60,21~ 53,978 58,72 0,76 0,0055
VTMSD, mL/g 315,31 319,02 318,69 311,15 309,79 314,71 4,94 0,9364
A, mL 99,958 100,748 104,838 103,78"8 125,97~ 108,58 3,27 0,0178
L,h 2,81 2,60 2,90 2,61 2,75 2,75 0,08 0,5117
c, %/h 0,0826* 0,0863* 0,08194 0,0732" 0,04598 0,0721 0,003 <0,0001
Brachiaria brizantha cv. Marandu
PG48, mL 95,83 90,28 94,31 89,80 86,71 91,34 190 0,5709
DMS, % 61,90  66,35" 63,03"8 63,228 59838 63,12 0,72 0,0124
VTMSD, mL/g 311,86 272,38 296,74 284,03 287,81 290,49 7,02 0,4202
A, mL 97,12 91,40 95,10 91,41 102,46 9513 2,40 0,3552
L, h 2,32 2,93 2,64 2,85 2,96 2,75 0,09 0,0575
c, %/h 0,1049* 0,1120~ 0,1102* 0,1003* 0,0644% 0,1009 0,005 <0,0001
Panicum maximum cv. Massai

PG48, mL 103,72 108,16 98,88 103,78 93,77 101,40 1,96 0,1808
DMS, % 52,62 53,27 52,38 54,96 4966 5241 0,76 0,4013
VTMSD, mL/g 395,18 404,65 375,38 383,61 377,71 386,46 566 0,3794
A, mL 109,58 115,03 106,31 112,54 153,34 119,38 7,23 00,2137
L, h 2,34 2,31 2,20 2,36 2,46 2,33 0,056 0,4745
c, %/h 0,0760* 0,0753* 0,0697* 0,0776" 0,04568 0,0686 0,002 <0,0001

PG48: Producéo de gases por 48 h; DMS: Degradabilidade da matéria seca; VTMSD: Volume total de gases produzido por
matéria seca degradada; MS: Matéria seca; CON: controle; MON: monensina sédica; LASA: lasalocida; SALI: salinomicina;
VIRGI: virginiamicina; EPM: erro padrao médio. A: producédo de gases maxima; L: Lag time; c: taxa de fermentagéo, P>F =
probabilidade de um erro tipo I.
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Ainda, com o intuito de modificar a fermentacdo ruminal, melhorar a
degradabilidade da matéria seca e minimizar a produ¢cdao de CHa4, formulou-se a
hipotese de que nanoparticulas (10° m) de elementos minerais poderiam afetar
positivamente o processo. Os nanominerais apresentam propriedades unicas, como
maior biodisponibilidade, devido a maior area superficial especifica, alta atividade
superficial e eficiéncia catalitica e maior capacidade de absor¢do quando
comparadas com microparticulas, que apresentam didmetro bem maior (106 m)
(Rajendran et al., 2013). Nanoparticulas ou nanominerais apresentam efeitos
adversos minimos nas células quando comparadas com sua forma microparticulada
ou ibnica (Swain et al., 2016). No entanto, na Tabela 3 podemos observar que
nenhum dos tratamentos com nanominerais (ZnO e Se) apresentaram resultados
significativos (P>0,05), nem mesmo suas formas convencionais (selenito de sodio e
sulfato de zinco).

A auséncia de efeito dos nanominerais pode estar relacionada a
determinados fatores interativos que influenciam a cinética de fermentagéo ruminal.
O capim-Marandu, utilizado como substrato neste experimento apresenta 6timo valor
nutricional (Tabela 1), o que, por si sO, pode proporcionar condi¢coes ideias para a
atividade microbiana, nao sendo necessario a adicao dos elementos fornecidos (Zn
e Se). Outro fator que pode ter influenciado é a dosagem e a forma como foi
disponibilizada aos microrganismos, ndo sendo suficiente para provocar alteragdes
significativas na microbiota e na atividade fermentativa in vitro.

Chen et al. (2011), ao estudarem a suplementacéao in vitro com nano-ZnO no
padrdao de fermentagdo ruminal, observaram que as nanoparticulas foram capazes
de melhorar o crescimento de microrganismos ruminais, aumentar a sintese proteica
microbiana e a eficiéncia de utilizagdo de energia na fase inicial da incubagéo (6 a
12 horas). Diante dos resultados encontrados nesse estudo e os achados de Chen
et al. (2011), essa divergéncia pode estar relacionada com o tempo de incubacgao,
tipo de substrato, dosagem e concentracdo dos nanominerais, sendo importante
ressaltar que o ambiente in vitro possui limitagdes. No entanto, na analise de
cromatografia gasosa (Tabela 4) pode se observar que nao houve efeito das
nanoparticulas ou monensina na propor¢gdo de metano (P>0,05), resultado que
corrobora achados prévios de Petri€ et al. (2024) e Sofi’'ul Anam et al. (2023). Esses
autores também relataram auséncia de efeito expressivo das nanoparticulas de Se

ou Zn na producédo de CHas durante ensaios in vitro ou in vivo, ainda que tenham
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verificado efeitos positivos sobre a digestibilidade da matéria seca e outros
parametros fermentativos.

Ja a proporcao de CO:2 foi menor (P=0,0513) nos tratamentos nanoparticulas
de selénio e de 6xido de zinco 400 mg em relagdo ao sulfato de zinco. Esse achado
pode estar relacionado a modulagdo da microbiota ruminal e da atividade
fermentativa promovida pelas nanoparticulas, uma vez que estudos como o de
Shakweer et al. (2023) demonstraram que doses mais elevadas de nano-Se podem
reduzir a producdo total de gases e alterar o perfil fermentativo sem impactar a
producao de metano. Além disso, Petri€ et al. (2024) observaram que nano-ZnO
pode melhorar a digestibilidade da matéria seca sem afetar significativamente a
producao de CHa4, sugerindo que a substituicdo de fontes minerais convencionais por
nanoparticulas pode alterar a dindamica fermentativa, favorecendo vias metabdlicas
que reduzem a formacéao de COs..

Dessa forma, os resultados encontrados sugerem que, embora a utilizagcédo de
nanoparticulas de selénio e de 6xido de zinco nao tenha promovido reducao direta
na producdo de CH4, elas podem influenciar a propor¢cdo de COs2. Isso reforca a
necessidade de mais estudos para compreender como diferentes formas minerais,
especialmente na forma de nanoparticulas, podem afetam o metabolismo

microbiano e o balango entre os gases de efeito estufa produzidos no rumen.
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Tabela 3. Cinética de degradagao ruminal por producao de gases in vitro da Brachiaria brizantha cv. Marandu com a utilizagao de
nanominerais.

Tratamentos

Variavel Média EPM Valor-P
CON MON NSE NZNO40 NZNO400 SS SZN
PG48, mL 87,09 80,56 90,26 83,33 78,48 85,91 77,75 83,07 2,00 0,6041
DMS, % 63,48 63,41 64,68 61,47 60,78 62,66 62,22 62,63 0,41 0,1931
VTMSD, mL/g 273,21 253,61 279,20 271,03 255,76 279,46 248,87 265,20 6,16 0,6607
A, mL 91,34 85,07 97,22 86,87 81,77 88,38 81,88 87,01 2,05 0,5296
L, h 3,33 4,01 3,74 3,85 3,99 4,13 3,87 3,84 0,14 0,3412
c, %/h 0,1159 0,1219 0,1176 0,1162 0,1243 0,1202 0,1194 0,1194 0,002 0,9149

PG48: Produgéo de gases as 48 h; DMS: Degradabilidade da matéria seca; VTMSD: Volume total de matéria seca degradavel; MS: Matéria seca; CON: controle negativo;
MON: monensina sédica; NSe: Nanoparticulas de selénio; NZnO40: Nanoparticulas de 6xido de zinco 40 mg; NZnO400: Nanoparticulas de 6xido de zinco 400 mg; SS:
Selenito de sédio; SZn: Sulfato de zinco; EPM: Erro padrdo da média; A: produgao de gases maxima; L: Lag time; c: taxa de fermentagéo.

Tabela 4. Proporgao de metano e gas carbdnico pela fermentagao in vitro da Brachiaria brizantha cv. Marandu com a utilizagédo de
nanominerais.

Tratamentos
Variavel EPM Valor-P
CON MON NSE NZNO40 NZNO400 SS SZN
CHas, % 442 423 3,62 4 60 3,84 4 34 4 26 0,16 0,5414
CO2, % 73,5abe 74 ,1ab 69,8¢ 73,3abe 71,4¢bc 73,3abe 75,52 0,814 0,0513

CON: controle; MON: monensina sédica; NSe: Nanoparticulas de selénio; NZnO40: Nanoparticulas de 6xido de zinco 40 mg; NZnO400: Nanoparticulas de 6xido de zinco 400
mg; SS: Selenito de sddio; SZn: Sulfato de zinco; EPM: Erro padrao da média.
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O uso de enzimas exdégenas ou complexos enzimaticos nas dietas de bovinos
tem se mostrado muito satisfatério em sua atividade de proporcionar uma maior
disponibilidade dos monossacarideos para serem fermentados (Tirado-Gonzalez et
al., 2021). No entanto, nenhum dos quatro tipos de complexos enzimaticos avaliados
na fermentagao ruminal in vitro por producao de gases afetou (P>0,05) as variaveis
analisadas (Tabela 5).

A auséncia de efeito pode estar relacionada com fatores que podem limitar a
atividade enzimatica na cinética de fermentagdo ruminal. Embora Neumann et al.
(2018) tenham relatado aumento no ganho médio diario e aumento no consumo
alimentar com a inclusdo de Potenzya® Grano (Endo-1,4-B-xilanase, vitaminas A,
D3 e E) em touros Angus, esses resultados podem estar associados a modificagbes
no ambiente ruminal ao longo do tempo, o que ndo pode ser captado por completo
em ensaios in vitro.

Por outro lado, Martins et al. (2006), ao avaliarem a inclusdo de Fibrozyme®
(Sapogenina, S. cerevisiae e xilanase) em bovinos canulados, relataram que adi¢ao
da enzima nao apresentou resultado sobre os parametros ruminais. Isso reforca a
ideia de que as enzimas exdgenas dependem de uma boa estabilidade e atividade
sinérgica na cinética de fermentacao ruminal. Segundo Thorpe & Beal (2001), para
que a enzima exogena desenvolva uma o6tima atividade, ela deve suportar as
condigbes fisiolégicas do rumen, a protedlise por meio das proteases e o
antagonismo com as proprias enzimas enddgenas. Também, o tempo de
permanéncia dessas enzimas no rumen, sem sofrer degradacao, € determinante
para sua efetividade, pois quanto maior sua estabilidade, maior o tempo disponivel
para catalisar a degradacao das fibras, amidos e outros componentes presentes na
dieta (Adesogan et al., 2014).

Além disso, fatores como a rapida taxa de passagem da digesta pelo trato
gastrointestinal e disturbios fermentativos como por exemplo, a acidose ruminal,
podem reduzir ainda mais o tempo de acdo dessas enzimas sobre os substratos
(Beauchemin et al., 2003; Kung et al., 2000). Em ensaios in vitro, onde esse tempo
de permanéncia € limitado, € possivel que a enzima nao alcance seu pico de

atividade, reduzindo o contato das enzimas com o substrato.
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Tabela 5. Cinética de degradagao ruminal por produg¢ao de gases in vitro, da
Brachiaria brizantha cv. Marandu com a utilizagcdo de enzimas comerciais.

Variavel Tratamento Média EPM Valor-P
CON MON FBZ SSF_VEGP PGRANO
PG48, mL 90,88 8324 8846 9307 9458 8936 9007 181 05932
DMS, % 6516 66,06 6483 658 6633 6802 6597 047 04838
VTMSD, mLig 274,98 25251 27146 28299 28247 26123 27155 506 0,5164
A, mL 92,09 8594 9191 9566 9622 90,87 9312 219 0,724
L, h 338 359 330 325 314 343 334 007 05902
¢, %/h 0,0972 0,120 01130 0,1024 011031 01110 0,060 0,003 0,2253

PG48: Produgédo de gases as 48 h; DMS: Degradabilidade da matéria seca; VTMSD: Volume total de gases
produzido por matéria seca degradavel; MS: Matéria seca; CON: controle negativo; MON: monensina sddica;
FBZ: Fibrozyme; SSF: Allzyme SSF; VEGP: Allzyme VegPro; PGRANO: Potenzya Grano; EPM: erro padréo da
média. A: produgéo de gases maxima; L: Lag time; c: taxa de fermentagéo.

Conclusao

A virginiamicina reduz a produgao de gases, a degradabilidade e a taxa de
degradagdao ruminal de gramineas tropicais, promovendo efeito inibidor na
fermentacdo ruminal in vitro. Por outro lado, os aditivos a base de nanominerais e
enzimas comerciais ndo apresentaram efeitos significativos sobre a cinética
fermentativa. Com base na produgdo de gases, nenhum dos aditivos testados
resultou em melhorias na fermentacéo ruminal in vitro. O nanomineral de selénio

pode reduzir a produgao de CO:2 na fermentacao ruminal in vitro.
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