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RESUMO - O Brasil vem durante muito tempo utilizando antibiéticos como moduladores do ambiente
ruminal e melhoradores da eficiéncia produtiva. Entretanto, muito tem-se questionado sobre os
perigos de desenvolvimento de cepas resistentes em decorrencia da utilizacdo deste aditivo. Por
isso, tem-se cada vez mais buscado por aditivos naturais como os probiéticos que desempenhem o
mesmo papel na alimentacdo bovina e garanta maior seguranca para o produto final. Os probiéticos
sdo aditivos contendo microrganismos vivos que visam auxiliar no equilibrio da microbiota no
tratograstrointestinal dos animais assim promovendo a sua salde e auxiliando no processo de
diagestéo e absorgcéo de nutrientes. Deste modo, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos da
inclusdo de diferentes niveis de probitticos sobre diversos parametros da fermentagéo ruminal. Para
isso, foram utilizados dois probi6ticos comerciais incluidos na alimentacéo de animiais cuja dieta foi
se compunha exclusivamente por forragem de baixa qualidade, para entdo compreender a real
eficicia deste aditivo na substituicdo de antibidticos como os iondforos. Os resultados obtidos foram
satisfatorios pois demonstraram um significativo efeito de aumento da producéo total de gases e
melhora no perfil de acidos graxos volateis, menor concentracao de nitrogénio amoniacal no rimen
e alteracdo do pH ruminal. Com isso, é possivel sugerir que a inclusdo de probidticos na dieta de

bovinos alimentados a pasto possui efeito benéfico significativo sob a fermentacao ruminal.
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ABSTRACT - Brazil has long been using antibiotics as modulators of the rumen environment and
improvers of production efficiency. However, there have long been questions about the dangers of
developing resistant strains as a result of the use of this additive. Therefore, there is an increasing
search for natural additives such as probiotics that play the same role in beef feed and guarantee
greater safety for the final product. Probiotics are additives containing live microorganisms that aim
to help balance the microbiota in the gastrointestinal tract of animals, thus promoting their health and
assisting in the process of digestion and absorption of nutrients. Therefore, the present study aims to
evaluate the effects of including different levels of probiotics on different parameters of ruminal
fermentation. For this, two commercial probiotics included in the feed of animals whose diet was made
up exclusively of low-quality forage were used, in order to understand the real effectiveness of this
additive in replacing antibiotics such as ionophores. The results obtained were significant as they
revealed a significant effect of increasing total gas production and improving the volatile fatty acid
profile, lower concentration of ammonia nitrogen in the rumen and changes in ruminal pH. Therefore,
it is possible to suggest that the inclusion of probiotics in the diet of grass-fed cattle has a significant

beneficial effect on ruminal fermentation.

Keywords: Additives, Fermentation, lonophores, Probiotics, Ruminants.
1. INTRODUCAO

Para melhorar a eficiéncia da fermentacdo ruminal, os sistemas de producdo vém, durante
décadas, utilizando antibiéticos como aditivos promotores de crescimento afim de modular os
microrganismos responsaveis por esta fermentacéo. Entretanto, o uso intensivo de antibiticos como
promotores de crescimento e moduladores da fermentacdo ruminal tem gerado preocupacdes
significativas, especialmente em relagdo ao desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana
(EMBRAPA, 2006).

Diante desta preocupacdo, alguns mercados externos proibiram a utilizacéo dos antibioticos
como promotores de crescimento na producédo de animais com finalidade alimenticia. Assim, estudos
como o de Pereira (2021) vém buscando aditivos naturais que objetivam atingir os mesmos
resultados produtivos e com a mesma qualidade, porém acompanhando a tendéncia de uma carne

livre de antibiéticos e com mais rastreabilidade.

Pensando em atender a esta demanda, alguns estudos estdo voltando pesquisas aos
probiéticos (PBO) e sua a¢do no ambiente ruminal, como é retratado no estudo publicado por Hassan
et al. (2016). Estes aditivos contém microrganismos vivos como bactérias e fungos que auxiliam na
recomposicao da microbiota do trato gastrointestinal dos animais contribuindo para o seu equilibrio
(MAPA, 2004).
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A incorporacdo de PBO na dieta dos bovinos de corte pode resultar em uma série de
beneficios, tais como a estabilizacdo do pH ruminal, a reducéo da incidéncia de disturbios digestivos
e a melhoria na eficiéncia de utilizacdo das fibras (Dias et. al, 2017). Tais efeitos ndo apenas
promovem a saude e o bem-estar dos animais, mas também podem refletir em melhores indices
produtivos, como ganho de peso e conversao alimentar, tornando-se uma estratégia promissora para
a industria pecuaria. Consequentemente, o uso de PBO como moduladores do ambiente ruminal
representa uma abordagem inovadora e segura para a nutricdo de bovinos de corte, alinhada as
atuais demandas por praticas mais naturais e sustentaveis na producao de alimentos de origem

animal.

Portanto, a hipétese do trabalho foi que a inclusdo de probiéticos alterasse os padrao
fermentativos e a producéo total de gases comparado a dieta controle. Assim, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da inclusdo de dois diferentes aditivos na dieta de bovinos alimentados
exclusivamente a base de forragem de baixa qualidade sob a producgéo total de gases, perfil de

acidos graxos volateis produzidos e nitrogénio amoniacal do rumen.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local do experimento e tratamentos

O experimento foi conduzido no laboratério de fermentacgéo e nutricdo animal do centro
de pesquisa em bovinos de corte APTA — IZ, Sertdozinho -SP, utilizando um sistema in vitro
de producdo de gases (Sistema de Producdo de Gas RF Ankom, Ankom Technology®,
Macedobnia, NY, EUA).

A forragem testada se compds por: uma dieta total exclusiva a base de forragem de
baixa qualidade com o objetivo de simular as condi¢6es de pastagem durante a estacao seca
em regides tropicais, para isso foi utilizado feno de brachiaria cuja analise quimica pode ser
observada na tabela 1. Os aditivos testados foram: PBO1) Bovacillus (2 cepas de Bacillus® -
Chr. Hansen A/S, Hgrsholm, Denmark); PBO2) Probios Precise® (3 cepas de Enterococcus

faecium + levedura viva® - Chr. Hansen A/S, Hgrsholm, Denmark).
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Tabela 1. Composicéo quimica do feno de brachiaria

ITEM %
Matéria Seca (MS, % da MN?) 96.9
Matéria mineral (MM) 7.0
Proteina Bruta (PB) 5.4
Fibra em Detergente Neutro (FDN) 84.1
Extrato Etereo (EE) 0.95

IMN = matéria natural
2.2. Cinéticade producao de gases

Um aparelho de producdo de gés (Sistema de Producédo de Gas RF Ankom, Ankom
Technology®, Macedbnia, NY, EUA) equipados com sensores de pressdo que foram
conectados sem fio a um computador utilizado para avaliar a cinética ruminal dos nutrientes e
gases. O delineamento experimental se fez da seguinte maneira: 3 ensaios de incubagéo x 2
tipos de aditivos x 2 niveis de aditivo probiotico x 1 dietas (feno de brachiaria) x 4 frascos por

tratamento por incubacéo, além de 3 frascos em branco também por incubacéo.

Os ingredientes das dietas foram moidos para passar através de uma peneira de 1 mm
no moinho Wiley Mill (modelo namero 2; Arthur H. Thomas Co., Filadélfia, PA). Cada frasco
(250 mL) foi preenchido com 1,0 g de cada dieta + adi¢géo ou n&o de aditivos. Os frascos foram
inoculados com 150 ml de solucédo de liquido ruminal/mistura tampéao, mantendo o headspace
do frasco continuamente infundido com N.,. Garrafas sem amostras de dieta, mas com solucéo
de mistura de liquido/tampao de ramen foram usadas como brancos para corrigir a
fermentacéo do inéculo do rimen. Apés a inoculagéo, as garrafas foram fechadas e colocadas
em uma incubadora com agitador com ventilacdo a ar (Innova 4400 incubadoras; New
Brunswick Scientific, Edison, NJ, EUA) sob temperatura e agitacdo controladas (39°C e 80
RPM).

Um software foi usado para a aquisicdo de dados (Gas Pressure Monitor, tecnologia
Ankom, NY, EUA), e configurado para registrar a pressdo acumulada a cada 15 minutos,
durante 72-h. As valvulas foram configuradas para liberar automaticamente o gas quando a
presséo atingisse 3,4 kPa (Tagliapietra et al., 2011). No inicio (0 h) e no final da incubacéo (48
h), o pH da solucéo foi medido com um medidor de pH AP61 portatil Accumet (Fisher Scientific,
Atlanta, GA).

Ao final da incubag&o, subamostras de 10 mL foram filtradas através de duas camadas
de gaze, para posterior determinagdo de AGV, N-NHs, Lactato e calculo da producdo de
4
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metano (CH.). O restante do contetdo dos frascos foi armazenado e liofilizado para
determinagfes posteriores de MS e FDN para determinacdo da cinética de degradacéo

ruminal.
Analises Quimicas

Todos os ingredientes foram moidos em peneira de 1 mm em moinho Wiley (TE 650;
Tecnal® Piracicaba, SP, Brasil) antes das incubacgfes e para posteriores analises.

As amostras foram analisadas quanto a matéria seca (MS; método 930.15; AOAC,
1990), matéria mineral (MM; método 942.05; AOAC, 1990), proteina bruta (PB; Dumatherm®;
Gerhardt GmbH & Co, Kénigswinter, Alemanha; método 990.13; AOAC, 2005 ) e extrato etéreo
(EE; método 2003.05; AOAC, 1990). Para fibra em detergente neutro (FDN), as amostras foram
tratadas com alfa amilase termoestavel sem sulfito de sodio (Van Soest, Robertson e Lewis
1991) e adaptadas para um Analisador de Fibra (TE 149; Tecnal®).

Metano e CO;

Para realizacdo da mensuracdo de CH. e gas carbonico (CO,), foi utilizado o mesmo
sistema com capacidade para 50 frascos (Ankom Technology, Macedon. NY, EUA), equipados
com sensores sem fios, ligados a um computador, com capacidade de leitura de presséo
interna dos frascos. Porém, nesta etapa, os frascos ndo foram programados automaticamente
para realizar a abertura das valvulas quando atingissem 3,4kPa, estas permaneceram

totalmente fechadas durante o periodo de incubacgéo, para que ndo houvesse perda de gas.

Os procedimentos de incubagdo para esta etapa foram iguais a etapa de coleta de
pressdo cumulativa. Dentro de cada frasco, foi adicionado cerca de 0,5g + 0,05g (Base na MS)
de cada dieta. As amostras no interior do frasco, foram hidratados com 5ml de agua deionizada,
com objetivo de evitar a dispersao das particulas. Com a dieta ja no interior dos frascos, foi
adicionado 75mL da mistura da solu¢do tampao com o fluido ruminal, e limpado o headspace

continuamente com N, a fim de manter a anaerobiose do ambiente.

Apo6s a incubacao, os frascos foram fechados e colocados em incubadora ventilada (El-
450T, ENGCO, Piracicaba, SP, BR), sob temperatura controlada de 39°C e agitacdo de 83 rpm
por 72 horas. Ap6s a incubacao, os frascos foram retirados da incubadora, e permaneceram
em banho de gelo por 15 minutos, com finalidade de sessar a atividade dos microrganismos
dento dos frascos. A mensuracdo das concentracbes de CH4 e CO,, foram determinadas por
cromatografia gasosa de alta resolucdo utilizando-se cromatégrafo a gas ([Nexis GC-2030,
Shimadzu) equipado com coluna capilar GS- Carbonplot (Agilent Technologies) de 30 m de

comprimento e didametro de 0,32 mm acoplado a um detector BID.

A temperatura foi programada para iniciar em 35°C e manter-se assim por 3 minutos,
guando foi elevada a 140°C a taxa de 25°C/minuto e mantida por 4 minutos. As temperaturas

5
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do injetor e detector foram de 140 e 170°C, respectivamente, as amostras foram injetadas em
modo "split", utilizando-se gas hélio como gas carreador. A producao de CH, e CO; dos frascos,

foram corrigidas quanto a producao dos frascos de branco.

Determinacédo de acidos graxos de cadeia curta

Para determinacado de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), no final das 48 horas de
incubacao, foi coletado uma subamostra de 15ml de cada frasco, que foram filtradas através
de quatro camadas de gaze, e acondicionadas em tubo Falcon previamente identificado e com
0,2ml de solucéo de H,SO4 (500 mL/L) com finalidade de preservacéo das amostras. Posterior
a coleta, as amostras foram centrifugadas no tubo Falcon a 1000g, por 15 minutos em
temperatura de 4°C. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado, armazenado em
eppendorf com capacidade de 2ml, e centrifugados novamente por trinta minutos, em

velocidade de 20000g, por trinta minutos, sob temperatura de 4°C.

A mensuracado da concentracdo e perfil de AGCC, foi determinado por cromatografia
gasosa de alta resolugdo utilizando-se cromatdgrafo a gas ([Nexis GC-2030, Shimadzu)
equipado com coluna capilar Nukol (Supelco) de 30 m de comprimento e diametro de 0,53 mm
acoplado a um detector de ionizacdo de chama (FID). A temperatura foi programada para
iniciar em 100°C e manter-se assim por 2 minutos, quando foi elevada a 130°C a taxa de
10°C/minuto.

Posteriormente, outra elevagdo de temperatura de 130 a 170°C, foi realizada a
15°C/minuto e mantida por 11 minutos. As temperaturas do injetor e detector foram de 230 e
250°C, respectivamente, e as amostras de 0,5 yL foram injetadas em modo "split", utilizando-

se nitrogénio como gas carreador.
Determinacéo de nitrogénio amoniacal (N-NHa)

Para determinacdo de N-NHs, no final das 72 horas de incubacéo, foi coletado uma
subamostra de 15ml de cada frasco, que foram filtradas através de quatro camadas de gaze,
e acondicionadas em tubo Falcon previamente identificado e com 0,2ml de solu¢do de H2SO4
(500 mL/L) com finalidade de preservagdo das amostras. Posterior a coleta, as amostras
foram centrifugadas no tubo Falcon a 1000g, por 15 minutos em temperatura de 4°C. ap0s
centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado, armazenado em eppendorf com capacidade de
2ml, e centrifugados novamente por trinta minutos, em velocidade de 20000g, por trinta
minutos, sob temperatura de 4°C. A concentracdo de N-NHs, foi determinada por andlise

colorimétrica, conforme descrito por Chaney and Marbach (1962).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir da inclusdo de probidticos na dieta de bovinos nelore
terminados em sistema a pasto serdo apresentados a seguir. A producéo total de gas (PTG)
as 48 h apresentou um aumento quadratico (P = 0,03) de acordo com a adicdo do PBO1
(Tabela 2); entretanto, esse efeito ndo foi observado as 72 horas para PTG e para a
digestibilidade in vitro de matéria organica (DIVMO) (P = 0,10 e P = 0,11, respectivamente). O
valor do pH teve efeito de aumento quadratico (P = 0,002) de acordo com a inclusao do PBO1,
em que a dose 1X apresentou o maior valor comparado ao controle e a dose 5X (Tabela 2). O
N-NHs reduziu quadraticamente (P = 0,001) com o aumento das doses do PBO1, em que ha
dose 1X foi detectada a menor concentracéo de N-NHs; em comparagdo com CON e 5X (Tabela
3).

A PTG as 24 e 48 horas ap0s a incubacgao teve um aumento quadratico com 0 aumento
das doses do PBO2 (P =0,08, P =0,03 e P = 0,06, respectivamente). Os resultados encontrado
para a PTG refletiram nos resultados do DIVMO, que também apresentaram tendéncia de
aumento quadrético (P = 0,06) de acordo com a adigdo do PBO2. As concentragfes de AGVCR
e NHs-N tiveram tendéncia de aumento quadratico e redugdo quadratica, respectivamente (P
= 0,09 e P = 0,06, respectivamente) com o aumento das doses do PBO2 como pode ser
observado na Tabela 3. A propor¢édo de isovalerato aumentou e a concentracdo de acidos
gréaxos volateis de cadeia ramificada (AGVCR) tendeu a aumentar linearmente pela adi¢cdo do
PBO1 (P = 0,003 e P = 0,06, respectivamente).

Tabela 2. Efeito da incluséo de probioticos sob as variaveis de fermentagéo in vitro.

Erro P- valores
TRATAMENTOS padréo
da média
iTEM
PBO1 PBO2 PBO1 PBO2
CON! 11X 5X 1X 5X LIN2 QUA2 LIN2 QUA2

PTG?3 24h, mL/g DM 35,7 39 34 36,5 41,6 3,22 0,36 0,2 0,8 0,88
PTG? 48h, mL/g DM 595 66,4 584 63,1 685 4,47 0,32 0,03 0,03 0,55

PTG? 72h, mL/g DM 695 748 691 721 773 4,68 055 01 0,06 0,71

DIVMO4, g/kg 440,1 449,4 4399 444,7 4540 7,84 054 0,11 0,06 0,73
pH 6,71 6,75 6,71 6,73 6,73 0,01 0,25 0,002 0,40 0,45
NH3-N, mg/dL 11,7 8,07 854 959 941 0,69 0,02 0,001 0,06 0,06

1CON = Grupo controle; 2LIN = efeito linear; QUA = Efeito quadraditco; *PTG = Producéo total de

gases ; “DIVMO = Digestibilidade in vitro da matéria organica;



18° Congresso Interinstitucional de Iniciacao Cientifica — CIIC 2024

27,28 e 29 de agosto de 2024
ISSN: 2965-2812

Deste modo, os resultados indicam gque a inclusdo de probidticos na dieta de bovinos pode
otimizar a fermentacgdo ruminal e a digestibilidade da matéria organica. Doses moderadas de PBO1
e PBO2 mostraram-se eficazes em melhorar varidveis como PTG, pH e N-NHs;, além de aumentar a
producdo de AGVs. A menor concentracdo de N-NHz observada com o acrescimo de PBO na dieta
€ um efeito positivo pois indica uma menor desaminagéo de aminoacidos e com isso, possivelmente

um melhor aproveitamento deste pelos microrganismos.
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Tabela 3. Efeito da inclus@o de probiéticos sob a producéo de gas.

TRATAMENTOS Erro P- valores
TEM PBO1 PBO2 dzar?]réad?a PBO1 PBO2

CON? 1X 5X 1X 5X LIN2  QUA? LIN?2 QUA?
AGV! Total, mM 816 831 827 826 809 0,78 054 0,23 0,28 0,28
Perfil de AGV3, mol/100mol
Acetato 76,8 76,9 769 76,8 76,9 0,11 0,96 046 059 0,84
Propionato 15,0 149 148 149 15 0,09 0,48 065 0,88 0,50
Iso-butirato o7 078 078 0,78 0,78 0,01 0,67 097 0,72 0,62
Butirato 549 545 55 4,49 5,39 0,05 064 054 01 0,76
Iso-valerato o7 077 079 0,78 0,78 0,01 0,003 031 0,75 0,16
Valerato 1,19 1,19 122 121 1,20 0,01 0,122 0,44 092 0,25

Acetato : propionato 513 517 517 517 514 0,04 055 058 099 0,54

1CON = grupo controle :LIN = efeito linear; QUA = Efeito quadraditco; SAGV = Acidos graxos volateis;

Ademais, em doses de 1X do PBOL1 e dose de 5X do PBO2, foi observado um significativo
aumento da producdo de gases o que evidencia uma melhor capacidade de fermentagéo e
degradabilidade do contetdo ruminal. Os resultados satisfatorios em relagdo a produgéo de gases
concordam com os resultados encontrados por Lima (2021) em sua avaliacdo de diferentes aditivos
na alimentacao de bovinos criados a pasto. Isso sugere que a suplementa¢do com probioticos pode
ser uma estratégia eficaz para melhorar a eficiéncia alimentar e a satude ruminal em sistemas de

terminacao a pasto.
4. CONCLUSAO

Em uma dieta a base de forragem (100% feno de capim brachiaria), 0 aumento da PTG foi
detectado apenas apés 48 horas do processo de fermentagéo para o tratamento com PBO1, o que
nao se refletiu na DIVMO. Por outro lado, o PBO1 aumentou a PTG e a DIVMO na dose 5X. Em
relacdo a emissao de gases de efeito estufa, a inclusdo de PBO1 nado afetou a emissdo de CH. e
CO..

Deste modo, a inclusdo de probidtico na dieta de bovinos alimentados a base de forragens
de baixa qualidade pode melhorar certos aspectos da fermentacdo ruminal e da digestibilidade,
especialmente em termos de producdo de gas e parametros quimicos especificos, sem afetar
negativamente a producéo de gases de efeito estufa.
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