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RESUMO GERAL

O objetivo foi avaliar a dindmica da degradacdo da fibra em detergente neutro (FDN)
advindo de forragem em funcdo da suplementacdo com compostos nitrogenados em
caprinos. Foram realizados ensaios in vitro no Laboratdrio do Setor de Forragicultura do
Departamento de Zootecnia pertencente a Universidade Federal de Paraiba (UFPB),
Centro de Ciéncias Agrarias, no municipio de Areia/PB. No primeiro experimento
foram utilizados seis concentracGes de nitrogénio amoniacal (0, 5, 10, 15, 20 e 30
mg/dL) em meio de cultura de microrganismos ruminais contendo o feno de capim-
buffel como substrato. Para isto foi utolizado delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 6 x 9, com trés repeticdes. No segundo experimento foram
utilizadas cinco combinac@es entre nitrogénio ndo proteico (uréia) e proteina verdadeira
(caseina), em meio de cultura de microrganismos ruminais contendo o feno de capim-
buffel como substrato. As combinacBes foram determinadas a partir dos resultados do
primeiro experimento. Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 5 x 9, com trés repeticdes. No terceiro experimento foram utilizados
seis combinagdes diferentes de nitrogénio ndo proteico (uréia), proteina verdadeira
(caseina) e carboidrato ndo fibroso (amido) em meio de cultura de microrganismos
ruminais contendo o feno de capim-buffel como substrato. As combinagdes foram
determinadas a partir dos resultados do primeiro experimento. O delineamento foi o
inteiramente casualizado, no esquema fatorial 6 x 9, com trés repetices. Em todos 0s
experimentos 0s parametros avaliados foram: pH, concentracdo de amdnia,
concentracdo de proteina microbiana, concentracdo de acidos graxos volateis e
digestibilidade in vitro da FDN em 96 horas de incubagdo. Em todos os experimentos,
os residuos da incubacgdo foram avaliados em relagdo ao teor de FDN e analisados por
intermédio de modelo logistico ndo-linear. No primeiro ensaio, foi observado efeito
quadratico (P<0,05) para as concentra¢bes ruminais de acetato e propionato, com
aumento no nivel de N-NHj3. O tratamento com 15 mg/dL de nitrogénio amoniacal no
liquido ruminal, apresentou medias de 57,6 e 23,1 mM para acetato e propionato,
respectivamente, com ponto de maximo de 16,4 e 15 mg/dL de nitrogénio amoniacal no
liqguido ruminal. A adicdo da uréia elevou de 2,5 a 20,1% a taxa de degradacdo da
FDNpd em comparacéo ao tratamento sem adicdo de uréia e uma reducdo na estimativa
de laténcia discreta de 0,34 a 2,31 horas. A suplementacdo com uréia elevou em 2,6 a
20,1% a taxa de crescimento especifico de microrganismos. A degradacdo da FDN, ao
termino do ensaio de incubacdo, apresentou efeito quadratico com ponto de maxima
com 17,76 mg/dL de liquido ruminal. No segundo ensaio, a substituicdo da uréia pela
caseina em até 50% elevou em 17,42% a taxa de degradacdo da FDN potencialmente
degradavel (FDNpd) em comparacdo ao tratamento sem substituicdo. A taxa de
degradacdo da FDNpd decresceu nos tratamentos com 75 e 100% de substituicdo em
6,53 e 13,57%, respectivamente. O tratamento com 50% de substituicdo obteve uma
reducdo na estimativa de laténcia discreta de 1,31 horas em comparagdo ao tratamento
com 0% de substituicdo e uma reducéo de 2,7 horas em comparagéo ao tratamento com
100% de substituicdo. A substituicdo em até 50% de nitrogénio ndo protéico por
proteina verdadeira proporcionou um crescimento microbiano, em torno, de 16,1% mais
eficiente. A substituicdo da uréia pela caseina ndo afetou (P>0,05) as concentragdes de
acetato e propionato. No terceiro ensaio, o0 tratamento com 0% de PV apresentou um
valor mais elevado de proteina microbiana, 545,8 mg/L, enguanto o tratamento com
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100% de PV obteve o menor valor entre todos os niveis de substituicdo, 426,6 mg/L,
valor proximo ao tratamento sem adi¢cdo de compostos nitrogenados, 423,1 mg/L. A
substituicdo do NNP pela PV afetou (P<0,05) as concentracfes de acetato. A maior
concentracdo de AGVs Totais foi observada no tratamento com 100% de NNP. A
substituicdo do NNP pela PV em 100% provocou um decréscimo de 28,98% na taxa de
degradacdo em comparagéo ao tratamento sem com 0% de NNP. A adigdo da PV em
substituicdo ao NNP em 100% diminuiu em 29,02% a taxa de crescimento especifico de
microrganismos e em 8,86% a eficiéncia de crescimento microbiano sobre a FDNpd no
tratamento com 100% de PV. A utilizacdo de compostos nitrogenados, de forma geral,
otimizou a degradagdo da FDN do capim-buffel. No primeiro ensaio, o nivel 6timo de
nitrogénio amoniacal é de 17,76 mg/dL para uma maxima degradacdo da FDN. No
segundo ensaio, a proporcdode 50% de NNP e 50% de PV otimizou a degradacgédo da
FDN do capim-buffel. No terceiro ensaio, a utilizacdo de 100% de NNP como unica
fonte de composto nitrogenado, associado a uma fonte de CNF, no meio ruminal,
aumentou as concentracfes de acetato e concentracdo total de AGV, melhorando o
aproveitamento da FDN do capim-buffel.

Palavra-chave: carboidratos fibrosos, nitrogénio ndo protéico, microbiota ruminal,

proteina verdadeira, rimen
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GENERAL ABSTRACT

The objective was to evaluate the dynamics of neutral detergent fiber (NDF)
degradation from forage as a function of nitrogen supplementation in goats. In vitro
tests were performed at the Laboratory of the Forage Sector of the Department of
Animal Science belonging to the Federal University of Paraiba (UFPB), Center of
Agrarian Sciences, in the city of Areia/PB. In the first experiment six concentrations of
ammoniacal nitrogen (0, 5, 10, 15, 20 and 30 mg/dL) were used in culture medium of
ruminal microorganisms containing buffel grass hay with substrate. For this, a
completely randomized design was used, in a 6 x 9 factorial scheme, with three
replications. In the second experiment, five combinations of non-protein nitrogen (urea)
and true protein (casein) were used in culture medium of ruminal microorganisms
containing buffel grass hay as substrate. Combinations were determined from the results
of the first experiment. A completely randomized design was used in a 5 x 9 factorial
scheme with three replications. In the third experiment, six different combinations of
non-protein nitrogen (urea), true protein (casein) and non-fibrous carbohydrate (starch)
were used in culture medium of ruminal microorganisms containing buffel grass hay as
substrate. Combinations were determined from the results of the first experiment. The
design was completely randomized, in the factorial scheme 6 x 9, with three
replications. In all experiments the parameters evaluated were pH, ammonia
concentration, microbial protein concentration, volatile fatty acid concentration and in
vitro digestibility of NDF in 96 hours of incubation. In all experiments, the residues
from the incubation were evaluated in relation to the NDF content and analyzed by
means of a nonlinear logistic model. In the first assay, a quadratic effect (P<0.05) was
observed for the ruminal concentrations of acetate and propionate, with an increase in
the N-NHjs level. Treatment with 15 mg/dL of ammoniacal nitrogen in the ruminal fluid
presented mean values of 57.6 and 23.1 mM for acetate and propionate, respectively,
with a maximum point of 16.4 and 15 mg/dL of ammoniacal nitrogen in the ruminal
liquid. The addition of urea increased the degradation rate of NDFpd from 2.5 to 20.1%
compared to the treatment without addition of urea and a reduction in the discrete
latency estimate of 0.34 to 2.31 hours. Urea supplementation increased the specific
growth rate of microorganisms by 2.6 to 20.1%. The degradation of the NDF at the end
of the incubation test showed a quadratic effect with maximum point with 17.76 mg/dL
ruminal liquid. In the second assay, the substitution of urea by casein by up to 50%
increased the rate of degradation of potentially degradable NDF (NDFpd) by 17.42%
compared to treatment without substitution. The rate of degradation of the NDFpd
decreased in treatments with 75 and 100% substitution in 6.53 and 13.57%,
respectively. The 50% replacement treatment obtained a reduction in the discrete
latency estimate of 1.31 hours compared to the 0% replacement treatment and a 2.7 hour
reduction compared to the 100% replacement treatment. Replacement by up to 50% of
non-protein nitrogen by true protein provided a microbial growth of around 16.1% more
efficiently. Replacement of urea by casein did not affect (P>0.05) acetate and
propionate concentrations. In the third trial, treatment with 0% PV had a higher value of
microbial protein, 545.8 mg/L, while treatment with 100% PV had the lowest value
among all replacement levels, 426.6 mg/L of ruminal fluid, value close to the treatment
without addition of nitrogen compounds, 423.1 mg/L. Replacement of NPN by TP
affected (P<0.05) the concentrations of acetate. The highest concentration of total VFAS
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was observed in the treatment with 100% NPN. The substitution of NPN by TP in 100%
caused a decrease of 28.98% in the rate of degradation compared to the treatment
without 0% of NPN. Addition of TP in substitution to 100% NPN decreased the specific
growth rate of microorganisms by 29.02% and microbial growth efficiency over NDF in
the 100% TP treatment by 8.86%. The use of nitrogen compounds, in general,
optimized the degradation of NDF of buffelgrass. In the first test, the optimum level of
ammoniacal nitrogen is 17.76 mg / dL for maximum degradation of NDF. In the second
assay, the proportion of 50% NPN and 50% TP optimized the NDF degradation of
buffel grass. In the third trial, the use of 100% NPN as the only source of nitrogen
compound, associated with a source of NFC, in the ruminal environment, increased the
concentrations of acetate and total concentration of VFA, improving the use of NDF of
buffelgrass.

Keyword: carbohydrates, non-protein nitrogen, rumen, ruminal microbiota, true protein
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CONSIDERACOES INICIAIS

As plantas forrageiras sdo as principais fontes de nutrientes para 0s ruminantes
nos trépicos. Por serem ricas em carboidratos fibrosos, se tornam a principal fonte de
energia para estes animais. Entretanto, principalmente na época seca do ano, as
forragens apresentam baixo valor nutricional, com elevados teores de lignina e baixos
teores de proteina bruta, podendo limitar a digestdo da fibra no rimen. A eficiéncia na
utilizacdo dessa fonte de energia pode ser otimizada quando se estimula o crescimento
dos microrganismos fermentadores de carboidratos fibrosos.

Sabe-se que a maioria das espécies bacterianas ruminais podem utilizar aménia
para sintese de seus compostos nitrogenados, principalmente para as bactérias que
degradam os carboidratos fibrosos, visto que a amonia € essencial para seu crescimento.
Quando se estimula o crescimento desses microrganismos ocorre maior fermentacéo de
celulose e hemicelulose, tendo maior producdo dos &cidos graxos volateis, que sdo
utilizados como fonte de energia pelos ruminantes.

A populacdo microbiana do ramen é influenciada por varios fatores, inclusive
pela espécie hospedeira, entretanto, ainda é indefinida a concentracdo de nitrogénio no
rimen que otimize o processo de fermentacdo dos carboidratos fibrosos. Os trabalhos
realizados com este intuito foram feitos, em sua maioria com bovinos e ovinos, sendo 0s
trabalhos com caprinos escassos na literatura.

Ter o conhecimento dessa concentracdo de aménia no rumen de caprinos é de
suma importancia, pois permite utilizar de forma mais eficiente ndo s6 a forragem, mas
também as fontes de nitrogénio. Ao se determinar a concentracdo de amonia no rumen
dos animais para otimizacdo da digestdo da fibra, se evitara também, a utilizacdo em
excesso de fontes de proteina, diminuindo o custo na alimentagdo animal.

Sendo assim o0 objetivo deste trabalho foi avaliar as concentragdes de fontes de
nitrogénio no rumen necessarios para otimizar a digestdo da fibra de forragens e sua
dindmica em caprinos, promovendo o melhor aproveitamento de fontes de carboidratos

fibrosos e, dessa maneira, incrementando o desempenho animal.
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CAPITULO 1

APROVEITAMENTO DOS CARBOIDRATOS FIBROSOS PELOS
RUMINANTES DOMESTICOS
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INTRODUCAO

O rebanho de ruminantes no Brasil vem crescendo continuamente. O efetivo
bovino brasileiro representou cerca de 215,2 milhes de animais em 2015, com um
aumento de 1,3%° em relacéo ao ano anterior (IBGE, 2016). Segundo o IBGE (2016), o
rebanho nacional de caprinos, em 2014, alcangou 8,8 milhdes de cabegas, sendo 8,1
milhGes de cabecas sO na regido Nordeste (91,6% do rebanho brasileiro), enquanto o
rebanho ovino registrou em 2014 o numero de 17,6 milhdes de cabecas, das quais 10,1
milhdes estavam na regido Nordeste (57,5%) e 5,1 milhdes na regido Sul (29,3%).

Segundo Magalhaes et al. (2016), apesar da recente crise econémica e dos anos
seguidos de seca nas diferentes regides do Brasil, os rebanhos de caprinos e ovinos
aumentaram no pais nos ultimos trés anos. Porém, os produtores necessitam encontrar
alternativas para reducdo de custos, principalmente, com a alimentacéo do rebanho, para
que a atividade seja, cada vez mais, rentavel.

Os ruminantes apresentam algumas particularidades em relacdo ao trato
gastrointestinal, onde ocorre uma relacdo de simbiose com microrganismos ruminais,
que € responsavel pelo aproveitamento da fibra para obtencdo de energia. Como a fibra
representa a fracdo dos carboidratos de digestdo lenta ou indigestivel dos alimentos, ela
ocupa um maior espago no rimen e, em funcdo de sua concentracao e digestibilidade,
impbe limitagdes ao consumo de matéria seca. Devido a esta caracteristica € de
fundamental importancia conhecer os mecanismos envolvidos no aproveitamento da
fibra pelos ruminantes, uma vez que a maxima degradacdo da fibra favorece uma maior
taxa de passagem e taxa de digestibilidade e, consequentemente, um aumento do
consumo e melhora no desempenho.

Para se obter maior eficiéncia no processo de degradacdo da fibra pelos
microrganismos ruminais, € importante observar alguns aspectos, tais como:
caracteristicas da populacdo microbiana ruminal envolvida no processo de fermentagéo
dos carboidratos fibrosos; os mecanismos utilizados por estes microrganismos na
degradacdo como, adesdo ao substrato, tipo do substrato, complexo enziméatico que
catalisam a hidrolise dos componentes fibrosos; e a associacdo dos microrganismos com
suplementos energéticos ou nitrogenados, para maior crescimento microbiano e,

consequentemente, maior aproveitamento dos carboidratos fibrosos.
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Diante as consideracOes feitas, 0 proposito desta revisdo foi abordar as bases
tedricas da digestdo dos componentes fibrosos pelos ruminantes, com énfase na
anatomia dos ruminantes, populacdo microbiana envolvida na degradacdo da fibra,
utilizacdo de compostos nitrogenados, taxa de passagem e taxa de degradacdo da fibra

de forragens nos tropicos.

DIGESTAO DE CARBOIDRATOS FIBROSOS PELOS RUMINANTES

Os ruminantes evoluiram ha cerca de 55 a 36 milhdes de anos, no periodo
conhecido como Eoceno e representavam uma especializacdo dentro dos Artiodactilos,
uma ordem que contém as espécies ruminantes de maior importancia econdmica para o
homem, tanto na obtencdo de alimentos e vestuario, como também no trabalho para
forca motora, como no transporte e arado da terra. As espécies de maior interesse sdo 0s
bovinos, bubalinos, ovinos e caprinos (VAN SOEST, 1994; FERNANDEZ e VRBA,
2005).

Estas espécies de ruminantes evoluiram a partir de uma necessidade de
sobrevivéncia, onde a habilidade de ruminacdo, ou seja, a capacidade de regurgitar o
alimento consumido em pequenas porc¢des de bolo alimentar, de volta a boca, para fazer
uma segunda mastigacdo e, em seguida, degluti-lo definitivamente, visa a protecdo
contra predadores. 1sso porque quando estdo pastejando, estdo vulneraveis a ataques de
predadores e, por isso, necessitam consumir a maior quantidade de alimento em um
menor intervalo de tempo possivel. Com o desenvolvimento evolutivo, surgiram 0s
microrganismos pré-gastricos, que estdo alocados no rimen e sdo responsaveis pela
fermentacdo do alimento. Acredita-se que os pré-estbmagos tém evoluido do esdfago ou
regido cardiaca do estbmago (DEHORITY, 2002).

Os ruminantes domeésticos se enquadram na subordem Ruminantia que abrange
quase 160 espécies alocadas em seis familias diferentes (Tragulidae, Giraffidae,
Antilocapridae, Moschidae, Cervidae e Bovidae). Trata-se do grupo mais importante de
grandes mamiferos herbivoros terrestres. Além disso, eles sdo facilmente encontrados
na maioria dos continentes do mundo, com excecdo da Australia e Antartica
(FERNANDEZ e VRBA, 2005).
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No processo evolutivo, os ruminantes divergiram quanto ao habito de pastejo e,
como consequéncia, surgiram variacGes anatomo-fisiologicas nos compartimentos pré-
estdmacais (ramen, reticulo, omaso) e abomaso (estdmago verdadeiro). Essa diferenca
anatdmica influencia a seletividade e o aproveitamento das fracbes fibrosas nas
diferentes espécies de ruminantes.

E possivel classificarmos os ruminantes de acordo com seu habito alimentar,
existindo o grupo de consumidores de concentrados, seletores intermediarios e o0s
comedores de gramineas (HOFFMAN, 1988; CHURCH, 1993). Entre as espécies
domesticas de ruminantes mais exploradas no Brasil, podemos classificar os caprinos
como seletores intermediarios, os ovinos, bovinos e bubalinos como comedores de
gramas.

Os ruminantes consumidores de concentrados, alimentam-se predominantemente
de forrageiras dicotiledoneas lenhosas e ndo-lenhosas, tais como folhas de &rvores,
ervas, arbustos ou frutos silvestres. Os seletores intermediarios, como por exemplo, 0s
caprinos, consomem basicamente gramineas forrageiras monocotiledéneas. No entanto,
dependem muito da variacdo sazonal na disponibilidade de forragem. J& os bovinos
alimentam-se principalmente de gramineas de qualidade nutricional inferior, ricas em
fibra (PEREZ et al., 2014).

Ainda que caprinos, ovinos e bovinos apresentem certas caracteristicas em
comum, em relacdo ao habito de pastejo, isto ndo significa que ocorra uma competicdo
pelo mesmo nicho alimentar. Afinal, diferencas anatdmicas modificam a forma de
apreensdo do alimento. Caprinos, por exemplo, utilizam os dentes incisivos inferiores e
lingua para selecionar as folhas de melhor qualidade nutricional, enquanto os bovinos
utilizam, predominantemente, a lingua para apreender o alimento, sem que ocorra uma
selecdo mais rigorosa do alimento. Portanto, hd uma diversidade botanica da pastagem
consumida pelas difeentes espécies.

Através da avaliacdo comparada do pastejo alternado entre ovinos e caprinos,
Pereira Filho et al. (2007) concluiram que o pastejo realizado por ovinos reduziu a
disponibilidade de matéria seca de gramineas, enquanto o pastejo realizado por caprinos
diminuiu a disponibilidade das dicotileddneas herbaceas, conferindo assim habitos de
pastejo diferentes e evidenciando que as duas espécies ndo competem diretamente pelo

mesmo nicho alimentar. Destaca-se a preferéncia dos ovinos pelas gramineas, uma vez

24



que em &reas nativas e sob lotacdo continua e duradoura, os ovinos reduzem a presenca
das gramineas entre as espécies herbaceas (PAPACHRISTOU et al., 2005; PEREIRA
FILHO et al., 2013).

O habito de pastejo dos ruminantes ndao é sé influenciado pela forma de
apreensdo do alimento, mas também pelas diferencas anadtomo-fisioldgicas do sistema
digestivo de cada espécie. Como mencionado anteriormente, 0s ruminantes podem ser
divididos de acordo com a preferéncia do alimento (concentrado ou volumoso) e, para
que cada espécie consiga retirar energia destas diferentes fontes de alimentos, é
necessario que o sistema digestivo esteja adaptado para tal funcao.

O trato gastrointestinal dos ruminantes € um sistema complexo e dindmico, onde
se inicia na boca e termina no reto e anus. Cada espécie possui particularidades
anatomo-fisioldgicas, por exemplo, ovinos e caprinos apresentam uma maior retencdo
do alimento no intestino grosso, onde a retirada de 4gua é mais acentuada em relacdo as
espécie bovina. Essa caracteristica pode estar associada a um menor consumo de agua
pelos caprinos e ovinos em relacao aos bovinos (AGANGA, 1992; ALVES et al., 2007),
decorrente de uma melhor capacidade na utilizacdo da agua, provavelmente pelas
menores perdas de agua nas fezes e urina. Caprinos e ovinos contém menor teor de agua
nas fezes, entre 60 a 65%, quando comparadas com as fezes de bovinos, que apresentam
70 a 75% (ARAUJO et al., 2010).

Diferencas anatdbmicas no rumen entre as espécies de ruminantes podem
determinar o sucesso ou ndo no aproveitamento dos diferentes tipos de carboidratos
presentes nas dietas. Em espécies comedoras de gramas, como bovinos, existem pilares
mais espessos entre o rimen e o reticulo em comparacdo aos seletores de concentrado
(DYCE et al., 2004; MACHADO et al., 2015). Os pilares ruminais tém fundamental
importancia para as espécies comedoras de grama, uma vez que sdo responsaveis pela
ruminacdo e mistura do contetdo ruminal, que por, influencia dos pilares, estratifica a
dieta baseada em forragem, formando uma camada com grande quantidade de fibra
(NRC, 2007).

Essas adaptacdes em espécies comedoras de gramas favorecem um maior ataque
dos microrganismos ruminais ao substrato. Quando se trata de um alimento de menor
qualidade, este efeito € mais evidente, uma vez que as especies mais adaptadas ao

consumo de forragem conseguem aproveitar com mais eficiéncia este tipo de dieta.
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Gomes et al. (2013) determinaram o desaparecimento da matéria seca (MS) e da fibra
em detergente neutro (FDN) do bagaco de cana-de-agUcar em caprinos e ovinos e
observaram que a espécie ovina apresentou um maior tempo de colonizagdo, maior taxa
de degradacéo e degradabilidade efetiva da MS e FDN.

Os ruminantes com uma alta proporcdo de carboidratos fibrosos compondo sua
dieta basal, como por exemplo, bovinos e ovinos, apresentam maiores proporc¢des do
omaso em comparacdo as especies seletoras de concentrado, que, ao contrario,
apresentam omaso menor em relacdo ao reticulo, sendo esta uma caracteristica propria
em espécies seletoras de concentrado (CLAUSS et al., 2006).

O abomaso é o ultimo dos quatro compartimentos e considerado 0 esmago
verdadeiro, glandular, ou seja, apresenta um epitélio de revestimento com mucosa
repleta de glandulas secretoras de enzimas, como a pepsinogénio (inativo) e pepsina
(ativo), horménios como a gastrina, &cido cloridrico (HCI) e &gua. O abomaso de
espécies seletoras de concentrado e espécies intermediarias é relativamente maior em
comparacdo ao abomaso de espécies comedoras de gramas. Esta mudanca ¢é
fundamental para que espécies seletoras possam desdobrar as proteinas em péptidios
mais simples (oligopeptideos e aminodcidos), uma vez que espécies seletoras
consomem alimentos com maiores percentuais de proteina em comparacdo aos
comedores de grama.

O abomaso é formado pelas regides fundica, pilorica e corpo. Sua mucosa €
rugosa com proporcdo predominantemente glandular. O abomaso tem uma tunica
muscular mais fraca, mas, independentemente do peso corporal, as espécies seletoras de
concentrado possuem uma membrana mucosa que dobra a espessura em comparagdo
aos comedores de grama (AXMACHER e HOFMANN, 1988).

Além disso, hd uma segunda razdo importante para explicar a producéo de HCI
muito mais elevada na mucosa abomasal mais espessa de ruminantes seletivos: o0
sistema tanino-proteina complexado ndo digerivel. O tanino tem a capacidade de se
ligar a proteinas e a fibra, tornando essas fr¢des resistentes a digestdo. Os taninos
também podem fazer complexos com enzimas digestivas tornando-se inibidores de
enzimas devido a sua complexagdo com proteinas enzimaticas, tais fatos acarretam em
reducdo na fermentacdo ruminal (VITTI et al., 2005; SALLAM et al., 2010). Nessas
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espécies seletoras, componentes nao digeriveis sdo dissolvidos no ambiente acido do
abomaso (HOFMANN, 1989).

Ruminantes seletores intermediarios como 0s caprinos tém preferéncia por
dicotileddneas herbaceas, que representam, cerca de, 53% da dieta (PEREIRA FILHO
et al., 2007; SANTOS et al., 2008). Essas plantas, assim como, a maioria das
leguminosas forrageiras tropicais, apresentam significativos teores de taninos totais em
sua composicdo (ARAUJO FILHO e CARVALHO, 1998). Concentracdes elevadas de
taninos diminuem a digestibilidade de carboidratos fibrosos, uma vez que os taninos se
complexam com a parede celular da planta, impossibilitando o acesso das enzimas
bacterianas e prejudicando o processo digestivo, especialmente dos animais
consumidores de grama (PEREIRA FILHO et al.,, 2005). As espécies seletoras
intermediarias, que consomem uma consideravel quantidade de plantas taniferas,
apresentam adaptacGes como a secrecdo de substancias com alta afinidade por taninos,
como proteinas ricas em prolina (PRP), que inibem a acdo desses compostos fenolicos
(GUIMARAES-BEELEN et al., 2006).

Além dessas adaptacdes, ruminantes que consomem plantas com alto teor de
tanino apresentam microrganismos ruminais que degradam estas substancias como a
Klebsiella variicola, K. pneumonia (SHARMA et al., 2017), Streptococcus bovis
(MOSLEH et al., 2014) e Streptococcus gallolyticus (KUMAR et al., 2014). A presenga
de espécies com capacidade de degradar taninos pode ocasionar uma aumento na
degradacdo da forragem, Kumar et al. (2014) encontraram um aumento de 11% na
melhoria da degradagéo real in vitro de alimentos ricos em taninos na presenca de
cultura viva de Streptococcus gallolyticus, o que pode ser explorado como um
probidtico para ruminantes, visando uma melhoria na utilizacdo de nutrientes oriundos
de forragens contendo altos teores de taninos.

Os intestinos delgado e grosso sdo proporcionalmente maiores em especies
comedoras de gramas, pois este tipo de alimento possui menor qualidade nutricional, e
uma maior quantidade de fibra, precisando de mais tempo dentro do trato
gastrointestinal para uma maior absor¢do dos nutrientes devido a dificil digestdo destes
componentes, ocasionando uma menor oferta de nutrientes para o animal. Portanto,

intestinos mais longos aumentam a eficiéncia na absorgdo de nutrientes.
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Portanto, as diferencas anatomo-fisiologicos do sistema digestivo de ruminantes,
comedores de grama, sdo voltadas para a maxima eficiéncia no aproveitamento da fibra
presente nas forrageiras consumidas por estes animais. Estas diferencas como, por
exemplo, rimen mais robusto e com maior motilidade, maior tempo de retencao da fibra
nos compartimentos para a degradacdo microbiana visando uma melhor fermentacao
dos carboidratos fibrosos e trato intestinal mais longo, sdo algumas diferengas que
melhora o aproveitamento e digestibilidade da fibra.

Seletores intermediarios, como caprinos, apresentam a capacidade de
aproveitamento da fibra melhor em relagdo a qualquer ndo ruminante. Entretanto séo
conhecidos como menos eficientes que os comedores de grama para aproveitamento de
dietas com elevados valores de fibra, uma vez que apresentam um menor tempo de
retencdo da digesta para fermentacdo ruminal, por apresentar rimen e omaso
relativamente menores em relagdo ao tamanho corporal. Em contrapartida, necessitam
consumir partes de plantas com menos fibras e de melhor qualidade; despendem mais
tempo para ingestdo e selecionam particulas de menor tamanho em relacdo aos ovinos
(HADJIGEORGIOU et al., 2003). Seletores intermediarios, como o0s caprinos, também
apresentam abomaso e intestinos relativamente maiores em relagdo ao ramen,
aprimorando a digestdo carboidratos ndo fibrosos e componentes facilmente digestiveis
da parede celular, como a pectina. Nas condi¢cBes especificas para as quais estdo
adaptados, os selecionadores exibem maior digestibilidade do que espécies menos
seletivas (VAN SOEST, 1994).

DEGRADACAO RUMINAL DE CARBOIDRATOS FIBROSOS

Os carboidratos, de forma geral, sdo estruturas unidas por ligagdes glicosidicas,
alfa ou beta. Podemos classificar os carboidratos em fibrosos (celulose, hemicelulose) e
ndo fibrosos (amido e actcares) (CANIZARES et al., 2009). O tipo de ligacdo esta
relacionado com o mondmero correspondente a origem do carboidrato. Carboidratos
fibrosos, como a celulose, tém ligacdes glicosidicas P1-4 e, portanto ndo séo
prontamente digestiveis, ja que tais ligacOes dificultam o ataque dos microrganismos
degradadores de fibra (CARVALHO e PIRES, 2008). Por outro lado, o amido € um

carboidrato ndo fibroso, formado por dois polissacarideos, amilose e amilopectina, e
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possuem ligagoes glicosidicas tipo al-4 e tipo al-6, essas ligacbes ocorrem entre um
grupo hidroxila de um carboidrato com o grupo hidroxila de outro ou de um alcool.
Facilitando a degradacdo pelos microrganismos ruminais (KOZLOSKI, 2011; HALL,
2014).

Os carboidratos totais constituem cerca de 70 a 80% da dieta, uma vez que a
base nutricional para ruminantes é composta por forragens, as quais sdo formadas
principalmente por carboidratos fibrosos e uma pequena proporcao de carboidratos ndo
fibrosos (BERCHIELLI et al., 2012). S&o fundamentais para nutricdo de ruminantes
porque originam o0s &cidos graxos volateis (AGVs) no rimen (VARGA et al., 1998).
Através do processo fermentativo pelos microrganismos, sendo a principal fonte de
energia para ruminantes, atendendo até 80% de suas exigéncias diarias (BERGMAN,
1990; OWENS e GOETSCH, 1993).

Segundo  Goularte et al. (2011), as proporcbes molares de
acetato:propionato:butirato sdo varidveis, sendo encontrados relacfes de 75:15:10, em
dietas ricas em carboidratos fibrosos; até 45:40:15 em dietas ricas em carboidratos néo
fibrosos, com o total de AGVs entre 60 e 150 mM/mL de liquido ruminal. Com a
manipulagdo da fermentagdo ruminal, por meio de modificagdo da dieta fornecida aos
animais, torna-se importante conhecer os valores médios de AGV para animais de uma
determinada espécie uma vez que tais modificacBes alteram as relacdes ecoldgicas
complexas na microbiota do rumen (ZAMBOM et al., 2007; WEIMER, 2011).

Portanto, € muito importante conhecer as populacdes microbianas e suas acdes
sobre a degradagdo de carboidratos fibrosos, pois estes compreendem a fonte mais
econdmica e eficiente na alimentacdo de ruminantes criados nos trépicos. Entre os
principais carboidratos que compdem a parede celular, podemos destacar a celulose,
hemicelulose, pectina e lignina. Este ultimo, apesar de fazer parte da parede celular, ndo
€ um carboidrato e sim um composto fenolico (VAN SOEST, 1994). Os carboidratos
podem representar cerca de 90% do peso seco da parede celular da planta. A celulose
compde de 20 a 40% da parede celular, hemiceluloses de 15 a 25% e pectinas com
aproximadamente 30%, formando uma camada altamente organizada e dinamica, que
pode ser mais resistente ou mais maleavel conforme a maturidade da planta.

A hemicelulose é constituida principalmente por xiloglucanas (PAIVA et al.,

2009), que se unem a celulose, lignina e pectina por meio de pontes de hidrogénio,
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formando ligacOes cruzadas que d&o estabilidade a parede celular (WAKABAYASHI,
2000).

A lignina ndo é um carboidrato e sim um polimero fendlico formado a partir de
ligacbes éter ou bifenil, que bloqueiam a ativacdo hidrolitica e sdo geralmente
resistentes a acdo enzimatica bioldgica, realizadas por microrganismos. Entretanto,
alguns microrganismos anaerobicos sdo capazes de degradar parte dos compostos
fenolicos, principalmente as substancias fendlicas simples, enquanto as substancias
fenolicas condensadas sdo mais resistentes ao ataque de microrganismos anaerobicos,
assim, compostos fendlicos condensados sdo mais limitantes ao potencial maximo de
degradacéo da parede celular vegetal (VAN SOEST, 1994).

A pectina esta localizada principalmente na lamela média da parede celular da
planta. A parede celular é dividida em trés camadas principais: a lamela média, a parede
celular priméria e a parede celular secundaria (MULLER e PRADO, 2005). A pectina,
apesar de ser encontrada na parede celular de plantas, ndo apresenta comportamento
igual aos carboidratos fibrosos em relacdo a digestibilidade. Este carboidrato é
altamente degradavel no rimen; entretanto, apresenta uma tendéncia a manter o pH
ruminal mais elevado em relagdo aos alimentos energéticos tradicionais, que sdo ricos
em amido (VALENCA et al., 2016).

Entre os microrganismos que degradam carboidratos fibrosos podemos destacar
as bactérias celuloliticas, hemiceluloliticas, degradadoras de pectina e xilanas. Como
exemplo de bactérias celuloliticas, podemos destacar: Ruminococcus albus,
Ruminococcus flavefaciens, Bacterioides succinogenes, Butyrivibrio fibrisolveins,
Clostridiun lochheadii, Cillobacterium cellulosolvens, Clostridun longisporum;
Fibrobacter succinogenes e entre as bactérias hemiceluloliticas: Butyrivibrio
fibrisolvens, Prevotella  ruminicola, Bacterioides ruminicola, Eubacterium
xylanophilum, E. uniformis, Bacteroides ruminicola (OLIVEIRA et al., 2007). Em
relacdo as bactérias que degradam pectina podemos destacar: Bacteroides ruminicola,
Lachnospira multiparas, Peptostreptococcus sp., Ruminococcus flavefaciens, R. albus
(GRADEL e DEHORITY, 1972), Prevotella ruminicola e Butyrivibrio fibrisolvens
(DEHORITY, 1973; DUSKOVA e MAROUNEK, 2001).

Pode-se notar que as bactérias que degradam pectina sao as mesmas com

capacidade de degradar celulose e hemicelulose, com exce¢do da Lachnospira
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multiparas, que parece ter apenas afinidade para degradacdo de pectina. Tal fato pode
ser explicado pela posicdo da celulose na parede celular, ja que a celulose estd embutida
numa matriz complexa de hemicelulose e pectina (FLINT et al., 2008). Dessa forma, a
pectina s6 pode ser degradada ap6s 0s microrganismos atuarem sobre a celulose e a
hemicelulose.  As bactérias celuloliticas possuem a capacidade de degradar o0s
polissacéridos de matriz, tais como xilanos, mananos e pectinas, para acederem as
fibrilas de celulose, embora ndo necessariamente utilizem os produtos solubilizados, os
quais se tornam disponiveis a outros membros da comunidade através da alimentagéo
cruzada (OSBORNE e DEHORITY, 1989). A Succinivibrio dextrinosolvens também
tem a capacidade para degradacdo da pectina. Porém, apresenta caracteristicas
semelhantes aquelas que fermentam carboidratos ndo-estruturais.

As novas tecnologias para identificacdo de novas espécies ruminais tém
auxiliado, cada vez mais, a descoberta de microrganismos importantes na degradacéo da
fibra. Varios estudos moleculares tém possibilitado a identificacdo e a purificacdo de
enzimas degradadoras de celulose e outros carboidratos, ampliando o potencial de
aplicacdo pela industria (LIU et al., 2011; HESS et al., 2011; GONG et al., 2012).

O emprego das técnicas de sequenciamento de Ultima geracdo dentro da
abordagem metagendmica tem gerado muitas informac6es relevantes sobre a complexa
diversidade taxondmica e funcional das comunidades microbianas do rumen (SIMON e
DANIEL, 2011).

A diversidade de espécies bacterianas no rdmen € estimada em
aproximadamente 7.000. De acordo com um estudo sobre metataxondmica
(CHAUCHEYRAS-DURAND e OSSA, 2014), foram identificadas 5.271 unidades
taxondmicas operacionais (OTU’s) dentro de 19 filos, dos quais os mais frequentes
foram Firmicutes (56%), Bacteroidetes (31%) e Proteobacteria (4%). Mais de 90% das
sequéncias Firmicutes foram relacionadas a géneros da classe Clostridia, sendo as
familias mais comuns Lachnospiraceae, Ruminococcaceae e Veillonellaceae. Os
géneros predominantes incluiram  Butyrivibrio, Acetivibrio, Ruminococcus,
Succiniclasticum, Pseudobutyrivibrio e Mogibacterium. Dentro da classe Bacilli,
Streptococci foram os dominantes. No filo Bacteroidetes, a maioria das sequéncias foi
atribuida a classe Bacteroidia, representada principalmente pelo género Prevotella

(Prevotella ruminicola, Prevotella brevis, Prevotella bryantii e Prevotella albensis)
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A produgdo de ruminantes enfrenta cada dia mais desafios, seja na busca por
alimentos mais eficientes eque ndo sejam considerados alimentos nobres para
alimentacdo humana, seja na busca por novas tecnologias para mitigar os efeitos dos
gases que promovem o efeito estufa, como por exemplo, 0 metano entérico. Todos esses
fatores podem ser manipulados e melhorados com um conhecimento mais amplo da
complexa e diversificada populacdo microbiana existente no rimen. Os avangos nas
tecnologias de sequenciamento de DNA e bioinformética estdo trazendo uma maior
compreensdo dos ecossistemas microbianos, permitindo o estudo da diversidade
microbiana nas diferentes condi¢des nutricionais e de producdo. Compreender a funcao
do microbiota e sua interacdo com o animal hospedeiro servird de base para melhores
modelos simbidticos e estratégias que promovam menos perdas de energia entérica
(FIRKINS, 2010; MORGAVI et al., 2013).

Salienta-se que a importancia dos métodos moleculares fundamenta-se no fato
de que a maioria dos microrganismos ruminais ndo podem ser cultivados de acordo com
0s métodos microbioldgicos convencionais. Por exemplo, Stiverson et al. (2011)
verificaram grande abundancia de cinco OTU’s de microrganismos néo cultivaveis em
rimen de carneiros alimentados com 100% de feno, comparativamente a uma dieta
contendo 70% de feno e 30% de milho (Zea mays). As cinco OTU’s ndo cultivaveis
foram classificadas como pertencentes aos géneros Acetivibrio, Allobaculum da familia
Ruminococcaceae (ordem Clostridiales). O fato desses microrganismos apresentarem
abundancia comparavel a das espécies conhecidamente celuloliticas pode indicar se
tratarem de um grupo importante na digestdo ruminal das fibras.

Populagdes de varias bactérias ndo cultivaveis, como Ad-H1-14-1 (classificada
para 0 género Acetivibrio) foram significativamente mais elevadas nas fraccoes
aderentes do que nas fracgOes liquidas, indicando que podem estar associadas a
degradacéo da fibra (KIM e YU, 2012).

Segundo Shaw et al. (2016), as bactérias fibroliticos cultivaveis mais comuns
representam uma parte muito pequena do total das bactérias presentes no rimen, como
por exemplo F. succinogenes e R. flavefaciens (0,5 a 1%) e B. fibrisolvens e R. albus
(cerca de 0,03%). Estes mesmos autores também identificaram bactérias ndo cultivaveis
pertencentes as familias Clostridiaceae e Lachnospiraceae com abundancia comparavel

ao das principais espécies fibroliticas. Entre as bactérias ndo cultivadas pode-se destacar
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a Ad-H1-14-1, que pertence ao género Acetivibrio, que possui espécies celuloliticas
apenas, como A. cellulolyticus e A. cellulosolvens (MURRAY, 1986; JINDOU et al.,
2006). A Ad-H1-14-1 pode representar uma bactéria Acetivibrio que participa na
degradacéo da fibra no rimen e que encontra-se em maior numero quando se tem uma
dieta rica em fibras, revelando que algumas bactérias ndo cultiviveis podem ser tdo
importante como aquelas ja conhecidas.

Apos a degradacdo e fermentacdo de carboidratos da parede celular (celulose,
hemicelulose e pectina) formam-se pentoses (monossacarideos que tém 5 atomos de
carbono na molécula) como por exemplo xilose e arabinose, e também hexoses
(monossacarideos que tém 6 &omos de carbono na molécula), tais como glicose e
acidos urdnicos.

A celulose ¢ um carboidrato constituido por unidades de glicose. Apresenta
ligagdo glicosidica B (1- 4) que concede a molécula uma estrutura espacial linear, o que
possibilita a formacdo de fibras insolliveis em agua. A hidrélise total da celulose, por
enzimas celulases produzidas pelos microrganismos ruminais, resulta na formacdo de
glicose. A hemicelulose € representada, em cerca de 70% de sua estrutura, por cadeias
de arabinoxilanas e em menor quantidade por xiloglicanas e glicomananas. Devido a
esta heterogeneidade, sdo necessarios diferentes enzimas para hidrolisar as
hemiceluloses. As xilanases sdo capazes de hidrolisar ligagdes f-1,4 e produzir
oligbmeros menores, 0s quais poderdo ser hidrolizados & xilose pelas B-xylosidases
(DASHTBAN et al., 2009). As cadeias de hemicelulose também sdo formadas por
mondmeros de arabinose, onde a hidrolise da hemicelulose também resulta em
moléculas de arabinose (OGEDA e PETRI, 2010). A pectina, como é formada por acido
galacturdnico, resulta na formacdo de moléculas de galactose (hexose) e acido urénico,
que € um &cido carboxilico derivado por oxidacdo de uma aldose. Esta, que esta por sua

vez, € um monosacarideo que contém apenas um aldeido por molécula (Figura 1).
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Figura 1. Esquema da degradacdo de carboidratos estruturais pelas bactérias ruminais
(Adaptado de Van Soest, 1994).

De forma ampla, todos os polissacarideos sdo degradados até unidades menores,
como a glicose (monossacarideos), que sdo absorvidas pela célula bacteriana e séo
metabolizados a piruvato. Alguns compostos como pentoses e aldoses podem ser
transportadas para o interior da célula e convertido a piruvato e este, por fim, é
convertido em AGV.

A rota glicolitica de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) é a principal via de
metabolizacdo das hexoses em piruvato, onde o conversdo de um mol de hexoses resulta
em dois mols de piruvato, resultando no gasto de dois ATPs, pois ocorre as
fosforilagdes nas duas extremidades da hexose, e na formacdo de 4 ATP, com saldo
liguido de 2 ATP e 2 NADH,. No decorrer da via glicolitica, a glicose é fosforilada,
isomerizada a frutose, novamente fosforilada e clivada, originando duas trioses-fosfato
(gliceraldeido-3-fosfato), que sdo entdo, desidrogenadas e desfosfoforiladas até formar

piruvato (Figura 2).
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Figura 2. Rota Glicolitica de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)

Segundo Kozloski (2011), as pentoses também sao fosforiladas no interior da
célula bacteriana, formando pentose-fosfato, onde a menor parte, cerca de 25% séao
clivadas por uma fosfocetolase, produzindo acetil-P e com gasto de ATP, ocorre a
formacdo de acetato. Entretanto 75% das pentoses € convertida para frutose-6-fosfato
pelo ciclo das pentoses, rendendo 1,67 ATP e a formacao de piruvato.

A producdo dos diferentes tipos de AGV depende do tipo de carboidrato
fermentado e das espécies microbianas ruminais envolvidas no processo. Carboidratos
como celobiose e xilose produzem uma maior quantidade de acetato em comparacgao ao
propionato. A glicose, um mondmero de menor tamanho e produto final da degradacéo
extracelular, também favorece uma maior proporcdo de acetato. Por outro lado, a
maltose, produto da hidrdlise do amido, fornece maiores quantidades de propionato. Um
maior fornecimento e degradacdo de carboidratos fibrosos, em comparagéo aos

carboidratos ndo fibrosos, proporciona aumento do pH ruminal por varios motivos
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como, por exemplo, a maior producdo de saliva que chega ao rdmen, oriunda do
processo de mastigacdo, causando um efeito tamponante e favorecendo espécies de
microrganismos que degradam celulose e outros carboidratos fibrosos, cuja a producao

final é acetato (Figura 3).
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Figura 3. Proporcdes dos AGV em relacdo a atividade microbiana e pH (Adptado de
Church, 1993).

A proporcdo dos produtos finais da fermentagdo, ou seja AGVs, também esta
diretamente relacionado ao pH ruminal. Carboidratos de reserva ou ndo fibrosos, como
0 amido, tem uma maior e mais rapida taxa de degradacdo em compara¢do aos
carboidratos fibrosos e tais condi¢cdes favorecem uma diminuicdo do pH, aumentando
ainda mais a agdo de bactérias amiloliticas e diminuindo a acdo das bactérias
celuloliticas, de tal forma que aumenta a producdo de propionato.

UTILIZACAO DE FONTES DE NITROGENIO POR MICRORGANISMOS
FERMENTADORES DE CARBOIDRATOS FIBROSOS

As proteinas podem ser classificadas como proteina degradavel no rimen (PDR)
e proteina ndo degradavel no rimen (PNDR). A PDR sofre agdo enzimatica dos
microrganismos ruminais que utilizam os peptideos, aminoacidos e aménia para sintese
celular microbiana (SANTOS e MENDONCA, 2011). Essas proteinas podem ser
provenientes de fontes como o farelo de soja, farelo de algodao, caroco de algodéao e a

uréia, este ultimo como fonte de nitrogénio ndo proteico. Também podemos destacar
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outros alimentos alternativos como o farelo de amendoim, farelo de girassol, farelo de
gliten de milho também s&o alternativas de suplementagfo (Tabela 1) (GUIMARAES
etal., 2015).

Tabela 1. Teor de PDR e PNDR em relacéo ao teor de proteina bruta dos principais

alimentos proteicos utilizados na alimentagdo de ruminantes.

Alimentos PDR (%) PNDR (%)
Farelo de Algodéo 55,39 43,0
Gluten de Milho 36,0 60,13
Farelo de Soja 64,98 35,77
Uréia 283,17 -

Fonte: Valadares Filho et al. (2010)

Para determinacéo das fracdes PDR e PNDR, o modelo Cornell (CNCPS) divide
as proteinas em fracGes para melhor caracteriza-las. Podemos fracionar a proteina dos
alimentos nas seguintes divisdes: A (fracdo sollvel, NNP), Bl (fracdo soluvel
rapidamente degradada no rumen), B2 (fracdo insolivel, com taxa de degradacdo
intermediaria no ramen), B3 (fracdo insolGvel lentamente degradada no rimen) e fracéo
C, que é indigestivel durante sua permanéncia no trato gastrintestinal (PEREIRA et al.,
2010). Portanto, apenas as fracbes B1l, B2, e B3 contribuem para fornecimento de
aminoacidos e peptideos, tanto para as bactérias quanto para o ruminante hospedeiro.

Para os microrganismos degradadores de fibras, o fornecimento de compostos
nitrogenados € de fundamental importancia para crescimento celular bacteriano. A
amonia é a principal fonte de nitrogénio para os microrganismos e a fracdo A da
proteina é constituida por 100% NNP e que possui taxa de degradagdo ruminal maior
que 300%/h, onde é 100% degradada no ramen e transformada em aménia ruminal. As
fracOes B1, B2 e B3 possuem taxas de degradacédo ruminal diferentes, aproximadamente
de 100 a 350%/hora, 8 a 15%/hora e 0,08 a 1,3%/h, respectivamente.

Os requerimentos nutricionais de microrganismos que fermentam carboidratos
fibrosos séo, principalmente, amonia e acidos graxos de cadeia ramificada (isovalerato,
isoubutirato), que sdo de fundamental importancia para degradagdo de carboidratos,

uma vez que esses nutrientes sdo utilizados pelos microrganismos que degradam
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celulose e hemicelulose da parede celular dos vegetais para sintese de proteinas
microbianas (DEHORITY, 2003; OLIVEIRA, et al., 2007).

Sendo assim, a aménia é de fundamental importancia para o crescimento de
microrganismos que degradam os carboidratos estruturais, que € o principal componente
das forragens. A suplementacdo dos ruminantes, consumindo alimentos ricos em fibra
com fontes de nitrogénio, acelera o crescimento microbiano no rimen, principalmente
das bactérias fibrioliticas e, consequentemente, favorece a degradacdo da fibra
(FIGUEIRAS et al., 2010), melhorando a digestibilidade da forragem e disponibilizando
aos ruminantes maior aporte de energia.

As principais fontes de compostos nitrogenados para 0S microrganismos
ruminais sao as proteinas contidas nos alimentos e o nitrogénio ndo-proteico, na forma
de uréia, presente na saliva do ruminante ou fornecida na dieta.

A degradacdo das proteinas no rimen ocorre por enzimas extracelulares
produzidas pelos microrganismos. As proteinas sdo hidrolisadas a peptideos e
aminoacidos pelas enzimas proteases e peptidases, respectivamente. Os aminoacidos
liberados pela hidrdlise das proteinas sdo incorporados na célula dos microrganismos
para crescimento microbiano ou sd@o desaminados para producdo de AGVs com
producdo de amonia (Figura 4).
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Figura 4. Degradacéo proteica pelos microrganismos ruminais (Adaptado de Kozloski,
2011).
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As concentragdes de aménia no rumen dependem do tipo da proteina fornecida
na dieta. Alimentos com altas porcentagens de PDR tendem a proporcionar maiores
concentracdes de amdnia. Entretanto, os niveis de aménia podem sofrer uma rapida
elevacdo com adicdo da uréia na dieta. A concentracdo da amonia ruminal é importante
para melhorar as taxas de degradagao de alimentos mais fibrosos.

Existem na literatura varios trabalhos realizados para identificar a concentracéo
da aménia ruminal que é necessario para otimizacdo da fermentacdo dos carboidratos
fibrosos. Entretanto, a concentracdo ideal ainda & controversa e necessita de mais
estudos, sobretudo em pequenos ruminantes. Satter e Slyter (1974) recomendam
concentragdes minimas de 4 a 5 mg/dL de amdénia ruminal para que ndo ocorra
nenhuma deficiéncia na degradacdo da fibra. Mehrez et al. (1977) preconizam a
concentracdo de 23 mg/dL para atingir o potencial maximo para sintese de proteina
microbiana.

Van Soest (1994) recomenda valores ligeiramente superiores aos autores
anteriormente citados, onde preconiza valores por volta de 10 mg/dL para o adequado
crescimento microbiano sobre carboidratos e para degradacéo da FDN. Entretanto, Leng
(1990) preconiza concentracdes entre 10 a 20 mg /dL de amdnia ruminal para que se
maximize a degradagdo ruminal e o consumo de MS, respectivamente.

Segundo Sampaio et al. (2009), o teor minimo de proteina bruta na matéria seca,
para que 0s microrganismos do rimen tenham capacidade minimas para degradacdo da
fibra, € de 7%, que corresponde a uma concentra¢cdo minima de 6,24 mg/dl de amonia
ruminal. Valores inferiores ao proposto promovem mudancas no perfil da degradacéo da
fibra, aumentando a fracdo ndo degradavel, ocasionado pela deficiéncia nos sistemas
enzimaticos microbianos, responsaveis pela degradagdo da fibra (DETMANN et al.,
2011).

Detmann et al. (2009), com objetivo de definir dos parametros necessarios para
degradacdo ruminal da FDN de baixa qualidade e relacdo aos diferentes niveis de
suplementacdo com compostos nitrogenados, indicam 15 e 8 mg/dL como sendo valores
otimos de amonia ruminal para consumo e degradacdo da FDN, respectivamente., Os

autores atribuem esses resultados a uma melhor adequagdo da relacdo proteina
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metabolizavel/energia metabolizavel no ambiente ruminal, 0 que aumenta a ingestdo,
mesmo apos a degradacdo ruminal da FDN ter sido otimizada.

Pires et al. (2016) constataram uma melhora de 20% na taxa de degradacdo da
FDN para o nivel de aménia de 15mg/dl de liquido ruminal, em relacdo ao tratamento
sem amoénia no meio ruminal. Segundo Detmann et al. (2011), a melhora na taxa de
degradacdo da FDN esta atrelada a suplementagdo com compostos nitrogenados, uma
vez que 0S microrganismos presentes no ambiente ruminal sdo capazes de fazer uso
desses compostos para sintetizar enzimas fibroliticas.

A amonia livre é toxica para a maioria das espécies de mamiferos. Entretanto, os
ruminantes possuem adaptac@es fisioldgicas que permitem o aproveitamento da aménia
através dos microrganismos ruminais. A absorcdo da amdnia pelos microrganismos
ruminais € influenciada pela concentracdo da amoénia no rdmen, estimulando a
utilizacdo através das enzimas glutamina sintetase e glutamato sintetase (GS-GOGAT)
ou glutamato desidrogenase (GDH) (ERFLE et al., 1977; SANTOS e MENDONCA,
2011).

Os sistemas enzimaticos possuem diferentes K, para a amonia, sendo: Kn, (GS-
GOGAT) de 0,28mg de N-NHs/dl e Ky, (GDH) de 7mg de N-NH/dl (LIMA, 2010).
Quando a concentragdo de aménia ruminal é alta, predomina a acdo da GDH. Essa
enzima néo requer ATP para a fixagdo de amonia. Quando as concentragdes de amonia
ruminal sdo baixas, ocorre a predominancia do sistema enziméatico GS-GOGAT. A
amonia é fixada em um grupo amida da glutamina pela enzima glutamina sintetase,
utilizando o glutamato e com gasto de ATP. Apoés esta etapa, a glutamina transfere o
grupo amida para o a-cetoglutarato pela enzima glutamato sintase, formando glutamato.
A conversdo da amonia em glutamato é de fundamental importancia para as bactérias
ruminais que utilizam amoénia, uma vez que o glutamato participa como doador do seu
grupo amina, no alfa-cetoglutarato, gerando glutamina, em reacdes de transaminacao,
para a sintese dos demais aminoacidos bacterianos.

Visto que o rimen produz uma baixa quantidade de ATP, as vias de assimilacdo
dos nutrientes podem exercer grande efeito sobre a eficiéncia microbiana (CABRAL et
al., 2008). E como o ambiente ruminal produz pouco ATP, ocorre uma deficiéncia no

crescimento microbiano gerando efeitos deletérios em relacdo a degradacdo da fibra,
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uma vez que parte da energia que seria destinada para crescimento é utilizada no
processo de fixacdo de amonia (SANTOS e MENDONCA, 2011).

E importante salientar que os valores de concentracdes de aménia ruminal para
otimizacdo da degradacdo da fibra, anteriormente citados, foram estabelecidos para
bovinos. Em pequenos ruminantes, o comportamento da degradacéo da fibra é diferente
em relacdo aos bovinos. Por isso, 0 estudo das diferentes concentracbes de amonia
ruminal em pequenos ruminantes é importante. Alguns trabalhos demonstram que a
populacdo microbiana do ramen é influenciada pelo ambiente, pela dieta e pela espécie
hospedeira (SHI et al., 2008). Portanto, estudos que utilizam microrganismos ruminais
de bovinos podem ndo ser diretamente aplicaveis a pequenos ruminantes.

Os caprinos, por exemplo, ndo devem ser considerados modelos experimentais
em estudos de degradacdo da MS e da FDN para os bovinos (CAMPOS et al., 2006),
pois apresentam uma fisiologia ruminal e tratogastrointestinal diferenciados.

O fornecimento de fontes de energia na dieta para ruminantes parece ser
importante pois, ndo havendo disponibilidade adequada de carboidratos ndo fibrosos no
momento da liberacdo da aménia no rdmen, ela ndo sera aproveitada pelos
microrganismos ruminais, sendo absorvida pelo rumen e transportada para corrente
sanguinea. Posteriormente, € eliminada pela urina como uréia ou segue ciclo da uréia. A
sincronizacgdo entre as fontes de carboidratos ndo fibrosos e a amdénia ruminal pode
acarretar maximizacdo da eficiéncia microbiana e diminuicao da perda de N em forma
de amoénia e da energia dos carboidratos, promovendo melhoria na digestdo da fracédo
fibrosa (COSTA et al., 2015).

Entretanto, Souza et al. (2010) ndo encontraram melhorias na degradacéo da
FDN através da suplementacdo com amido. Segundo esses autores, a suplementacao
com nitrogénio aumentou a taxa de degradacdo ponderada prevista de FDN em 14,8 %,
enquanto que a suplementagdo com amido causou diminuicdo de 32,5 %. Outro aspecto
importante para ressaltar € que a suplementacdo com amido na auséncia de
suplementacdo nitrogenada ocasionou um aumento da fracdo de lenta degradacdo, ao
contrério do que foi observado quando se tem uma suplementacdo exclusivamente
proteica.

Segundo Tedeschi et al. (2000), se a energia fermentavel é o primeiro nutriente

limitante, a producdo de proteina microbiana é ditada pela energia, e ndo pelo N
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disponivel no rumen. Sendo assim, ndo haveria necessidade de reduzir o rendimento
microbiano. No entanto, se N for limitante, o rendimento microbiano é reduzido pela
diferenca entre a energia permissivel e o crescimento bacteriano permitido pela
proteina.

Além da ambnia ruminal e energia, as popula¢des microbianas responsaveis pela
degradacdo da fibra precisam de aminoacidos, uma vez que estes nutrientes séo
fornecedores do esqueleto carbénico, formados pela degradacdo do mesmo e,
juntamente com amonia gerada pela hidrdlise da uréia, sdo utilizados para a sintese de
proteina microbiana (RIBEIRO et al., 2014). Por isso, dietas com adequadas propor¢des
de proteina verdadeira e nitrogénio ndo proteico, sdo fundamentais para uma
maximizacdo da degradacdo do componente fibroso da dieta.

Oh et al. (2008), com objetivo de investigar os efeitos dos diferentes niveis de
proteina bruta na dieta (12,2 e 15,9% de PB) em diferentes degradabilidade (23,4 e
62,1% da proteina dietética era degradada na fermentacdo ruminal), avaliaram as
concentracdes de aminoacidos livres, amonia e acidos graxos de cadeia ramificada no
conteddo ruminal e constataram que a amdnia ruminal foi aumentada pelo maior nivel
de proteina na dieta. Assim, com o aumento da degradabilidade ruminal da proteina,
elevou-se a protedlise e, consequentemente, os niveis de aminoacidos livres. Além
disso, houve maior producdo de isovalerato e outros AGVs de cadeia ramificada, que
sdo importantes para sintese de proteina dos microrganismos que degradam fibra.

Segundo Detmann et al. (2011), os valores maximos encontrados para a FDN
potencialmente degradavel e eficiéncia microbiana foram conseguidos quando a relacéo
foi 75% de nitrogénio ndo proteico e 25% de proteina verdadeira. Estes autores
observaram ainda que o balanceamento do suplemento proteico otimizou a degradacgédo
da FDN de forragem de baixa qualidade para bovinos.

Qunado foi avaliado o efeito da substituicdo do nitrogénio ndo proteico por
proteina verdadeira sobre a degradacdo ruminal in vitro da fibra em detergente neutro de
forragem de baixa qualidade em caprinos (SANTOS et al., 2016) a proporc¢do de 50%
de nitrogénio ndo proteico e 50% de proteina verdadeira elevou em 17,42% a taxa de
degradacdo da FDN potencialmente degradavel.

Possivelmente, a melhora na taxa de degradacdo, na elevacdo da fracdo

potencialmente degradavel da FDN e no aumento no crescimento microbiano em
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ambientes com propor¢des adequadas de fontes de nitrogénio ndo proteico e proteina
verdadeira se deve ao maior aporte no fornecimento de aminoacidos de cadeia
ramificada, a exemplo dos estudos anteriormente citados, onde a suplementacdo da
proteina verdadeira foi realizada com a caseina, rica em tais aminoacidos de cadeia
ramificada, como a leucina, isoleucina e valina (HARAGUCHI et al., 2006). A
suplementacdo é importante, uma vez que peptideos e aminoécidos precisam ser
deaminados para que 0S microrganismos ruminais produzam os aminoacidos de cadeia
ramificada.

A degradacdo da leucina, isoleucina e valina pelas bactérias que realizam
atividades desaminativa, acarreta na conversdo de acidos graxos volateis de cadeia
ramificada isobutirato, isovalerato e 2-metilbutirato, os quais sd@o nutrientes importantes
para 0s microrganismos que degradam carboidratos fibrosos (DEHORITY et al., 1967;
KOZLOSKI, 2011).

Segundo Tedeschi (2001), o total de proteina que chega ao rimen, oriunda dos
alimentos consumidos e também da saliva (mucina), sdo atacado pelos microrganismos
ruminais que realizam a deaminagao destas proteinas liberando aminoacidos de cadeia
ramificada (leucina, isoleucina e valina). Em seguida, estes aminoacidos sdo
convertidos em é&cidos graxos volateis de cadeia ramificada, por meio de bactérias
proteoliticas, que utilizam principalmente aminoacidos como substratos energéticos.
Bactérias celuloliticas ou fibroliticas que utilizam os acidos graxos volateis de cadeia

ramificada sintetizam novamente a leucina, isoleucina e valina intracelularmente.

CINETICA DA DEGRADACAO DA FIBRA EM DETERGENTE NEUTRO DE
FORRAGEIRAS TROPICAIS

A obtencdo de nutrientes pelos ruminantes comega em um processo fermentativo
sofrido pelas forragens consumidas, onde a parede celular das plantas é quebrada e
transformada em energia para o animal. Em regides tropicais, 0 processo de
fermentacdo destas partes celulares sofre modificagdes, uma vez que séo verificadas
uma elevada taxa de crescimento e producdo de matéria seca, em virtude da maior
eficiéncia na fixacdo de carbono (C4), conferindo altas proporcdes de caule e de feixes

vasculares das folhas em relagdo as gramineas temperadas (C3) (CABRAL et al. 2004).
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Estas caracteristicas das forrageiras tropicais conferem algumas particularidades, como
por exemplo, maior consumo da FDN, maior fermentagdo de carboidratos fibroso e
consequentemente, maior producdo de acetato (SANTANA NETO et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2013).

O processo de fermentacdo (degradacdo) dos componentes fibrosos da dieta
inicia-se com o processo de aderéncia bacteriana e colonizacéo das particulas (Figura
5), estabelecendo biofilmes, que sdo comunidades de bactérias envoltas por substancias,
principalmente por mono ou dissacarideos, produzidas pelas proprias bactérias na
degradacdo enzimatica extracelular de compostos mais complexos, como a celulose e
hemicelulose. Dessa forma, o biofilme fornece um continuo suprimento de nutrientes
para 0s microrganismos pela acdo concentrada das enzimas em um pequeno ponto e
impede que os nutrientes fiquem dispersos no ambiente ruminal. O biofilme, além de
conferir suporte nutricional, também proporciona & comunidade bacteriana protecao
contra engolfamento pelos protozoarios e protecdo contra agentes antibacterianos, por
exemplo, bacteriofagos (MCALLISTER et al., 1994; MIRON, 2001; KOZLOSKI,
2011). Assim, os biofilmes fazem com que a comunidade de bactérias permaneca por

mais tempo no rimen em relacdo aos microrganismos ndo aderidos.
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Figura 5. Representacéo esquematica da colonizacdo de uma particula de alimento pelas
bactérias ruminais (MCALLISTER et al., 1994).

Podemos observar, na Figura 5, que as bactérias associam-se a particula do
alimento de forma aleatdria ou através de atracdo quimica. Em seguida, as bactérias
aderem & particula de alimentacdo pelo glicocélice bacteriano, que tem a funcéo de

reconhecimento entre células e h4 adesao celular por proteinas de ligacdo. As bactérias
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primérias, tais como F. succinogenes, R. albus e R. flavefaciens, se multiplicam geram
erosdes na superficie da particula de alimento, liberando nutrientes solGveis e atraindo
colonizadores secundarios. Em seguida, colonizadoras primarias e secundarias se unem
para formar um biofilme mais estruturado, otimizando a digestdo das particulas e
concentrando os produtos da degradagdo no interior do biofilme. Os biofilmes séo
formados por populagdes microbianas morfologicamente diversas. Uma Unica espécie
microbiana seria incapaz de produzir um conjunto de enzimas necessarias para digerir
0s mais variados tecidos das plantas. Por¢des do biofilme dissociam-se das particulas de
alimentacdo para associar e colonizar as particulas de alimentos recém-ingeridas. Outras
porcdes permanecem ligadas as particulas de alimentacdo e passam do rimen para 0s
préximos compartimentos, onde serdo fontes de aminoacidos para o animal hospedeiro
(MCALLISTER et al., 1994).

A aderéncia e, consequentemente, colonizacdo bacteriana na particula do
alimento é dependente de alguns fatores como, por exemplo, a espécie bacteriana e suas
diferentes taxas de crescimento, bem como, algum fator que altere o funcionamento do
glicocalice. A superficie do substrato também interfere na adesdo microbiana com a
auséncia ou ndo de cuticula de protecdo da parede celular ou compostos secundarios,
como tanino. Por Gltimo, o ambiente ruminal tem forte influéncia sobre a adeséo e o pH
€ um dos principais fatores neste aspecto. Farenzena et al. (2014) conduziram um
experimento para avaliar a influéncia do pH na adesdo, degradacdo e atividade
enzimatica e observaram que a atividade maxima da enzima fibroliticas e adesdo
microbiana se deu em pH 6,0. Valores inferiores a 6,0 ou acima de 7,0 sdo prejudicais a
adesdo e, consequentemente, a degradacao da fibra.

Apds a aderéncia, os polissacarideos sdao degradados no rdmen por meio de
sistemas enzimaticos chamados celulossomas, 0s quais estdo relacionados a membrana
das bactérias por uma glicoproteina de dominio ndo catalitico, que ligam o complexo
enzimatico com a parede celular bacteriana (XIMENES e FELIX, 2008). Os
celulossomas também auxiliam na aderéncia microbiana.

O celulossoma foi inicialmente mencionada para descrever o0 complexo
enzimatico liberado pela bacteria C. thermocellum, encontrada no radmen. Até os dias
atuais, € usado para descrever outros complexos enzimaticos com atividade de

degradacéo de carboidratos fibrosos de outros microorganismos que possuem a mesma
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estrutura, proteina estrutural e subunidades cataliticas unidas por dominios especificos
(KARPOL et al., 2013).

Segundo Farenzena (2010), pouco se conhece sobre a estrutura do celulossoma
de uma bactéria ruminal, mas acredita-se que o complexo enzimatico assemelha-se entre
as bactérias celuloliticas. Apesar da C. thermocellum ter sido isolada no ramen de
caprinos (CAMARGO, 2013) estas bactérias ndo pertencem as espécies mais
importantes e ativas na degradacédo da fibra em ruminantes domésticos. Por outro lado,
celulossomas ja foram descritos a partir do Ruminococcus albus (OHARA et al., 2000)
e Ruminococcus flavefaciens (JINDOU et al., 2008).

Embora os estudos moleculares para observacdo de genes responsaveis pela
producdo de enzimas associadas ao celulossoma encontram-se no inicio, 0 nimero de
variantes de celulossoma no ambiente ruminal parece ser muito maior do que foi
descrito até agora. Isso pode ser crucial para proporcionar uma diversidade na
capacidade de degradacdo dos carboidratos fibrosos encontrados no rumen (BAYER et
al., 2008).

Assim como as proteinas, os carboidratos sdo classificados de acordo com sua
biodisponibilidade e taxa de degradacdo. O CNCPS (Cornell Net Carbohydrate and
Protein System) tem uma classificagdo que visa uma melhor caracterizacdo das
diferentes fracdes, visando um melhor entendimento e suporte para as formulacgdes de
racdes, apresentado equacBes que estimam as taxas de fermentacdo e de passagens dos
carboidratos pelo trato digestivo (GONCALVES et al., 2001; PEREIRA et al., 2010).

De acordo com Sniffen et al. (1992), os carboidratos totais podem ser
subdivididos na fracdo A, correspondente a fragdo sollvel, constituida de agucares de
rapida degradacdo no rimen; a fracdo B1 é composta de amido e pectina, esta Ultima
apesar de ser constituinte da parede celular vegetal, apresenta um comportamento
similar aos carboidratos de reserva ou ndo fibrosos; na fragdo B2 corresponde a por¢édo
digestivel da parede celular, como a celulose, hemicelulose disponiveis de acordo com
as taxas de passagem e degradacdo; e na fracdo C, que corresponde a fracdo ndo
degradavel da parede celular.

Como mencionado anteriormente, estas fracdes apresentam diferentes taxas de
degradacdo e fermentacdo de 100, 75 e 20%, para as fragdes A, Bl e B2 dos

carboidratos, respectivamente, como a fracdo C é a parte indigestivel da parede celular,
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o valor é considerado de 0%. Sabendo que os carboidratos, sejam eles fibrosos ou néo,
constituem a principal fonte de obtencdo de energia para o crescimento microbiano,
resultando em um maior aporte de aminoacidos para 0s ruminantes, em virtude do
aumento da proteina microbiana, as proporcdes de suas respectivas fracdes, bem como
as taxas de degradacdo e digestdo entre e dentro de alimentos podem afetar o
suprimento de proteina microbiana ao intestino delgado e, consequentemente, interferir
no desempenho animal (COSTA et al., 2015).

Para demonstrar a qualidade das mais variada fontes de carboidratos, varios
estudos tém sido realizados com o intuito de corroborar o valor nutricional por meio do
fracionamento dos carboidratos em diferentes tipos de alimentos, nas mais variadas
situacoes.

Nas regides dos tropicos e regides semiaridas, a disponibilidade de energia para
ruminantes pode ser limitada em longos periodos no decorrer do ano, restringindo o
consumo, ndo sO pelas caracteristicas quimicas, fisicas e anatdmicas das forrageiras,
mas também pela diminuicdo da oferta de alimento (MUNIZ et al., 2011). Estes mesmo
autores determinaram as fracfes de carboidratos de alimentos volumosos secos e
umidos de regides tropicais e semiéridas e encontraram alto teor de fracdo C para o feno
de juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) e de morord (Bauhinia cheilanta). Dessa forma,
foi verificada interferéncia na cinética de degradacdo ruminal dos carboidratos e, dentre
as forrageiras nativas do nordeste brasileiro, 0 mata pasto (Senna uniflora) apresentou a
melhor taxa de fermentacdo, com valor para fracdo A+B1 elevado, superior ao do feno
de feno de juazeiro e de mororé e menor valor de fracdo C em relagdo a todos os fenos
de especies do nordeste brasileiro.

Valores elevados das fracbes A/B1 dos carboidratos, aumenta a disponibilidade
de energia para os microrganismos fermentadores de carboidratos nao fibrosos e
fibrosos, uma vez que estas fragdes sdo compostas pelos carboidratos de rapida
fermentacdo. Enquanto maiores proporcdes da fracdo B2, fracdo potencialmente
degradavel, pode maximizar o crescimento microbiano, principalmente microrganismos
que utilizam carboidratos fibrosos (MUNIZ et al. 2011).

Pereira et al. (2010) observaram que a fracdo C, em detrimento da fracdo B2 dos

carboidratos, apresentou valores elevados para Juazeiro e Sabid, conferindo
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indigestibilidade dos carboidratos estruturais desses alimentos, acarretando menores
ingestdes voluntarias.

E importante ressaltar que alimentos com elevados valores das fracdes A e Bl
sdo considerados como fontes de energia de rapida utilizacdo, estimulando o
crescimento de microrganismos ruminal. Esta energia (carboidratos ndo fibrosos) em
sincronia com o fornecimento PDR tem um efeito importante sobre os produtos finais
de fermentacdo e é benéfica para producdo animal pelo melhor aproveitamento da
fracdo B2, uma vez que 0S microrganismos responsaveis pela degradacdo dos
componentes fibrosos de lenta degradagdo utilizam amonia para multiplicacéo celular.
Negréo et al. (2014) constataram que a adigdo de carboidratos das fragdes A e Bl
melhora as propor¢des entre carboidratos, bem como o0s parametros cinéticos de
degradacdo ruminal da matéria seca, proteina bruta e fibra em detergente neutro do
capim-braquiéria.

Entretanto, forrageiras tropicais tendem a conferir um maior teor de partes
indigestivel da fibra. Essa condicdo favorece um aumento da replecdo no rdmen,
favorecendo, assim, uma maior sensibilizacdo dos receptores de tensdo (mecanicos) que
aumenta o numero de contragdes de ruminacao (LEEK, 1993) e resulta em uma taxa de
passagem mais elevada e, consequentemente, a uma menor degradabilidade da fibra
(BEZERRA et al., 2004; RIBEIRO, 2009). E importante ressaltar que a taxa de
passagem (Kp) e a taxa de digestdo (Kd) sdo responsaveis, em sincronia, pelo
esvaziamento do contetdo ruminal. Assim, é necessario estudar os efeitos combinados
da digestdo e da taxa de passagem para maximizar o consumo de nutrientes digestiveis
(SILVA, 2013).

A taxa de passagem refere-se ao fluxo de residuos ndo digeridos e indigestiveis
através do trato digestivo em determinado tempo (VAN SOEST, 1994), enquanto a taxa
de digestdo ou degradabilidade refere-se ao material digerido em determinado tempo. A
degradabilidade da FDN esta diretamente relacionada com a concentracdo de celulose e
parte da hemicelulose e inversamente relacionada com a taxa de lignificacdo, ou seja,
quanto maiores os teores de lignina e compostos fenolicos (que impedem a atuacéo
microbiana na digestdo da parede celular), menor sera a degradabilidade da FDN. Tais
efeitos sd0 mais acentuados com o aumento da idade fisiologica da planta
(DESCHAMPS, 1999).
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Em dietas ricas em fracGes da fibra potencialmente ndo degradaveis, seria
desvantajoso para um animal com um maior volume rumino-reticular consumir uma
dieta relativamente rica nessas fragdes. Um menor consumo implicaria em um lento
processo de enchimento do rumen e reduziria significativamente a eficiéncia da
fermentacdo da fibra. Ndo obstante, o preenchimento mais eficiente e mais rapido do
rimen seria vantajoso para um animal com uma dieta relativamente rica em fracoes da
fibra potencialmente ndo degradavel. Com isso, o conteudo celular da planta seria
digerido mais rapidamente e uma maior taxa de passagem da parede celular lignificada
seria vantajosa para o animal. Contudo, deve ser propenso a obter uma dieta
relativamente alta em contetdo celular e ndo despender tempo e energia processando
lignina e celulose (LEITE e CALVACANTE, 2005).

Muniz et al. (2012) avaliaram as caracteristicas das estimativas dos parametros
relativos a cinética de degradacdo ruminal da FDN dos fenos de forrageiras nativas,
como mata pasto, juazeiro e morord e concluiram que as referidas espécies forrageiras
podem limitar o consumo de matéria seca e da FDN, devido aos menores valores para as
taxas de passagem no feno de juazeiro. Para uma taxa de passagem mais elevada, o
menor valor de consumo foi relacionado ao feno de mata pasto. As forrageiras nativas
também apresentaram uma maior replecdo ruminal em comparacdo aos alimentos mais
usuais (milho, tifton 85 e aveia).

Bezerra et al. (2010) avaliaram a cinética da degradacdo ruminal do feno de
cinco espécies forrageiras nativas do semiarido paraibano: orelha de onca
(Macroptilium Martii Benth), amor de vaqueiro (Desmodium canum), feijdo bravo,
mani¢oba (Manihot Epruinosa) e imburana de camb&o (Camniphora leptophloes) e
observaram que o feno de manicoba apresentou maior valor médio da fracdo
potencialmente degradavel da FDN. Os fenos de manicoba e orelha de onca
apresentaram um menor percentual da fracdo ndo degradavel entre as forrageiras
avaliadas. O feno de manicoba e feijdo bravo apresentaram uma degradabilidade
potencial e degradabilidade efetiva (2-5%/h) da FDN superior as demais forrageiras.

A degradabilidade da FDN de algumas espécies exdticas é superior a
degradabilidade encontrada em forragens nativas da Caatinga. Entretanto, para as
condi¢cbes semidridas, essas forragens exoticas apresentam dificuldades para se

desenvolverem e, desta forma, prejudicam o cultivo e a utilizagdo na alimentacdo de
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caprinos e ovinos. Um dos aspectos determinantes para essa ndo utilizacdo € a
irregularidade na distribuicdo da chuva, o que prejudica ou até impossibilita o seu
cultivo. Ja as forragens nativas sobressaem-se neste ponto, pois suportam periodos
prolongados de estiagem (BEZERRA et al., 2010).

Os resultados acima corroboram aqueles observados por Araujo Filho (2008).
Esses autores avaliaram a qualidade do feno de mata-pasto (fase fenoldgica de floragdo
e frutificacdo), morord e de sabia por meio da cinética de degradacédo in situ, e ndo
encontraram diferenca na taxa de degradacéo nas diferentes fases fenoldgicas do mata-
pasto. Entretanto, foi encontrada diferenca para degradabilidade efetiva para taxa de
passagem de 2%/hora, ondeo feno de moror6 apresentou a menor taxa de degradacéo
(2,64%/hora).

Segundo Araujo Filho (2008), as maiores taxas de degradacédo para os diferentes
estados fenoldgicos do mata-pasto em relacdo ao feno de moror6 se devem as menores
propor¢cdo de FDA. O morord, além de apresentar cerca de 88% das fracbes da fibra
potencialmente ndo degradavel, apresentou teor mais elevado de tanino (5,4%), o que
dificulta a acdo dos microrganismos que atuam na degradacdo ruminal. Forrageiras
como o morord, que tem uma lenta degradacdo da parede celular, ou seja, menor
qualidade nutricional apresentam menores taxa de degradacdo e de passagem,
prejudicando o consumo de matéria seca (MERTENS e ELY, 1982; VAN SOEST,
1994).

Embora, algumas, forrageiras da Caatinga possam limitar o consumo e,
consequentemente, alterar a taxa de passagem e digestibilidade de certos nutrientes, é de
fundamental importancia buscar alternativas que viabilizem a criacdo de pequenos
ruminantes na Caatinga, maximizando a taxa de passagem e a digestibilidade das
fracOes fibrosas.Isso porque, na maior parte do ano, o contetido de fibra na Caatinga é
elevado, salvo alguns meses do ano onde ocorrem a rebrota das plantas e a
disponibilidade de material mais jovem no més de marco, periodo que coincide com
maior precipitacdo pluviométrica. Santos et al. (2009) observaram decréscimo no teor
da FDN do pasto durante a transicdo da estacdo seca para a chuvosa, onde a menor
variacdo nos teores de FDN ocorreu entre os periodos de avaliagdo, com media em

torno de 60%, exceto no més de margo, que foi de 54,8%. Nota-se, claramente, a
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importancia da melhoria no aproveitamento da FDN quando se tem a Caatinga como
recurso forrageiro basal.

Santos et al. (2009) avaliaram o periodo de colheita das amostras e
comprovaram o efeito significativo benéfico sobre a degradabilidade potencial, taxa de
degradacdo da fracdo potencialmente degradavel da fibra (Kd) e sobre a degrabilidade
efetiva da fibra em detergente neutro a 2 e 5%/hora. Segundo os autores, esse efeito
possivelmente esteve relacionado as mudangas na composicdo botanica e quimica da
vegetacdo ao longo do periodo experimental, afetando as espécies presentes na area, e
as partes da planta que estariam disponiveis a selecdo dos animais para composi¢do de
sua dieta.

No decorrer do ano, a composicdo botanica da Caatinga sofre grandes
modificacdes e, em resposta ao efeito desta situacdo, ocorre também uma variacdo na
disponibilidade e qualidade da dieta. E preciso buscar alternativas para atenuar estas
mudangas e reduzir o impacto causado na producéo de pequenos ruminantes criados em
area de Caatinga.

Visando buscar alternativas para melhorar o aproveitamento da FDN
proveniente do capim-buffel, muito utilizado em sistema de produgdo de ruminantes,
Detmann et al. (2009) determinaram que a otimizacdo da taxa de degradacdo da FDN
ocorre a partir da concentragdo de 8mg/dl da aménia ruminal.

Com o objetivo de avaliar a cinética ruminal dos fenos de malva preta, malva
branca e mata-pasto, forrageiras nativas da Caatinga, bem como avaliar o desempenho
de cordeiros, Benicio et al. (2011) observaram que as taxas de degradacdo da fracdo
potencialmente degradaveis da MS das espécies estudadas foram semelhantes entre si,
de 5,96; 4,93 e 3,73, respectivamente para malva branca, malva preta e mata-pasto.
Quando avaliaram o consumo de malva branca, mata pasta e um combinado entre as
duas espécies mais uma suplementacdo concentrada em todos os tratamentos, oS
mesmos autores observaram um consumo maximo de 366g/dia para o tratamento com
mata-pasto mais concentrado. Estes valores estdo abaixo do recomendado pelo NRC
(2007), que preconiza o consumo de 900 g/dia para ovinos desta categoria. Nota-se que
o fornecimento de concentrado energético foi de 200g/dia para todos os tratamentos e

podemos concluir que os animais substituiram o consumo da forragem pelo
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concentrado, uma vez que as reais necessidades nutricionais ndo foram atendidas para
um melhor processo fermentativo ruminal.

Em situacdes onde ha limitacdo na oferta de alimento ou uma oferta de baixa
qualidade nutricional, observa-se uma baixa qualidade da fibra que apresenta uma alta
proporcéo da fracéo indegradavel da FDN. A utilizagdo da suplementacdo nitrogenada
visa diminuir esta fragdo indegraddvel para uma maximizacdo do aproveitamento do
alimento. Entretanto, a suplementacdo energética, com base no fornecimento de
concentrado ndo demonstra resultados favoraveis em relacdo a taxa de passagem e taxa
de digestéo da fibra.

Quando uma suplementacdo concentrada € fornecida e esta ndo atende a real
necessidade nutricional dos animais, pode ocorrer um efeito de substitui¢cdo:o animal
aumenta o consumo do suplemento e reduz o consumo de pasto, adquirindo, desta
forma, a maior parte dos nutrientes consumidos a partir do suplemento. Podemos
observar esse efeito no manejo de animais criados na Caatinga, quando se fornece
suplemento alimentar a animais mantidos em pasto nativo, como a Caatinga, durante a
época seca, quando a oferta de nutrientes provindos do pasto € escassa.

No entanto, um aumento na disponibilidade de nitrogénio amoniacal no meio,
fornecido pela suplementacdo com fontes de nitrogénio, como uréia e caseina, pode
indicar reducdo do efeito carboidrato. Isso decorre da redugdo da competicdo por
substratos essenciais entre espécies fibroliticas e nao-fibroliticas ou concomitante a
suplementacdo conjunta com carboidratos que permite a reducdo dos efeitos deletérios

em comparacdo a suplementacdo isolada com esses compostos (COSTA et al., 2009).

CONSIDERACOES FINAIS

Os ruminantes, de modo geral, apresentam caracteristicas semelhantes em
relagdo ao aparelho trato gastrointestinal. Entretanto, as diferentes espécies de
ruminantes apresentam certas particularidades anatébmicas, dando-lhes vantagens
adaptativas de acordo com o nicho ecoldgico que cada espécie ocupa. Uma analise
holistica, podemos observar que as diferentes espécies domésticas de ruminantes nédo
ocupam o0 mesmo nicho ecoldgico, possibilitando um manejo misto entre as espécies

sem prejudicar o pastejo e a oferta de alimento.
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A producdo de energia para O ruminante acontece via fermentagdo de
carboidratos, sejam fibrosos ou ndo, entretanto em condicGes tropicais ocorre uma
maior disponibilidade de carboidratos fibrosos e estes apresentam uma taxa de
degradacdo mais lenta por possuir uma estrutura mais complexa. A degradacdo ocorre
por meio de microrganismos ruminais, onde estes fermentam os carboidratos fibrosos.
A estrutura dos microrganismos atuantes no processo de degradacdo ainda é pouco
conhecida, sendo que, menos de 10% das espécies sdo conhecidas e cultivaveis. Novos
estudos moleculares tém evidenciado novos grupos de microrganismos, tdo importante
quanto os ja conhecidos na degradacao da fibra.

Os microrganismos que degradam a fibra utilizam amdnia para sintese de novas
células, entretanto, os valores ideias da concentracdo sofrem grande variacdo. Em
bovinos, 0 minimo para que ndo ocorra deficiéncia na degradacdo é de 8mg/dl e de
23mg/dl de liquido ruminal para mé&xima taxa de crescimento microbiano. Em pequenos
ruminantes, os valores ainda ndo estdo estabelecidos, mas os valores sdo
presumivelmente proximos aos encontrados para bovinos. Entretanto, é necessario
averiguar.

Além da amonia, os microrganismos que degradam componentes fibrosos no
ramen necessitam de fontes de proteina verdadeira para suprimento de aminoacidos. Em
bovinos, 1/3 do nitrogénio, requerido para méxima degradacdo fibra, provém de
aminoacidos. O fornecimento de fontes de proteina verdadeira possibilita reparar o
déficit de energia, uma vez que proporciona um aumento no crescimento de
microrganismos no rumen e, consequentemente, eleva a digestibilidade da forragem de

baixa qualidade.
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CAPITULO 2

DIFERENTES NiVEIS DE AMONIA SOBRE A DEGRADACAO IN VITRO DOS
CARBOIDRATOS FIBROSOS DE CAPIM-BUFFEL
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Diferentes niveis de aménia sobre a degradacéo in vitro dos carboidratos fibrosos
de capim-buffel

Resumo — Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a dindmica da degradacéo
in vitro da fibra em detergente neutro (FDN) e o perfil de &cidos graxos volateis
oriundos da fermentacéo de capim-buffel (Cenchrus ciliaris, L.) em diferentes niveis de
amonia em meio de cultura. Os tratamentos consistiram em seis niveis de amonia em
meio de cultura, através da adi¢do da uréia: 0; 5; 10; 15; 20 e 30 mg/dL de meio. Sendo
avaliados por incubacéo in vitro em diferentes tempos de incubacéo: 0, 3, 6, 9, 12, 24,
36, 48, 72 e 96 horas, com trés repeti¢des. Os residuos da incubagdo foram avaliados em
relacdo ao teor de FDN e analisados por intermédio de modelo logistico ndo-linear. Foi
observado efeito quadratico (P<0,05) para as concentracGes ruminais de acetato e
propionato, com o aumento dos niveis de amonia. O tratamento com 15 mg/dL de
nitrogénio amoniacal no liquido ruminal, apresentou medias de 57,6 e 23,1 mM para
acetato e propionato, respectivamente, com ponto de maximo de 16,4 e 15 mg/dL de
nitrogénio amoniacal no liquido ruminal. A adicdo da uréia elevou de 2,5 a 20,1% a taxa
de degradacdo da FDNpd em comparacdo ao tratamento sem adi¢do de uréia e uma
reducdo na estimativa de laténcia discreta de 0,34 a 2,31 horas. A suplementagdo com
uréia elevou em 2,6 a 20,1% a taxa de crescimento especifico de microrganismos. A
degradacdo da FDN, ao termino do ensaio de incubacdo, demonstrou efeito quadratico
com ponto de maxima degradacdo da FDN, de 17,76 mg/dL de amdnia no liquido
ruminal. O fornecimento da uréia melhora a dindmica de degradacdo da fibra em
detergente neutro do capim-buffel diferido e as concentracGes de acetato e propionato.
O nivel 6timo de nitrogénio amoniacal é de 17,76 mg/dL para uma maxima degradagdo
da FDN de capim-buffel, por microrganismos ruminas de caprinos e de 16,4 e 15 mg/dL
respectivamente para acetato e propionato.

Palavras-chave: carboidratos fibrosos, Cenchrus ciliaris, cinética de degradacéo,
nitrogénio ndo proteico, uréia
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Effect of ammonia levels on the degradation of the fibrous carbohydrates of buffel
grass in vitro

Abstract - The objective of this work was to evaluate the in vitro degradation dynamics
of neutral detergent fiber (NDF) and the volatile fatty acid profile of the fermentation of
buffelgrass (Cenchrus ciliaris, L.) at different levels of ammonia in medium culture. The
treatments consisted of six levels of ammonia in culture medium, by the addition of
urea: 0; 5; 10; 15; 20 and 30 mg/dL of medium. They were evaluated by in vitro
incubation at different incubation times: 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72 and 96 hours with
three replicates. The residues from the incubation were evaluated in relation to the NDF
content and analyzed by means of a nonlinear logistic model. The quadratic effect (P
<0.05) was observed in the ruminal concentrations of acetate and propionate, with an
increase in ammonia levels. Treatment with 15 mg / dL of ammoniacal nitrogen in the
ruminal fluid presented mean values of 57.6 and 23.1 mM for acetate and propionate,
respectively, with a maximum of 16.4 and 15 mg / dL of ruminal ammoniacal nitrogen
liquid. The addition of urea increased the NDFpd degradation rate from 2.5 to 20.1%
compared to the treatment without addition of urea and a reduction in the discrete
latency estimate of 0.34 to 2.31 hours. Urea supplementation increased the specific
growth rate of microorganisms by 2.6 to 20.1%. Degradation of NDF at the end of the
incubation test showed a quadratic effect with the maximum NDF degradation point of
17.76 mg/dL ammonia in the rumen liquid. The urea supply improves the degradation
dynamics of the neutral detergent fiber of the delayed buffel grass and the
concentrations of acetate and propionate. The optimum level of ammoniacal nitrogen is
17.76 mg / dL for a maximum degradation of the NDF of buffelgrass, by goat
microorganisms and 16.4 and 15 mg/dL, respectively, for acetate and propionate.

Key words: ciliary cenchrus, degradation kinetics, fibrous carbohydrates, non-protein
nitrogen, urea
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INTRODUCAO

A amobnia é um dos principais compostos utilizados pelos microganismos
ruminais que degradam os carboidratos fibrosos e sendo assim, essencial para o seu
crescimento. A suplementagdo com fontes de nitrogénio ao ruminante mostra-se
importante, principalmente em animais mantidos em pastagens (FIGUEIRAS et al.,
2010), melhorando a digestibilidade ruminal da forragem e disponibilizando maior
aporte de energia e nutrientes ao animal, na forma de acidos graxos volateis e de
proteina microbiana.

Na regido Nordeste, mais precisamente na regido Semiarida brasileira, o capim-
buffel é amplamente utilizado em pastagens para pequenos ruminantes (caprinos e
ovinos). No periodo seco, € comum utilizar o feno em pé de pastagem de capim-buffel
manejada em sistema de deferimento na alimentagdo dos animais, como uma forma de
garantir uma maior disponibilidade de massa forrageira, suficiente o bastante para
atender o bom nivel de consumo pelos animais (SANTOS et al., 2005).

Segundo Moreira et al. (2007), feno em pé de capim-buffel manejada em sistema
de deferimento apresenta baixo teor de lignina, porcentagens de carboidratos totais, de
nutrientes digestiveis totais, proteina ligada a fibra em detergente &cido e o teor da fibra
em detergente neutro, destacando que a grande limitagcdo da pastagem de Capim- Buffel
diferido esta relacionada ao teor de proteina bruta.

A utilizacdo eficiente da fracdo fibrosa das forragens, por meio da adicdo de
compostos nitrogenados, incrementa o desempenho animal e, consequentemente,
melhora a eficiéncia produtiva e econdmica dos sistemas de producdo (COSTA et al.,
2008). Desde Satter e Slyter (1974), varios trabalhos foram realizados para identificar a
concentra¢do do nitrogénio amoniacal ruminal que é necessaria para otimizacdo da
fermentagdo pelos microrganismos ruminais, dos carboidratos fibrosos. Entretanto, essa
concentragdo ainda é controversa. Esses autores recomendam concentragdo minima de 4
a 5 mg/dL de nitrogénio amoniacal ruminal, para que ndo ocorra nenhuma deficiéncia
na degradacdo da fibra. Mehrez et al. (1977) preconizam a concentragdo de 23 mg/dL
para atingir o potencial maximo para sintese de proteina microbiana. Ainda assim, para

gramineas tropicais sdo necessarios 10 a 20 mg de amoénia/dL de liquido ruminal para
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que se maximize a degradacdo ruminal e o consumo de materia seca (MS),
respectivamente (LENG, 1990).

Sabe-se, entdo, da importancia dos compostos nitrogenados na digestdo dos
carboidratos fibrosos por ruminante. Porém, a maioria destes trabalhos foi realizada
com bovinos, havendo poucos estudos em relacdo a concentragdo de nitrogénio
amoniacal ruminal e degradagéo da forragem para caprinos. Segundo Campos et al.
(2006), bovinos ndo devem ser considerados modelos experimentais em estudos de
degradacdo da FDN para pequenos ruminantes. Uma vez que as diferencas nas
composi¢des da comunidade microbiana sdo predominantemente atribuiveis a dieta,
entretanto a especie hospedeira também pode influenciar na estrutura da comunidade
bacteriana (HENDERSON et al., 2015) Entédo, trabalhos que utilizam microrganismos
ruminais advindos de bovinos podem ndo apresentar os mesmos resultados quando
repetidos com caprinos.

Assim, para determinacdo da utilizacdo eficiente da fracdo fibrosa de forragens
por caprinos, sdo necessarios estudos sobre a dinamica da digestdo da forragem
utilizando compostos nitrogenados em diferentes propor¢des para avaliar a extensdo da
degradacdo da forragem, bem como, verificar crescimento microbiano e producdo de
acidos graxos volateis no rimen.

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a dindmica da degradacdo in
vitro da fibra em detergente neutro de capim-buffel (Cenchrus ciliaris, L.) de baixa
qualidade em diferentes niveis de aménia e o perfil de crescimento de microrganismos

ruminais advindos de caprinos.

MATERIAL E METODOS

O ensaio in vitro foi realizado no Laboratério do Setor de Forragicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Paraiba (UFPB), do Centro de
Ciéncias Agrarias, no municipio de Areia/PB. Foi utilizado um caprino fistulado no
raimen como doador de liquido ruminal. Este foi alimentado exclusivamente com
capim-elefante por sete dias consecutivos, antes da realizagcdo da coleta do liquido

ruminal, para diminuir a concentracdo de compostos nitrogenados no liquido ruminal.
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O experimento foi executado obedecendo as normas técnicas de biosseguranca e
ética, aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), Centro de
Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (protocolo:
0209/14).

O capim-buffel (Cenchrus Ciliares), foi coletado de uma pastagem deferida, onde
a graminea apresentava-se em um estado fenologico avancado e apds a coleta foi seco
sob ventilacdo forcada (60° C), foi processado em moinho de facas com peneiras de 2
mm para uso nas incubacdes e processadas em moinho de facas com peneiras de 1 mm
para quantificar os teores de matéria seca (MS) (método 930.15), proteina bruta (PB)
(método 968.06), extrato etéreo (EE) (954.05), matéria mineral (MM) (método 942.05),
de acordo com métodologia descrita pela AOAC (2012). Os teores de fibra em
detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) e lignina foram estimados
por metodologia de Van Soest (1967) e expressos na forma corrigida para cinzas e
compostos nitrogenados e o teor de nitrogénio insolivel em detergente neutro em
relacdo ao nitrgénio total (NIDN/NT) segundo os procedimentos de Licitra et al.,
(1996). Os valores de carboidratos totais (CHOT) foram obtidos pela equacdo CHOT
(%)=100—(%PB + %EE + %MM) e os carboidratos nao fibrosos (CNF) = 100 - (%PB +
%FDNcp + %MM + %EE), onde FDNcp é o FDN livre de cinzas e proteinas como
descrito por Sniffen et al. (1992). (Tabela 1).

Tabela 1 - Composi¢do bromatologicada do capim-buffel e da uréia

Item Capim-buffel Uréia
Matéria seca (g/kg) 854,4 982,1
Matéria organica(g/kg MS) 905,2 997,6
Cinzas (g/kg MS) 94,8 2.4
Proteina Bruta (g/kg MS) 49,8 2610,0
Extrato Etéreo (g/kg MS) 16,6 -
Carboidratos Totais (g/kg MS) 838,8 -
'FDN (g/kg MS) 857,0 -
’FDNcp (g/kg MS) 799,7 -
*FDA (g/kg MS) 348,1 -
*CNF (g/kg MS) 39,1 -
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°NT (g/kg MS) 8,0 -
°NIDN (% do NT) 195,6 -
Lignina (g/kg MS) 76,6 -

'Fibra em Detergente Neutro; ° FDN livre de cinzas e proteinas; °Fibra em Detergente Acido;

*Carboidratos néo Fibrosos; *Nitrogénio Total; °Nitrogénio Insolivel em Detergente Neutro.

Foi coletado liquido ruminal do caprino, trés horas apds o arragoamento, para
obtencéo de in6culo contendo populagdo microbiana ativa. No laboratério, o liquido foi
saturado com diéxido de carbono (CO,), colocado em repouso a 39°C e ap6s formacao
das interfaces do liquido procedeu a retirada do liquido intermediario que foi
centrifugado a 500 x G por 10 minutos e o sobrenadante descartado para obtencdo de
indculo contendo populagdo microbiana ativa (RUSSELL e MARTIN, 1984). O residuo
da centrifugacdo (pellet), foi re-suspenso mais duas vezes em tampéao de McDougall
(9,809 de NaHCOg3; 4,659 de Na,HPO,*,H,0; 0,579 de KCI; 0,12g de MgSO,*;H,0 e
0,049 de CaCl,, diluidos com &gua destilada até o volume de 1000ml) autoclavado.

O experimento consistiu de seis niveis de amonia ruminal, através da adi¢do de
uréia no meio de incubacdo: 0; 5; 10; 15; 20 e 30 mg/dL, encubados por 0, 3, 6, 9, 12,
24, 48, 72 e 96 horas. Cada tratamento teve trés repeticbes por tempo, em que foi
determinada a degradacdo in vitro da FDN e parametros de crescimento microbiano.
Foram incluidos nas incubacdes trés frascos sem indculo, que serviram de branco para a
degradabilidade. O experimento foi feito em delineamento inteiramente casualizado
com 6 niveis de aménia e com trés repeticoes.

Foi utilizado, em cada frasco de incubacdo, 35 ml do meio de cultura (28 ml de
tampdo de McDougall e 7 ml de indculo), 350 mg de capim-buffel, ou apenas 35 ml do
meio de cultura (branco). A uréia foi adicionada nos frascos de incubacédo para atingir as
determinadas concentracdes finais de nitrogénio amoniacal no meio de cultura de cada
tratamento. Os tratamentos tiveram as seguintes constitui¢fes: 1) 0 mg de uréia,; 2) 3,19
mg de uréia; 3) 6,39 mg de uréia; 4) 9,58 mg de uréia; 5) 12,77 mg de uréia e 6) 19,16
mg de uréia. Cada frasco foi entdo saturado com CO,, tampado e lacrado. Os frascos
foram incubados a 39°C, em estufa incubadora de BOD durante 96 horas. Durante a
incubacédo foram retirados de todos os frascos, 0s gases produzidos atraves de seringas a

cada 3 horas.

75



Ao final de cada tempo de incubacdo, os frascos foram retirados da estufa
incubadora de BOD e o residuo filtrado para determinacdo da degradabilidade da FDN.
Foi retirado de cada unidade experimental 2,0 ml de amostra do meio de cultura que
foram colocadas em tubos eppendorf e centrifugadas na microcentrifuga a 5200 x G, por
10 minutos, sendo o sobrenadante congelado para analise, posterior, da concentragdo de
nitrogénio amoniacal (N-NHs;). O pelete resuspenso em solucdo de NaCl (0,9% p/v),
centrifugado a 5200 x g, por 10 minutos, descartado o sobrenadante, ressuspenso
novamente em solucdo de NaCl (0,9% p/v), e congelado para posterior determinacéo de
proteina microbiana. A concentracdo de amonia foi determinada através do método
colorimétrico de Chaney e Marbach (1962) e proteina microbiana pelo método de
Bradford (1976).

Para analise dos acidos graxos volateis (AGV), foi retirado de todas as unidades
experimentais, as 48 horas de incubacdo, 2,0 ml de amostra do meio de cultura que
foram colocadas em tubos eppendorf e centrifugadas na microcentrifuga a 5200 x g, por
10 minutos, sendo o sobrenadante congelado para analises de &cidos graxos volateis
(AGV), em um Cromatografo Liquido de Alto Desempenho (HPLC), marca
SHIMADZU, modelo SPD-10A VP acoplado ao Detector Ultra Violéta (UV)
utilizando-se um comprimento de ondas: 210 nm. Utilizou-se uma coluna C18 marca
SHIMADZU com 30 cm x 7.9 mm de didmetro, com fluxo na coluna de 0,6 mL/minuto,
sobre uma pressdo de 69 kgf, sendo a fase movel &gua em 1% de acido orto fosforico e
o volume injetado 20 ul. Foram analisadas as concentragdes dos acidos graxos volateis
acetato, propionato e butirato, bem como a relacéo acetato/propionato, AGVs totais € a
concentracéo de lactato.

Foram incubados também frascos considerados branco, contendo as solugdes de
incubacdo sem substrato, para o ajuste das variagOes existentes. Os frascos foram
fechados utilizando-se rolhas de borracha e, em seguida, agitados para homogeneizagéo
das amostras.

Na determinacdo da degradabilidade da FDN foi retirado, para cada periodo de
analise, o material residual de cada frasco, lavado com agua quente em cadinho filtrante
até a retirada do meio de cultura. Este residuo foi seco em estufa ventilada e, apos 24
horas, foi pesado em balanca analitica. Deste residuo foi determinado o teor de FDN

pelo método de Van Soest (1967), que foi considerado parte indigestivel do alimento.
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Os residuos da FDN nos diferentes tempos, para cada tratamento, foram
analisados pelo algoritmo de Gauss-Newton e ajustado ao modelo logistico ndo linear
descrito por Van Milgen et al. (1991) e Detmann et al. (2011).

—pxt) — —cxt
Rt:UX[CxeXp( pxt) —pxexp(—cxt)] o
(c—p)

Q)
em que: Rt = residuo ndo-degradado de FDN no tempo “t” (%); U = fracdo
potencialmente degradavel da FDN (FDNpd) (%); | = fracdo indegradavel da FDN
FDNi) (%); ¢ = taxa fracional de degradacdo da FDNpd (h-1); p = taxa fracional de
laténcia (h-1); e t = tempo (h).

A funcéo descrita em () é considerada simétrica em relacdo as taxas fracionais de
degradacdo c e p, sendo frequentemente reconhecido que 0s menores valores estdo
associados a ¢ (VIEIRA et al.,, 1997). Entretanto, quando as taxas fracionais ¢ e p
tendem a mesma estimativa, indeterminacdo matematica serd observada e o modelo re-
parametrizado segundo a regra de L’Hospital (VAN MILGEN et al., 1991):

Rt=Ux(1+Axt)xexp(—Axt)+1

(1
em que: A = taxa fracional conjunta de laténcia e degradacao (h-1). Nesta circunstancia,
devido o parametro A descrever simultancamente as taxas de laténcia e degradacéo,
determinou-se a taxa fracional de degradacdo a partir de A utilizando as propriedades da
distribuicdo gama-2 (ELLIS et al., 1994):

c’=0,59635 x A
({ID)
em que: ¢’ = taxa fracional de degrada¢ao da FDNpd (h-1) para 0s casos em que O
modelo re-parametrizado for utilizado (Equacao I1).

A laténcia discreta foi obtida segundo modelos de Vieira et al. (1997):
L - R(0) — R(ti) b
U

%)
em que: L = laténcia discreta (h); R(0) = residuo de FDN néo degradada em t = 0 (%);

R(ti) = residuo ndo-degradado de FDN obtido no ponto de inflexdo da curva de
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degradacdo (%); nu = derivada da curva ajustada de degradacdo para o ponto de inflexdo
(méxima taxa de degradacdo do substrato) (h-1); ti = tempo equivalente ao ponto de
inflexdo da curva de degradacéo (h).

Os valores de ti foram calculados segundo as observacdes de Van Milgen et al.
(1991) (Equacdes 1 e Il, respectivamente):

. In(c) — In(p)
(c—p)

V)

> =

ti

(V1)
A taxa especifica de crescimento microbiano em relacdo a FDNpd foi calculada

segundo hip6tese proposta por Beuvink e Kogut (1993):

.
Sgr—U

(VII)

em que: Sgr = taxa especifica de crescimento microbiano (h™). Com as estimativas de
Sgr calculadas, estimou-se as eficiéncias de crescimento microbiano em relacdo a
FDNpd, segundo teorias de Pirt (1965):

(V1)
em que: Y = eficiéncia microbiana (g células x g™ carboidratos degradados); m =
exigéncia para mantenca dos microrganismos (g carboidratos x g™* células x h™%); e Ym
= eficiéncia teérica maxima dos microrganismos sobre o substrato (g células x g*
carboidratos degradados). O parametro Ym foi adotado como referéncia com o valor de
0,4 g células x g* carboidratos degradados e para m o valor de 0,05 g carboidratos g™
células x h™*, conforme recomendacdes de Russell et al. (1992).

As fragOes efetivamente degradadas da FDN foram calculadas de acordo por
Costa et al. (2008) em adequacao a metodologia de @rskov e McDonald (1979):

dRt

FED =limt - OOft[(f(t) X <_W>]dt
0

(1X)
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em que: FED = fracdo efetivamente degradada da FDN (%); f(t) = fun¢ao relativa ao
deslocamento de sdlidos no ambiente ruminal. Para definicdo da funcdo descrita em
(IX), assumiu-se deslocamento ruminal de sélidos de ordem gama-1 (ELLIS et al.,
1994), a qual foram alocado valores hipoteticamente, 0,020, 0,035 e 0,050.

Desta forma, calculou-se FED, no contexto das equagdes (X), respectivamente,

por:
/12
FED =Ux (ERAE
(X)

Os modelos foram ajustados para os perfis de degradacdo em funcdo dos
diferentes niveis de adicdo e foram comparados de forma descritiva. Os valores de
concentracdo de N-NH; e proteina microbiana obtidos nos tempos de 0 e 48 horas de
incubagdo foram avaliados por andlise de variancia e regressdo e os critérios utilizados
na escolha do modelo foi a significancia dos coeficientes de regressdo a 5% de
probabilidade pelo teste Tukey e o coeficiente de determinacéo (r?), obtido pela relacéo
entre a soma de quadrados da regressdo e a soma de quadrados dos tratamentos e do
fendmeno bioldgico.

Os dados de AGV e lactato foram submetidos a analise de variancia e regressao.
Os critérios para escolha de modelos de regressao foram a significancia dos parametros
da regressdo, valores do coeficiente de determinacdo e interpretacdo bioldgica das
curvas de regressdo. A andlise estatistica das variaveis foi realizada pelo teste Tukey e,
assim aplicada a analise de regressdo para os que foram significativos.

O desvio padrdo assintético (DPA), foi calculado a partir da raiz quadrada do
quadrado médio do residuo de cada modelo. Todas as andlises estatisticas, tanto
lineares, como né&o-lineares, foram realizadas por intermédio do programa SAS

(Statistical Analisys System).
RESULTADOS E DISCUSSAO
A adicdo da uréia elevou os valores de N-NH; linearmente (P<0,05), tanto no

tempo 0 hora, imediatamente apo6s a adicdo da uréia, como no tempo de 48 horas de

incubacéo (Tabela 2). Analisando o tempo experimental de O hora, pode-se observar
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que no tratamento sem adicdo de uréia houve o menor valor para nitrogénio
amoniacal(1,63 mg/dL) e com aumento linear até o valor maximo de 11,8 mg/dL no

tratamento com maxima adi¢édo de uréia.

Tabela 2 — Efeito de niveis de nitrogénio amoniacal sobre a concentracdo de aménia e

proteina microbiana as 0 e 48 horas de incubag&o in vitro

Niveis de Nitrogénio amoniacal, mg/dl CV(%)' R?  p-value

Parametro 0 5 10 15 20 30 L Q
N-NHs;, mg/dL

0 horas® 163 347 712 787 856 11,81 17,60 0,94 0,018 ns

48 horas® 16,38 16,46 19,46 2555 34,99 42,68 14,67 0,94 0,013 ns

Ptn microbiana, mg/L
0 horas 282,1 2826 2730 2840 2773 2683 130 - ns ns
48 horas® 308,7 3349 3359 4216 4788 3578 7,72 0,64 0,001 0,005

ICV = coeficiente de variacéo, probabilidade significativa ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05 pelo
teste Tukey); NS = ndo significativo; L = linear; Q = quadrético, R>= Coeficiente de determinacéo. 2
¥=2,34+0,0,330X; ° Y= 12,96+0,97X; *Y= 283,66+14,53X-0,38X".

No tempo de 48 horas de incubacdo observa-se elevada concentracdo de N-NH3
no meio, independente da concentracdo de uréia adicionada no tempo Oh.
Provavelmente, nos menores niveis de amonia (0 e 5 mg de N-NHs/dl) parte da proteina
do Capim-buffel, foi desaminada no rumen, por acdo de microrganismos proteoliticos,
sendo desdobrado em amoénia. Segundo Lana et al. (1998), a maior producdo de aménia
também estd associada ao aumento do pH do meio, elevando a atividade de
desaminacdo e consequentemente aumentando a producdo de aménia. No inicio da
fermentacdo a maior parte da proteina, presente na forragem, encontra-se na forma de
proteina ndo degradada e durante o processo de fermentacdo ha reducdo do nitrogénio
protéico e aumento substancial do nitrogénio amoniacal pela protedlise e desaminacgao
de proteinas e aminoacidos, ou seja, a proteina insoluvel, mas potencialmente
degradavel, dos alimentos, é convertida em aménia (DANLEY e VETTER, 1973;
LANA et al., 2007).

Foi observado um ponto 6timo para eficiéncia de sintese de proteina microbiana,

pela derivacdo da equacdo de segundo grau, quando foi verificado uma concentragdo
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Otima de 19,11 mg de N-NHs/dL de meio de cultura. As concentracBes maiores de
19,11 mg de N-NHs/dL no meio inibiu o crescimento microbiano. Esta concentragao
estd acima do recomendado por Hoover (1986), que preconiza concentracbes medias de
amoOnia para iniciar o crescimento microbiano, suprindo as necessidades minimas da
populacdo microbiana em torno de 3,3 mg/dL e abaixo dos valores definidos por
Mehrez et al. (1977), que recomendam a concentracdo de 23 mg/dL para atingir o
potencial maximo para sintese de proteina microbiana em ovinos.

Na Figura 1b, observa-se que a concentragdo de proteina microbiana foi
aumentando concomitante a liberacdo de amonia (Figura 1a) no meio, demonstrando
que a medida que se tinha mais N-NHj3 possibilitou maior crescimento microbiano.
Apbs 12 horas de incubacgdo observa-se um pico de proteina microbiana nos meios que
continham entre 5 a 30 mg /dL de N-NH3 No nivel de 0 mg/dL de N-NH3 o pico na
concentracdo de proteina microbiana ocorreu entre 72 e 96 horas de incubagdo e a
concentracdo de amonia e proteina microbiana no meio foi, ao longo de todo o periodo
de incubacdo, menor que os tratamentos que continham entre 5 a 30 mg/dL de N-NH3,
Provavelmente, a liberacdo lenta de nitrogénio ndo protéico advindo do capim-buffel
limitou o crescimento microbiano, porque fenos desta graminea pode apresentar cerca
de 44,5% da PB na forma de NNP (CABRAL, 2014) e parte deste NNP é insoluvel,
pois esta associada a lignina na parede celular, sendo de baixa disponibilidade ao
processo digestivo dos ruminantes (FRIBOURG, 1985; BEZERRA et al., 2014).
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Figura 1- Efeito de niveis de nitrogénio amoniacal sobre a concentracdo de amoénia (a) e

proteina microbiana (b) ao longo de 96 horas de incubacéo in vitro.

No meio com nivel de 30 mg/dL de N-NH; houve menor concentragdo de proteina
microbiana ao longo de todo o periodo de incubagcdo em relacdo aos meios que
continham entre 5 a 20 mg/dL de N-NH; (Figura 1b). Devido a sua alta solubilidade no
meio ruminal, as fontes quimicas de nitrogénio ndo proteico, como a exemplo da uréia,
podem provocar uma liberacdo de niveis prejudiciais de amdnia no rimen, o que pode
reduzir a atividade microbiana ruminal (ARELOVICH et al., 2000).
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Foi observado efeito quadratico (P<0,05) para as concentragdes ruminais de
acetato e propionato. As maiores concentracdes de acetato (57,6 mM) e propionato
(23,1 mM), foram com 16,4 e 15 mg/dL de nitrogénio amoniacal no meio,
respectivamente (Tabela 3). Quando as concentracdes de nitrogénio amoniacal
ultrapassaram os niveis citados, ocorreu decréscimo na fermentag&o, ocasionando uma

reducdo nas concentragdes dos AGVs citados.

Tabela 3. Efeito de niveis de nitrogénio amoniacal sobre a concentracdo de acidos

graxos volateis em 48 horas de incubag&o in vitro

Niveis de Nitrogénio amoniacal®

2
AGY Omg/dL 5mg/dL 10 mg/dL 15 mg/dL 20 mg/dL 30 mg/dL
Acetato 52,6 53,2 55,6 57,6 46,2 44,3
Propionato 13,1 15,2 16,9 24,1 12,6 13,1
Butirato 2,3 2,4 2,5 2,6 2,6 2,5
Lactato 0,35 0,35 0,33 0,38 0,38 0,32
AP 4,3 3,5 3,3 2,5 3,8 3,9
AGV Totais 68 70,8 75 84,3 61,4 59,9
Parametro Equacdo Regressao CV (%) L Q R?
Acetato ¥=52,8+0,59X-0,018X" 17,6 0,064 0,043 0,66
Propionato  Y¥=12,8+0,69X-0,023X*> 228 0.825 0.012 0,35
Butirato Y=25 22,5 0.189 0.216 -
Lactato Y =0,35 23,6 0.707 0,550 -
A/P? Y =35 20,6 0.634 0.488 -
AGV Totais Y=68,1+1,17X — 0,04X? 5,2 0,055 0,001 0,49

INiveis de nitrogénio amoniacal ruminal; “Concentracdo de AGVs em milimolar (mM); °Relacéo

Acetato/Propionato.

Segundo Satter & Slyter (1974) a produgdo de AGVs é ligeiramente diminuida
sob condicBes limitantes de nitrogénio amoniacal ruminal, entretanto em concentragdes
maiores a 5 mg/dL de nitrogénio amoniacal ruminal ndo ocorre nenhum efeito
significante em relacdo as quantidades relativas de AGVs produzidos. Porém Imaizumi

et al. (2002) infere que 5 mg/dL de nitrogénio amoniacal ruminal sédo insuficientes para
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alcancar a maxima atividade microbiana no riumen, uma vez que os valores médios de
N-NH; observados para maxima degradacédo da fibra foi entre 10,91 e 15,29 mg/dL. No
presente trabalho, no meio sem adicdo de uréia houve baixo crescimento microbiano
(Tabela 2), somente ap06s 24 horas de incubacdo e a liberacdo de teores maiores de 15
mg/dL de aménia, é que se iniciou um lento crescimento microbiano (Figura 1b).

Em relagdo ao butirato e lactato ndo foram observados efeitos significativos
(P>0,05) em relacdo aos niveis de concentracdo do nitrogénio amoniacal ruminal, com
média de 2,5 e 0,35 mM, respectivamente (Tabela 3).

A relacdo acetato/propionato ndo sofreu efeito significativo (P>0,05) com a
adicdo da uréia no meio ruminal, apresentando média de 3,5 mM de acetato para cada
mM de propionato. A producado total de AGVs, apresentou efeito quadratico (P<0,05)
com ponto maximo da concentracao do nitrogénio amoniacal ruminal de 14,5 mg/dL no
meio. Diferente dos resultados encontrado por Mehrez et al. (1977), que preconizaram
valores de 23 mg/dL de liquido ruminal para méxima de fermentagdo em ovinos. No
presente trabalho, pode-se observar que os valores para uma maxima fermentacdo sao
inferiores ao recomendado por estes autores.

Né&o foram observados efeitos da uréia sobre o pH do liquido ruminal no tempo
experimental de 0 hora (P<0,05), sendo que o pH, neste tempo, obteve media geral de
6,83 (Tabela 4). Depois de 48 horas de incubacdo os valores para pH apresentaram
comportamento linear decrescente (P<0,05), na medida que acrescentava-se uréia ao
meio ruminal de incubacdo, com valores que variam de 7,64 a 7,33. Desta forma todos
os valores observados ficaram acima do minimo recomendado para a atividade de
enzimas fibrolitica, que € de 6,0 (MOULD et al., 1983; CYSNEIROS et al., 2013).

Tabela 4 - Efeito de niveis de nitrogénio amoniacal sobre o pH do meio as 0 e 48 horas

de incubacdo in vitro

Niveis Nitrogénio amoniacal, mg/dl  CV(%)! R* p-value
Parametro 0 5 10 15 20 30 L Q
pH
0 horas 6,80 6,83 686 6,87 6,83 683 0,74 056 ns ns
48 horas® 764 755 753 748 7,44 733 048 0,96 0,001 ns

! Coeficiente de Variacéo; > Y= 7,63-0,009X.
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Possivelmente, a rapida hidrolisacdo da uréia associada aos elevados valores de
pH encontrado no presente trabalho (Tabela 4), foram as responsaveis pelos altos
valores de nitrogénio amoniacal ruminal. Quanto maior for o pH ruminal e a quantidade
de uréia na dieta, maior sera a concentracdo de N-NHz no rumen, devido a uma maior
atividade ureolitica pela elevacdo do pH ruminal em decorréncia répida acdo da uréase,
acelerando a hidrolise da uréia (FROSLIE, 1977). Segundo Mahadevan et al. (1976), o
pH ideal para a maxima atividade da enzima urease ocorre entre 7,0 a 8,5, corroborando
com os dados de N-NH3 no tempo de 48 horas, que obteve as maiores concentracdes no
decorrer das 96 horas de incubacgéo (Figura 1) coincidindo com valores de pH acima de
7,0 (Tabela 4).

Entretanto, pode-se atribuir uma maior degradabilidade da FDN a aderéncia e
colonizacdo do que a atividade especifica de enzimas bacterianas. Assim como
Farenzena et al. (2013), Rasmussen et al. (1989), ndo observaram efeitos da mudanca do
pH entre 6,0 e 8,0 sobre a aderéncia bacteriana, o que pode indicar que valores de pH
ligeiramente superiores a 7,0 podem favorecer a degradabilidade da FDN. Ainda de
acordo com De Veth e Kolver (2001), a degradacao da FDN reduz quando o pH ruminal
permanece por quatro horas em valores abaixo de 6,0 e a sintese microbiana reduz
quando o pH permanece 12 horas abaixo desse valor. No presente estudo, em nenhuma
dos tempos experimentais, foi verificado pH abaixo de 6,0, mantendo-se na faixa
considerada adequada para atuacdo dos microrganismos ruminais celuloliticos(MOULD
etal., 1983; RUSSELL et al. 1992).

Foram observadas nas estimativas dos parametros da degradagdo ruminal da
FDNpd (Tabela 5) indeterminacdo matematica entre os parametros ¢ e p, que tendem a
mesma estimativa conforme Equacdo |. Neste caso, ndo foi observado diferenciacdo
entre os dois pardmetros estudados, sendo impreterivel a re-parametrizacdo do modelo
proposto (Van MILGEN et al., 1991) com a adocdo de taxa conjunta de laténcia e
degradacao, A (Equacao II). De acordo com Costa et al. (2008) ndo ¢ possivel obter
comparagOes biologicas aplicando diretamente os parametros ¢ ¢ A, sendo este ultimo,
convertido a forma ¢’ (Equacgdo III), o que permite observar um maior valor relativo da
taxa de degradacéo.

O uso do nitrogénio ndo proteico (NNP) aumentou de 2,5 a 20,1% a taxa de

degradacdo da FDNpd em comparagéo ao tratamento sem adi¢cdo de NNP. O tratamento
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com adicdo de 15,0mg/dL de nitrogénio amoniacal no liquido ruminal apresentou a
maior taxa fracional de degradacdo obtida a partir da conversio do parametro A.
Segundo Detmann et al. (2011), a melhoria na degradacdo da FDN, se deve pela adi¢cédo
de compostos nitrogenados a dieta, favorecendo 0s microrganismos presentes no
ambiente ruminal a serem capazes de fazer uso desses compostos para sintetizar
complexos enzimaticos, justificando assim o incremento nas taxas de FDNpd. Tal
aspecto pode ser verificado observando a laténcia discreta (Tabela 5), onde ocorreu uma
diminuicdo no tempo para inicio da degradacdo efetiva da FDN no tratamento de 15,0

mg/dL de nitrogénio amoniacal.

Tabela 5 — Estimativas dos parametros da degradacdo ruminal da FDN potencialmente

degradavel e desvios-padrdo assintéticos (DPA) em funcao dos tratamentos.

X ) Niveis de Nitrogénio amoniacal
Parametro

Omg/dL  5mg/dL  10mg/dL 15mg/dL 20 mg/dL 30 mg/dL

A (b0 0,1247 0,1278 0,1372 0,1497 0,1424 0,1290
¢ (! 0,0743 0,0762 0,0818 0,0892 0,0849 0,0769

VRTD(%)?> 100 102,5 110,1 120,1 114,3 1035
L (h) 13,78 13,44 12,52 11,47 12,06 13,32
DPA 7.41 8,07 8,25 8,69 9,06 8,65

¢’ = taxa fracional de degradac@o obtida a partir da conversdo do pardmetro A; VRTD = valor relativo da
taxa de degradacéo; L = laténcia discreta (L).'Estimado segundo propriedades da distribuicdo gama-2: ¢’

=0,59635\. 2Valor relativo da taxa de degradacéo em relago a forragem (0 mg/dL).

Com relacdo a concentracdo de 30,0 mg/dL de nitrogénio amoniacal, foi
observado uma menor degradacdo da FDNpd e um aumento da laténcia nesses
tratamentos quando comparados ao tratamento de 15,0 e 20 mg/dL. A menor
degradacdo da FDNpd nas concentracbes de 30,0 mg/dL de nitrogénio amoniacal se
deve ao excesso de amdnia no meio que inibiu o crescimento microbiano como
observado na Tabela 2 e Figura 1.

Possivelmente, a presenca de uma fonte de carboidratos de rapida degradacao
como, por exemplo, 0 amido e a pectina, no meio incubado, possa melhorar a utilizagédo
da amonia fornecida, diminuindo o excesso da mesma no meio. Segundo Detmann et al.

(2005), altos niveis de incluséo de uréia, favorecem a formacéo de amonia no rimen e
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com niveis reduzidos de energia de répida disponibilidade ruminal, pode ocorrer um
baixo rendimento na proteina microbiana e, consequentemente, na degradagdo da FDN,
uma vez que, essa energia de rapida fermentacdo reduz o pH, conservando a molécula
na forma de amoénio, o que diminui as perdas de amdnia. Portanto, a queda no pH
ruminal, com o fornecimento de carboidrato de rapida degradacéo, favorece a ionizagdo
da amonia acarretando menos perdas.

Mesmo com niveis mais elevados de nitrogénio amoniacal ruminal no meio
incubado, ndo foi constatado taxas mais elevadas da degradacdo da FDN, uma vez que
os resultados da literatura divergem muito quanto ao nivel que otimiza a fermentacdo da
fibra no ramen.

Entretanto, a melhoria na taxa de degradacdo da FDNpd em virtude da adicédo de
compostos nitrogenados confirma a necessidade no fornecimento de fontes de NNP em
situacdes onde a dieta basal €, prioritariamente, forragem de baixa teor protéico como o
capim-buffel em estagio de maturidade avancado. Nessa situacdo, para a obtencdo de
energia a partir da degradacdo microbiana dos carboidratos fibrosos sdo necessarios
fontes de compostos nitrogenados para a sintese dos complexos enzimaticos dos
microrganismos ruminais (DETMANN et al.,, 2009; LAZZARINI et al.,, 2009;
SAMPAIO et al., 2009) e sintese de proteina microbiana.

Gradativamente ocorreu uma redugdo na laténcia discreta com o aumento da
concentracdo de amdnia no meio até 30 mg/dL. A menor estimativa da laténcia discreta
foi observado no tratamento com 15mg/dL de aménia no liquido ruminal. A laténcia
discreta € um parametro que tem a finalidade de estimar o tempo necessario para que 0s
eventos preparatorios as atividades de degradacdo, como hidratacdo da particula,
aderéncia ao substrato, colonizacdo e formacao de biofilmes para producdo de enzimas.
Desta forma, a reducdo na laténcia confirma que o meio se torna mais propicio a
multiplicacdo celular microbiana com a inclusdo de compostos nitrogenados
(DETMANN et al., 2009).

Na Tabela 6 estdo descritos 0s parametros relacionados ao crescimento
microbiano sobre a FDN. A adic¢édo de fonte de NNP elevou em 2,6 a 20,1% a taxa de
crescimento especifico de microrganismos e em 5% a eficiéncia de crescimento
microbiano sobre a FDNpd no tratamento com 15mg/dL de nitrogénio amoniacal. 1sso

representa 293,33g de MS microbiana/kg de carboidrato degradado em relagéo a O
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mg/dL de nitrogénio amoniacal no liquido ruminal que apresentou 278,429 de MS
microbiana/kg de carboidrato degradado.

Apesar da discreta melhora de crescimento microbiano, os resultados descritos no
presente trabalho encontram-se acima aos resultados relatados por Costa et al. (2008) e
Detmann et al. (2011) que estudaram diferentes fontes de compostos nitrogenados na
degradacdo da FDN, o que pode indicar uma maior disponibilidade enzimética para a
degradacdo da fibra basal nas diferentes concentracdes estudadas. Satter e Roffler
(1979) afirmam que a concentracdo minima de nitrogénio amoniacal ruminal deve ser
por volta de 5 mg/dL de liquido ruminal para ndo ocorrer uma deficiéncia na
fermentacdo microbiana, valor este que foi atingindo em todos os niveis, inclusive
quando se tinha exclusivamente feno de Buffel. Enquanto que para se atingir o0 maximo
de sintese microbiana, Mehrez et al. (1977) preconizaram a concentracdo de 23 mg/dL.
No presente estudo a méaxima eficiéncia de crescimento microbiano sobre a FDNpd, foi
alcancado com 15 mg/dL de liquido ruminal. Tal diferenca pode ser explicado pelas
diferentes espécies utilizadas nos estudos, ovinos tem a flora microbiana mais adaptada
para degradacdo da fibra, resultando em um maior aproveitamento da amonia para
sintese microbiana (HENDERSON et al., 2015).

Tabela 6 - Pardmetros secundarios associados ao crescimento microbiano sobre a FDN

potencialmente degradavel em funcéo dos tratamentos.

Niveis de Nitrogénio amoniacal

Pardmetro
Omg/dL  5mg/dL  10mg/dL 15mg/dL 20 mg/dL 30 mg/dL
ut 2,29 2,35 2,58 2,92 2,68 2,37
Sgr 0,0458 0,0470 0,0504 0,0550 0,0524 0,0474
EFM 278,42 280,59 286,36 293,33 289,35 281,30

L = maxima taxa de degradagdo (h™); Sgr = taxa de crescimento especifico de microrganismos (h™);
EFM = eficiéncia de crescimento microbiano sobre a FDNpd (g MS microbiana/kg de carboidrato

degradado).

Segundo Lazzarini et al. (2009), um ruminante deve receber no minimo de 7% de
PB na dieta basal, sendo este 0 minimo necessario para que 0s microrganismos ruminais
possam utilizar os substratos fibrosos potencialmente degradaveis em forragens

tropicais de baixa qualidade. Tal afirmativa ndo corrobora com o incremento na fragéo
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de FDNpd efetivamente degradada obtida no presente trabalho, uma vez que, 0 minimo
de compostos nitrogenados foi parcialmente suprido pelo tratamento que continha
apenas forragem com 4,98% de PB (Tabela 1). Tal atendimento de nitrogénio pode ser
atribuido as forragens conservadas na forma de feno, que apresentam entre 15 a 25% de
nitrogénio ndo proteico, o que foi responsavel pela garantia de niveis minimos de
nitrogénio amoniacal para populacdo bacteriana no tratamento 0 mg/dL. Entretanto, o
crescimento microbiano e 0 tempo necessario para iniciar a degradacdo da fibra
(laténcia discreta) foram bem inferiores para os tratamentos com a presenca de uréia no
meio. Considerando que o rdmen é um sistema aberto com entrada e saida de
substancias constantemente, a menor velocidade de colonizagéo e degradagéo da fibra
na auséncia de fontes de nitrogénio, além do proprio capim-buffel, pode inibir a
digestdo da fibra no animal.

A caréncia de compostos nitrogenados em dietas pode ocasionar efeitos deletérios
em relacdo ao desempenho animal quando estes compostos ndo suprem 0s
requerimentos microbianos, pode comprometer ndo somente a velocidade de utilizagéo,
mas impor limitacdes na extensdo de degradacdo da FDN, assim como, ocorre também
uma deficiéncia na proliferacdo celular e na propria atividade dos microrganismos com
consequente reducdo no aproveitamento da fibra, o que resulta em diminui¢cdo no
consumo de matéria seca e, consequentemente, em um baixo desempenho animal
(DETMANN et al., 2009; FIGUEIRAS et al., 2010).

Pode-se observar na Tabela 7, que as maiores fracGes efetivamente degradadas
foram constatadas no tratamento com 15 mg/dL de nitrogénio amoniacal nas diferentes
taxas de passagens estudadas. Este tratamento foi 11,1% mais eficiente quando
comparado com o tratamento sem adi¢do de uréia e considerando uma taxa de passagem
de 0,020 h™*, na qual foi observado maior porcentagem de degradacdo da FDNpd. Em
valores absolutos das estimativas da fracdo efetivamente degradada da FDNpd, o
tratamento com 15mg/dL de nitrogénio amoniacal ruminal, apresentou 0s maiores
valores para as diferentes taxas de passagem. Tais resultados seguem os padrdes das
demais variaveis estudadas, ja que se trata de um pardmetro derivado da taxa de

degradacéo da FDNpd.
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Tabela 7 - Estimativas da fracdo efetivamente degradada da fibra em detergente neutro
potencialmente degradavel (% da FDNpd) em funcdo dos diferentes

tratamentos.
Taxa de passagem ruminal (h™)*
Tratamento 0,020 0,035 0,050
0 mg/dL 37,11 30,47 25,46
5 mg/dL 37,45 30,87 25,88
10 mg/dL 38,90 32,41 2743
15 mg/dL 41,23 34,80 29,77
20 mg/dL 39,32 32,95 28,01
30 mg/dL 37,43 30,90 25,94

! Assumindo-se cinética de deslocamento ruminal de sélidos com ordem gama-1.

Foi constatado que a adicdo de uma fonte de NNP, como a uréia elevou
linearmente (P<0,05) a disponibilidade de nitrogénio amoniacal no meio de incubagéo
(Tabela 5). Os valores médios observados de nitrogénio amoniacal ruminal em todos os
tratamentos encontram-se acima do nivel minimo de 4 a 5 mg/dL recomendado por
Satter e Slyter (1974) e também acima do recomendado por Van Soest (1994), que
preconiza valores por volta de 10 mg/dL. Exceto o tratamento com 0 mg/dL de
nitrogénio amoniacal obteve valor adequado para o crescimento microbiano sobre
carboidratos fibrosos e degradacdo da FDN. No presente estudo, concentracdo de 30
mg/dL de nitrogénio amoniacal esta acima dos valores 6timos. A degradagdo da FDN,
ao término do ensaio de incubagdo, demonstrou efeito quadratico com ponto de méxima

degradacdo da FDN, pela derivacdo da equacdo, em torno de 17,76 mg/dL (Figura 2).
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Figura 2- Degradacdo da FDN (%) em relacdo aos niveis experimentais de nitrogénio

amoniacal

Segundo Detmann et al. (2011), em experimentos in vitro, 0S mecanismos de
reciclagem de nitrogénio amoniacal ndo estdo presentes como acontece no ambiente
ruminal in vivo. Assim, os resultados advindos de experimentos in vitro podem
proporcionar valores menores ou maiores de nitrogénio amoniacal para otimizacao da
digestdo de forragens de baixo teor protéico e alto teor de FDN do que no animal.
Entretanto, o comportamento dos microrganismos ruminais, tendem a ser semelhantes
in vitro como in vivo (GONCALVES et al., 2001), o que possibilita inferir que a
presenca de nitrogénio ndo protéico, na forma de aménia, estimula o crescimento de
microrganismos fermentadores de carboidratos fibrosos e por seguinte, aumenta a

digestdo ruminal da FDN.

CONCLUSOES

O fornecimento da uréia melhora a dindmica de degradacdo da fibra em
detergente neutro do capim-buffel diferido, aumentando as concentragcdes de acetato e
propionato. O nivel 6timo de nitrogénio amoniacal é de 17,76 mg/dL para uma maxima
degradacdo da FDN de capim-buffel diferido in vitro, por microrganismos ruminais de
caprinos e de 16,4 e 15 mg/dL respectivamente para acetato e propionato.
Possivelmente, a adicdo de uma fonte de carboidrato de répida degradacdo melhoraria

otimizaria a utilizacdo da amonia gerada pela adicdo da uréia.
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CAPITULO 3

SUBSTITUICAO DO NITROGENIO NAO PROTEICO POR PROTEINA
VERDADEIRA SOBRE A DEGRADACAO IN VITRO DOS CARBOIDRATOS
FIBROSOS DE CAPIM-BUFFEL
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Substituicdo do nitrogénio ndo proteico por proteina verdadeira sobre a
degradacéo in vitro dos carboidratos fibrosos de capim-buffel

Resumo — O presente estudo teve com objetivo avaliar o efeito das diferentes fontes de
compostos nitrogenados no aproveitamento da fibra em detergente neutro (FDN) in
vitro. O experimento consistiu de cinco niveis de substituicdo da uréia pela caseina, em
0; 25; 50; 75 e 100%. Os efeitos dos niveis foram avaliados por incubacgéo in vitro em
diferentes tempos: 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72 e 96 horasFoi utilizado delineamento
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e trés repeticdes. Os residuos de
incubagdo foram avaliados quanto ao teor de FDN e interpretados pelo modelo logistico
ndo-linear. A substituicdo da uréia pela caseina em até 50% elevou em 17,42% a taxa de
degradacdo da FDN potencialmente degradavel (FDNpd) em comparagéo ao tratamento
sem substituicdo. A taxa de degradacdo da FDNpd decresceu nos tratamentos com 75 e
100% de substituicdo em 6,53 e 13,57% , respectivamente, em relacdo ao tratamento
com 0% de substituicdo. O tratamento com 50% de substituicdo obteve uma reducao na
estimativa de laténcia discreta de 1,31 horas em comparacdo ao tratamento com 0% de
substituicdo e uma reducdo de 2,7 horas em comparacdo ao tratamento com 100% de
substituicdo. A substituicdo em até 50% de nitrogénio ndo protéico por proteina
verdadeira proporcionou um crescimento microbiano em torno de 16,1% mais eficiente.
A substituicdo da uréia pela caseina ndo afetou (P>0,05) as concentracdes de acetato e
propionato. A maior concentracdo de AGVs Totais foi observada no tratamento com
50% de substituicdo. A utilizacdo de 50% de nitrogénio ndo proteico e 50% de proteina
verdadeira, como fonte de nitrogénio, para microrganismos ruminais, otimiza a
degradacdo da fibra em detergente neutro do capim-buffel com baixo teor protéico e o
crescimento microbiano in vitro.

Palavras-chave: amo6nia, caseina, FDN, rimen, uréia

99



Effect of substitution of non-protein nitrogen by true protein on the degradation of
the fibrous carbohydrates of Buffel Grass in vitro

Abstract - The objective of this study was to evaluate the effect of different sources of
nitrogen compounds on the use of neutral detergent fiber (NDF) in vitro. The
experiment consisted of 5 levels of substitution of urea by casein, in 0; 25; 50; 75 and
100%. The levels were evaluated by in vitro incubation at different times: 0, 3, 6, 9, 12,
24, 36, 48, 72 and 96 hours. The experiment was done in a completely randomized
design with 5 treatments with three replicates. Incubation residues were evaluated for
NDF content and interpreted by the nonlinear logistic model. Replacement of urea by
casein by up to 50% increased the rate of degradation of potentially degradable NDF)
by 17.42% compared to treatment without substitution. The rate of degradation of the
FDNpd decreased in treatments with 75 and 100% substitution in 6.53 and 13.57%
respectively. The 50% replacement treatment obtained a reduction in the discrete
latency estimate of 1.31 hours compared to the 0% replacement treatment and a 2.7 hour
reduction compared to the 100% replacement treatment. Replacement by up to 50% of
non-protein nitrogen by true protein gave a microbial growth around 16.1% more
efficient. Replacement of urea by casein did not affect (P> 0.05) acetate and propionate
concentrations. The highest concentration of total VFAs was observed in the treatment
with 50% substitution. The use of 50% of non-protein nitrogen and 50% of true protein
as a nitrogen source for ruminal microorganisms optimizes the neutral detergent fiber
degradation of low-protein buffelgrass and in vitro microbial growth.

Key words: ammonia, cesein, NDF, rumen, urea
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INTRODUCAO

As gramineas tropicais apresentam uma boa producdo de matéria seca ao longo do
ano, no entanto, em alguns periodos, como na época seca, existe uma tendéncia para
aumento no teor de fibra e uma reducéo no teor de proteina, resultando em uma menor
digestibilidade e qualidade nutricional destas forrageiras (ARRUDA et al., 2010). O
capim-buffel (Cenchrus ciliares) € uma graminea adaptada ao nordeste brasileiro,
apresentando potencial para sistemas pecuarios na regido, por se apresentar bastante
resistente a seca, porém, no periodo seco e com o rapido desenvolvimento fenoldgico da
espécie, torna o seu valor protéico € baixo, com teores de proteina bruta (PB) proxima a
3% (SANTOS et al., 2005) e elevados teores de fibra em detergente neutro (FDN),
alcancando facilmente valores superiores a 70% com base na matéria seca (BARROS,
2010).

O uso de nitrogénio ndo proteico (NNP) quando superior a 27 % da PB total da
dieta, tem proporcionado desempenho satisfatorio em ruminantes (MALLMANN et al.,
2006). Para que ocorra a multiplicacdo celular, a flora microbiana tem exigéncia de
peptideos, aminoécidos e aménia que sao hidrolisados a partir de uma fonte de proteina
verdadeira ou nitrogénio ndo protéico. Experimentalmente, tem sido observado um
aumento no crescimento microbiano sobre a FDN quando hd uma interacdo entre uréia e
caseina (DETMANN et al., 2011), promovendo uma possivel melhora da utilizacdo da
fracdo fibrosa.

Neste contexto, visando a melhoria no aproveitamento das fracdes fibrosos do
capim-buffel no periodo seco do ano, é de fundamental importancia observar os efeitos
de diferentes fontes de compostos nitrogenados sobre o crescimento microbiano e
digestdo dos carboidratos fibrosos deste capim in vitro.

Objetivou-se avaliar o efeito das diferentes fontes de compostos nitrogenados no
aproveitamento da fibra em detergente neutro (FDN) in vitro.

MATERIAL E METODOS

O ensaio in vitro foi realizado no Laboratorio do Setor de Forragicultura do

Departamento de Zootecnia pertencente a Universidade Federal de Paraiba (UFPB),
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Centro de Ciéncias Agrarias, no municipio de Areia/PB. Foi utilizado um caprino
fistulado no rimen como doador de liquido ruminal, que foi alimentado exclusivamente
com capim-elefante por sete dias consecutivos, antes da realizacdo da coleta do liquido
ruminal, para diminuir a concentracdo de compostos nitrogenados no liquido ruminal.

O trabalho foi executado obedecendo as normas técnicas de biosseguranca e
ética, aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), Centro de
Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (protocolo:
0209/14).

O capim-buffel (Cenchrus Ciliares), foi coletado de uma pastagem deferida,
onde a graminea apresentava-se em um estado fenologico avancado e apds a coleta foi
seco sob ventilacdo forcada (60° C), foi processado em moinho de facas com peneiras
de 2 mm para uso nas incubac@es e processadas em moinho de facas com peneiras de 1
mm para quantificar os teores de matéria seca (MS) (método 930.15), proteina bruta
(PB) (método 968.06), extrato etéreo (EE) (954.05), matéria mineral (MM) (método
942.05), de acordo com metodologia descrita pela AOAC (2012). Os teores de fibra em
detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) e lignina foram estimados
por metodologia de Van Soest (1967) e expressos na forma corrigida para cinzas e
compostos nitrogenados e o teor de nitrogénio insollvel em detergente neutro em
relacdo ao nitrogénio total (NIDN/NT) segundo os procedimentos de Licitra et al.,
(1996). Os valores de carboidratos totais (CHOT) foram obtidos pela equacdo CHOT
(%)=100—(%PB + %EE + %MM), e os carboidrtos nao fibrosos (CNF) = 100 - (%PB +
%FDNcp + %MM + %EE), onde FDNcp é o FDN livre de cinzas e proteinas como
descrito por Sniffen et al. (1992). (Tabela 1).

Tabela 1 — Composi¢do bromatolédgica do Capim-buffel, da uréia e da caseina.

Item Forragem Uréia Caseina
Matéria seca (g/kg) 854,4 982,1 900,0
Matéria organica (g/kg MS) 905,2 997,6 972,4
Cinzas (g/kg MS) 94,8 2.4 27,6
Proteina Bruta (g/kg MS) 49,8 2610,0 889,7
Extrato Etéreo (g/kg MS) 16,6 - 3,2
Carboidratos Totais (g/kg MS) 838,8 - -
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'FDN (g/kg MS) 857,0 - -

2FDNcp (g/kg MS) 799,7 - -
*FDA (g/kg MS) 348,1 - -
*CNF (g/kg MS) 39,1 - -
°NT (g/kg MS) 8,0 - -
°NIDN (g/kg MS) 195,6 - -
Lignina (g/kg MS) 76,6 - -

'Fibra em Detergente Neutro; “FDN livre de cinzas e proteinas; “Fibra em Detergente Acido;

*Carboidratos néo Fibrosos; *Nitrogénio Total; °Nitrogénio Insol(vel em Detergente Neutro.

Foi coletado liquido ruminal do caprino, trés horas ap6s o arracoamento, para
obtencéo de in6culo contendo populagdo microbiana ativa. No laboratério, o liquido foi
saturado com diéxido de carbono (CO,), colocado em repouso a 39°C e ap6s formacao
das interfaces do liquido procedeu a retirada do liquido intermediario que foi
centrifugado a 500 x G por 10 minutos e o sobrenadante descartado para obtencdo de
indculo contendo populacdo microbiana ativa (RUSSELL e MARTIN, 1984). O residuo
da centrifugacdo (pellet), foi re-suspenso mais duas vezes em tampéao de McDougall
(9,809 de NaHCO3; 4,659 de Na,HPO,*,H,0; 0,579 de KCI; 0,129 de MgSO,*;H,0 e
0,049 de CaCl,, diluidos com &gua destilada até o volume de 1000ml) autoclavado.

O experimento foi constituido de cinco diferentes niveis de substituicdo de
nitrogénio ndo proteico (uréia) por proteina verdadeira (caseina), tendo como base a
quantidade de uréia utilizada para alcancar as concentracdes de nitrogénio que otimizou
a digestdo da FDN do capim-buffel em pesquisa anterior. Foi utilizado 9,58 mg de uréia
para chegar as concentracdes de 17,76 mg/dL de nitrogénio amoniacal no liquido
ruminal, sendo este, o tratamento com 100% de nitrogenio ndo proteico. A uréia foi
utilizada como fonte de nitrogénio ndo proteico e a caseina P.A. (DINAMICA
QUIMICA CONTEMPORANEA) foi utilizado como fonte de proteina verdadeira. A
partir da definicdo da concentracdo de nitrogénio amoniacal, 0s niveis experimentais
foram construidos a partir da substitui¢éo fracional da uréia (NNP) por caseina.

Cada tratamento teve trés repeticbes por tempo, em que foi determinado a
digestibilidade in vitro e parametros de crescimento microbiano e foram incluidos nas
incubacdes trés frascos sem indculo, que serviram de branco para a digestibilidade. O

experimento foi feito em delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos
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e trés repeticdes. Os tratamentos tiveram as seguintes proporcOes de fontes de
nitrogénio: 100% de nitrogénio advindo de uréia (9,59 mg) e 0% de caseina (0 mg);
75% de uréia (7,20 mg) e 25% de caseina (2,39 mg); 50% uréia (4,80 mg) e 50% de
caseina (4,80 mg); 25% de uréia (2,39 mg) e 75% de caseina (7,20 mg); 0% de ureia (0
mg) e 100% de caseina (9,59 mg).

Foram utilizados em cada frasco de incubacdo, além das fontes de nitrogénio, 35
ml do meio de cultura (28 ml de tampéao de McDougall e 7 ml de indculo), 350 mg de
capim-buffel, ou apenas 35 ml do meio de cultura (branco).

Cada frasco foi entdo saturado com CO,, tampado e lacrado. Os frascos foram
incubados a 39 °C, em estufa oncubadora de BOD durante 96 horas. Durante a
incubacdo foram retirados de todos os frascos, 0s gases produzidos através de seringas a
cada 3 horas. Foram avaliados os tempos de 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de
incubacéo.

Ao final de cada tempo de incubagdo, os frascos foram retirados da estufa
incubadora de BOD e o residuo filtrado para determinacdo da degradabilidade da FDN.
Foi retirado de cada unidade experimental 2,0 ml de amostra do meio de cultura, que
foram colocadas em tubos eppendorf e centrifugadas na microcentrifuga a 5200 x g, por
10 minutos, sendo o sobrenadante congelado para analise posterior da concentracdo de
nitrogénio amoniacal (N-NH3). O pelete foi resuspenso em solucéo de NaCl (0,9% p/v),
centrifugado a 5200 x G, por 10 minutos, descartado 0 sobrenadante e ressuspenso
novamente em solucdo de NaCl (0,9% p/v), em seguida foi congelado para posterior
determinacdo de proteina microbiana. A concentracdo de amoénia foi determinada
através do metodo colorimétrico de Chaney e Marbach (1962) e proteina microbiana
pelo método de Bradford (1976).

Para analise dos acidos graxos volateis (AGV), foi retirado de todas as unidades
experimentais, no tempo de 48 horas de incubacdo, 2,0 ml de amostra do meio de
cultura que foram colocadas em tubos eppendorf e centrifugadas na microcentrifuga a
5200 x g, por 10 minutos, sendo o sobrenadante congelado para andlises de acidos
graxos volateis (AGV), em um Cromatéografo Liquido de Alto Desempenho (HPLC),
marca SHIMADZU, modelo SPD-10A VP acoplado ao Detector Ultra Violéta (UV)
utilizando-se um comprimento de ondas: 210 nm. Utilizando uma coluna C18 marca

SHIMADZU com 30 cm x 7.9 mm de didmetro, com fluxo na coluna de 0,6 mL/minuto.
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Sobre uma pressdo de 69 kgf, sendo a fase movel agua em 1% de acido orto fosférico e
o volume injetado 20 ul. Foram analisadas as concentra¢es dos acidos graxos volateis
acetato, propionato e butirato, bem como a relacdo acetato/propionato, AGVs totais € a
concentracdo de lactato.

Foram incubados também frascos considerados branco, contendo as soluc@es de
incubacdo sem substrato, para o ajuste das variagOes existentes. Os frascos foram
fechados utilizando-se rolhas de borracha e em seguida agitados para homogeneizagéo
das amostras.

Na determinacdo da degradabilidade da FDN foi retirado, para cada periodo de
andlise, o material residual de cada frasco, lavado com &gua quente em cadinho filtrante
até a retirada do meio de cultura. Este residuo foi seco em estufa ventilada e, ap6s 24
horas, foi pesado em balanca analitica. Deste residuo foi determinado o teor de FDN
pelo método de Van Soest (1967), que foi considerado parte indigestivel do alimento.

Os residuos da FDN nos diferentes tempos, para cada tratamento, foram
analisados pelo algoritmo de Gauss-Newton e ajustamento ao modelo logistico nédo

linear descrito por Van Milgen et al. (1991) e Detmann et al. (2011).

[cxexp(—pxt) —pxexp(—cxt)] vl

Rt=Ux
(c—p)

)
em que: Rt = residuo ndo-degradado de FDN no tempo “t” (%); U = fracdo
potencialmente degradavel da FDN (FDNpd) (%); | = fracdo indegradavel da FDN
FDNI) (%); ¢ = taxa fracional de degradacdo da FDNpd (h-1); p = taxa fracional de
laténcia (h-1); e t = tempo (h).

A funcdo descrita em (1) é considerada simétrica em relagéo as taxas fracionais de
degradacéo c e p, sendo frequentemente reconhecido que os menores valores estdo
associados a ¢ (VIEIRA et al.,, 1997). Entretanto, quando as taxas fracionais ¢ e p
tendem a mesma estimativa, indeterminacdo matematica sera observada e o modelo re-
parametrizado segundo a regra de L’Hospital (VAN MILGEN et al., 1991):

Rt=Ux(1+Axt)xexp(—Axt)+1
(1)
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em que: A = taxa fracional conjunta de laténcia e degradacao (h-1). Nesta circunstancia,
devido o parametro A descrever simultancamente as taxas de laténcia e degradacao,
determinou-se a taxa fracional de degradacéo a partir de A utilizando as propriedades da
distribuicdo gama-2 (ELLIS et al., 1994):
¢’=0,59635 x A
()
em que: ¢’ = taxa fracional de degrada¢ao da FDNpd (h-1) para 0s casos em que 0O
modelo re-parametrizado for utilizado (Equacéo II).
A laténcia discreta foi obtida segundo modelos de Vieira et al. (1997):
L RO -RE)
U

(V)
em que: L = laténcia discreta (h); R(0) = residuo de FDN ndo degradada em t = 0 (%);
R(ti) = residuo ndo-degradado de FDN obtido no ponto de inflexdo da curva de
degradagdo (%); nu = derivada da curva ajustada de degradacdo para o ponto de inflexdo
(méxima taxa de degradacdo do substrato) (h-1); ti = tempo equivalente ao ponto de
inflexdo da curva de degradacéo (h).

Os valores de ti foram calculados segundo as observacdes de Van Milgen et al.

(1991) (Equacdes 1 e I, respectivamente):

. In(c) — In(p)
- (c-p)
V)

ti

POY U

(V1)
A taxa especifica de crescimento microbiano em relacdo a FDNpd foi calculada
segundo hipotese proposta por Beuvink e Kogut (1993):

U
Sgr =—
Ir=g

(VII)

em que: Sgr = taxa especifica de crescimento microbiano (h™). Com as estimativas de
Sgr calculadas, estimou-se as eficiéncias de crescimento microbiano em relagdo a
FDNpd, segundo teorias de Pirt (1965):
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“Ser " vm

il

(V1)
em que: Y = eficiéncia microbiana (g células x g™ carboidratos degradados); m =
exigéncia para mantenca dos microrganismos (g carboidratos x g™ células x h™%); e Ym
= eficiéncia teérica maxima dos microrganismos sobre o substrato (g células x g*
carboidratos degradados). O parametro Ym foi adotado como referéncia com o valor de
0,4 g células x g* carboidratos degradados e para m o valor de 0,05 g carboidratos g™
células x h™*, conforme recomendacdes de Russell et al. (1992).

As fragOes efetivamente degradadas da FDN foram calculadas de acordo por
Costa et al. (2008) em adequacdo a metodologia de @rskov e McDonald (1979):

dRt

FED =limt - wft[(f(t) X <_E>]dt
0

(IX)
em que: FED = fracdo efetivamente degradada da FDN (%); f(t) = fun¢ao relativa ao
deslocamento de sdlidos no ambiente ruminal. Para definicdo da funcdo descrita em
(IX), assumiu-se deslocamento ruminal de sélidos de ordem gama-1 (ELLIS et al.,
1994), a qual foram alocado valores hipoteticamente, 0,020, 0,035 e 0,050.

Desta forma, calculou-se FED, no contexto das equacgdes (X), respectivamente,

por:

2

FED =Ux AEARE
(X)

Os modelos foram ajustados para os perfis de degradacdo em funcdo dos
diferentes niveis de substituicdo e foram comparados de forma descritiva. Os valores de
concentracdo de N-NH; e proteina microbiana obtidos nos tempos de 0 e 48 horas de
incubacdo foram avaliados andlise de variancia e regressdo e os critérios utilizados na
escolha do modelo foi a significancia dos coeficientes de regressdo a 5% de
probabilidade pelo teste Tukey e o coeficiente de determinagéo (r?), obtido pela relacdo
entre a soma de quadrados da regressdo e a soma de quadrados dos tratamentos e do
fendmeno bioldgico.

Os dados de AGV e lactato foram submetidos a anélise de variancia e regressao.

Os critérios para escolha de modelos de regressao foram a significancia dos parametros
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da regressdo, valores do coeficiente de determinacdo e interpretacdo bioldgica das
curvas de regressdo. A andlise estatistica das variaveis foi realizada pelo teste Tukey ao
nivel de significancia de 5%.

O desvio padrdo assintético (DPA), foi calculado a partir da raiz quadrada do
quadrado médio do residuo de cada modelo. Todos as andlises estatisticas, tanto
lineares, como ndo-lineares, foram realizadas por intermédio do programa SAS

(Statistical Analisys System).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios observados em relagdo amonia ruminal, no tempo de 48 horas
de incubacdo (Tabela 2), em todos os tratamentos encontram-se acima do patamar
minimo de 4 a 5 mg/dL recomendado por Satter e Slyter (1974) para degradacdo da
FDN e também acima do recomendado por Van Soest (1994), que preconiza valores por
volta de 10 mg/dL, para um adequado crescimento microbiano sobre carboidratos e para
os valores 6timos para degradacdo da FDN. No presente estudo, todos os tratamentos
forneceram aporte suficiente de aménia para 0os microrganismos que degradam celulose
e hemicelulose. As 48 h de incubacdo os valores de amonia apresentaram
comportamento linear decrescente (P<0,05), variando de 26,0 a 19,25 mg/dL de amdnia

ruminal, respectivamente para os tratamentos 0 e 100% de substituicao.

Tabela 2 — Efeito da substituicdo de nitrogénio ndo protéico (NNP) por proteina
verdadeira (PV) sobre a concentracdo de nitrogénio amoniacal e proteina

microbiana as 0 e 48 horas de incubacdo in vitro

% de substituicdo de NNP por PV CV(%)'! R*  p-value
Parametro 0 25 50 75 100 L Q
N-NH3, mg/dL
0 horas® 7,58 7,15 6,17 5,63 1,69 1355 0,80 0,01 Ns

48 horas® 26,0 24,80 2264 19,91 19,25 17,34 0,97 0,02 Ns

Ptn microbiana, mg/L
Ohoras® 161,33 162,00 162,05 163,03 161,33 31,51 - ns Ns
48 horas® 463,33 536,01 622,66 494,65 442,54 10,76 0,79 ns 0,02

108



CV = coeficiente de variagéo, probabilidade significativa ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05 pelo
teste Tukey); NS = ndo significativo; L = linear; Q = quadrético, R>= Coeficiente de determinaco. 2
¥=8,3+0,053X; ° Y=26,20-0,073X; “¥=161,9; °Y= 462,11+4,97X-0,053X".

Segundo Leng (1990), para gramineas tropicais, de baixa qualidade s&o
necessarios 10 a 20 mg N-NH3/dL para que se maximize a degradacdo ruminal. Esta
concentracdo de N-NH3 melhora a eficiéncia da sintese microbiana de 15 a 28%,
independente da fonte de nitrogénio (KANJANAPRUTHIPONG e LENG, 1998). No
presente estudo o tratamento com 100% de substituicdo do NNP obteve o maior tempo
de incubagdo para alcancar o valor minimo necessario de N-NH; para maxima
degradacéo da FDN.

A concentracdo de 10 mg/dL de N-NHj; foi atingindo com 24 horas de
incubacdo, enquanto os demais propor¢des atingiram esta concentragdo minima com 9
horas de incubacgéo (Figura 1a). Isto refletiu no crescimento microbiano, que foi menor
em todo o periodo de incubacdo, quando se tinha no meio nitrogénio advindo somente
de proteina verdadeira (Figura 1b). Uma possivel explicacéo seria pelo fato da uréia ser
mais eficiente em efetuar maiores niveis de nitrogénio amoniacal em relacdo a caseina
em circunstancias de suplementacdo semelhante em termos proporcionais proteicos
(ZORZI et al., 2009).
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Figura 1- Efeito da substituicdo de nitrogénio ndo protéico (NNP) por proteina
verdadeira (PV) sobre a concentracdo de amonia (a) e proteina microbiana (b) ao longo

de 96 horas de incubacdo in vitro.

Em relacdo a proteina microbiana no tempo de incubacdo de O hora, ndo foi
observado diferenca estatistica entre os tratamentos (P>0,05), com média geral de 161,9
mg/L de proteina microbiana. Entretanto, no tempo de incubacdo de 48 horas foi
observado ajuste dos tratamentos ao modelo quadratico (P<0,05) com ponto maximo
para proteina microbiana de 46,88% de substituicdo do NNP por proteina verdadeira,
pela derivacao da equacgéo de segundo grau.

Dietas formuladas com diferentes fontes de nitrogénio, que supram a necessidade
de proteina degradavel no radmen, podem melhorar o aporte de nutrientes para 0s mais
diferentes grupos de microrganismos ruminais, melhorando a eficiéncia e producédo na
sintese de proteina microbiana. Além disso, como pode-se observar na Figura 1, permite
uma liberacdo mais sincronizada de fontes de nitrogénio para o crescimento microbiano.
Visando determinar o efeito da quantidade e da fonte de compostos nitrogenados na
eficiéncia da sintese de proteina microbiana, Bowen et al. (2016) utilizando graminea
tropical de baixa qualidade ndo encontraram diferenca quanto a fonte utilizada (uréia ou
caseina). Entretanto, estes mesmos autores encontraram diferenca na quantidade
utilizada de caseina, para maximizar a eficiéncia de sintese de proteina microbiana que
foi, somente, aumentada quando foi fornecido um maior aporte de matéria organica

digestivel, e esta melhora foi associada com um aumento de quatro vezes na
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concentragdo de N-NHgs, no liquido ruminal, em decorréncia de uma maior degradagéo
da proteina dietética. A presenca de proteina verdadeira € importante na sintese de
aminoacidos pelas bactérias celuloliticas, como fonte de &cidos graxos volateis de
cadeia ramificada (Bowen et al. 2016).

N&o foram observados efeitos significativos na substituicdo ou no tempo de
incubacédo (P>0,05) sobre o0 pH do meio (Tabela 3), obtendo valor médio de 7,15 para o
tempo de incubacéo de 0 hora e 7,26 para o tempo de incubacdo de 48 horas. Todos 0s
valores encontrados permaneceram acima dos limites minimos para a atividade
fibrolitica (STROBEL e RUSSELL, 1986; ORSKOV, 1988). Para Martins et al. (2006),
valores de pH acima de 6,0 favorecem a manutengdo do meio ruminal adequado para a
aderéncia das bactérias celuloliticas as particulas, assim como todos os valores
encontram-se acima do minimo recomendado para a atividade de enzimas fibrolitica
(CYSNEIROS et al.,, 2013). Rasmussen et al. (1989), ndo observaram efeitos da
mudanca do pH entre 6,0 e 8,0 sobre a aderéncia bacteriana, o que pode indicar que

valores de pH ligeiramente superiores a 7,0 pode favorecer a degradabilidade da FDN.

Tabela 3 - Efeito da substituicdo de nitrogénio ndo protéico (NNP) por proteina
verdadeira (PV) sobre o pH do meio as 0 horas e 48 horas de incubacdo in

vitro
% de substituicdo de NNP por PV~ CV(%)' R®  p-value
Parametro 0 25 50 75 100 L Q
pH
0 horas 710 714 717 7,16 7,19 1,94 - ns ns
48 horas 729 726 728 722 1,25 0,47 - ns ns

! Coeficiente de Variacéo;

N&o foi observado efeito (P>0,05) para as concentragdes ruminais de acetato,
propionato, lactato e na relagdo acetato/propionato nas diferentes relagbes de
substituicdo da uréia por caseina, com média de 51,5; 21,4; 0,45 e 2,46 mM,
respectivamente. As porcentagens em propor¢do molar apresentadas para acetato e
propionato foram de 68,8% e 28,2%, respectivamente, dentro da faixa de normalidade
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apresentada por Silva e Le&o (1979) conforme citado por Valadares Filho e Pina (2011),
entre 54 e 74%, para o acetato, e 16 e 27%, para propionato.

Segundo Stradiotti Junior et al. (2004), com a menor producdo de amonia espera-
se que ocorra aumento na producao de propionato, com consequente reducéo na relagédo
acetato/propionato no ramen, entretanto, no presente trabalho ndo foi observado tal
efeito. Apesar das diferentes concentragdes de N-NH; nos diferentes relagdes, o pH nédo
sofreu alteracbes e sendo este determinante na proliferacdo de microrganismos
celuloliticos (RUSSELL e WILSOM, 1996), que sdo os principais produtores de
acetato, acarretando uma uniformidade na fermentacdo do substrato utilizado

independente da relacdo NNP e PV.

Tabela 4. Concentracdes dos acidos graxos volateis e lactato em funcdo a substituicdo

de nitrogénio nao protéico (NNP) por proteina verdadeira (PV).

% de substituicdo de NNP por PV

AGV?

0% 25% 50% 75% 100%
Acetato 51,6 51,8 53,5 50,4 50,2
Propionato 20,8 21,30 24,9 20,0 20,0
Butirato 0,87 0,94 1,56 1,61 2,05
Lactato 0,39 0,49 0,47 0,41 0,47
A/B? 2,48 2,43 2,16 2,62 2,60
AGVs 73,27 74,04 79,96 72,01 72,20
Totais
Parametro Equacdo Regressdo CV(%) L Q R?
Acetato Y =515 84  0.317 0.326 -
Propionato Y =21,4 14,8 0.491  0.152 -
Butirato ¥ =0,81+0,01X 242 0.001 0.88 0,90
Lactato Y =045 23,6 0,707 0,500 -
A/B? Y =2,46 20,6 0634 0,488 -
AGVs Totais  ¥=73,3+0,2X-0,002X? 1,1 0,001 0,001 0,58

INiveis de substituicdo da uréia por caseina; “Concentracdo de AGVs em milimolar (mM); *Relagdo

Acetato/Propionato.
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As concentracbes de butirato apresentaram comportamento linear crescente
(P<0,05) com a substituicdo da uréia pela caseina, variando de 0,87 mM a 2,05 mM,
respectivamente para os tratamento com 0 e 100% de substituicdo. Apesar, que 0
presente estudo, ter sido realizado em um sistema fechado e restrito (in vitro) e o rGmen
ser um ambiente dindmico, com passagem de solidos e liquidos, e entrada de saliva e de
alimentos. Os resultados corroboram com trabalhos in vivo (HELDT et al., 19993;
LAGUNA et al., 2013; GONCALVES et al., 2015).

Isto porque, as bactérias que utilizam a rota do butirato para reoxidacdo do
NADH,, geralmente apresentam apenas esta rota para producdo de AGV, ndo tendo
enzimas capazes de fazer outro mecanismo para producdo de outro produto final
(MOSS et al., 2000). Assim, provavelmente, as bactérias celuloliticas produtoras de
butirato apresentam afinidade na utilizacdo dos produtos da fermentacdo de
aminoacidos e pequenos peptideos oriundos da degradacdo da proteina verdadeira,
como por exemplo, AGV de cadeia ramificada.

Os resultados do presente estudo em relacdo a concentracdo de AGVs totais e as
quantidades individuais de cada AGV, contradiz com o estudo realizado por Xin et al.
(2010), que compararam dietas com diferentes fontes proteicas (proteina isolada da soja,
uréia pecuaria e uréia encapsulada) e ndo observaram diferencas na concentracdo de
AGV totais entre os trés tratamentos, mas as porcentagens molares dos AGV
individuais foram significativamente alterados pelos tratamentos, em que dietas a base
de uréia resultaram em uma maior proporcdo de acetato e menores de propionato em
relacdo a dieta com farelo de soja, proporcionando um aumento na relacdo
acetato/propionato.

Os niveis de N-NH3 e o fornecimento de uma fonte de proteina verdadeira
exercem influéncia direta na fermentacdo dos substratos presentes no rumen, uma vez
que estes compostos servem para a sintese das bases nitrogenadas e como doadores de
esqueletos de carbono, respectivamente, justificando um aumento na concentracdo de
AGVs totais quando ocorre uma combinacgao destes compostos, na base de substitui¢éo
de 50%.

A maior concentragdo de AGVs totais foi observada na substituicdo de 50% de
de NNP com 80,57 mM de concentracdo. O fornecimento de proteina verdadeira, como

a caseina, compondo uma parte da suplementagdo, demonstra ser importante tanto para

113



fermentacdo como para 0 crescimento microbiano, uma vez que os aminoacidos s&o
fornecedores do esqueleto carbonico, quando degradados, e juntamente com amonia,
gerada pela hidrdlise da uréa, sdo utilizadas para a sintese de proteina microbiana
(RIBEIRO et al., 2014). A suplementacdo com 50% de PV aumentou a degradacdo da
fracéo fibrosa (FDNpd), que consequentemente promoveu uma maior concentracdo de
AGYV totais. Detmann et al. (2011), evidenciaram um incremento na degradacao da fibra
de 24% e 96% com o fornecimento de 1/3 de PV em comparacao aos tratamentos com
adicdo de uréia e sem adicdo de nenhum composto nitrogenado, respctivamente.

Segundo Kozloski (2011), o catabolismo dos aminoécidos e sua conversdo aos
acidos graxos de cadeia ramificada (isobutirato, isovalerato), sdo realizados por
bactérias com alta atividade desaminativa, e sdo substratos essenciais para 0
crescimento das bactérias que degradam os carboidratos fibrosos, aumentando o
potencial da fermentacdo da FDNpd, gerando uma maior concentracdo de AGVs, que
sdo responsaveis por 70-80% da energia pelo ruminante.

A substituicdo do nitrogénio ndo proteico (uréia) por uma fonte de proteina
verdadeira (caseina) elevou a taxa de degradacdo da FDNpd, até o nivel de substituicdo
de 50% em comparacdo ao tratamento sem substituicdo. O tratamento com 50% de
substituicdo apresentou uma maior taxa fracional de degradacdo resultante da
transformagdo do parametro A, observando-se um aumento de 17,42% em comparagdo
ao tratamento sem substitui¢do. Foi observado, também, que a taxa de degradacdo da
FDNpd decresceu nos tratamentos com 75 e 100% de substituicdo de NNP por PV, em
6,53 e 13,57%, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5 — Estimativas dos parametros da degradacdo ruminal da fibra em detergente
neutro potencialmente degradavel e desvios-padrao assintoticos (DPA) para
os perfis de degradacéo ajustados em fungéo das substituicdes do nitrogénio

ndo proteico (NNP) por proteina verdadeira (PV).

Niveis de Substituicdo

Parametro®
0% 25% 50% 75% 100%
U (%) 436 40,99 388 415 378
A (h'l) 0,1955 0,2134 0,2295 0,1826 0,1689
c’ (h'l)2 0,1165 0,1272 0,1368 0,1089 0,1007
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VRTD(%)’ 100 109,18 117,42 93,47 86,43
L (h) 8,79 8,05 7,48 9,41 10,18
DPA 9,60 9,01 8,61 9,25 9,87

U = fracdo potencialmente degradavel da FDN (FDNpd); A = taxa fracional comum de laténcia e
degradagao; ¢’ = taxa fracional de degradagdo obtida a partir da conversdo do pardmetro A; VRTD = valor
relativo da taxa de degradacdo; L = laténcia discreta (L).?Estimado segundo propriedades da distribuicdo

gama-2: ¢’ = 0,59635A. *Valor relativo da taxa de degradacio em relagéo a forragem (0 mg/dl).

Segundo Franco et al. (2004), o aumento da concentracao de nitrogénio amoniacal
favorece a proliferacdo de bactérias que degradam carboidratos fibrosos. A amoénia é de
fundamental importancia para degradacéo de carboidratos uma vez que € utilizada pelos
microrganismos que degradam a celulose e hemicelulose da parede celular dos vegetais,
para crescimento e multiplicacdo celular (RUSSELL et al., 1992; OLIVEIRA et al.,
2007). Entretanto, além de dependerem da amdnia, 0s mesmos necessitam também de
acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR) (isovalerato, isoubutirato) provenientes da
degradacdo da proteina de cadeia ramificada, como a leucina, isoleucina e valina, para
sintese de proteinas microbianas (HARAGUCHI et al., 2006). Diante disto, pode-se
afirmar que a interacdo da uréia e caseina proporcionou as melhores condices para
degradacdo da FDN, visto que o tratamento com 50% de ambos 0s compostos
nitrogenados tiveram as melhores taxas de degradacao.

Resultado semelhantes foi encontrado por Zorzi et al. (2009), que observaram um
efeito deletério na inclusdo da caseina, onde o acréscimo de 0,5 mg/mL aumentou em
1,1 % a taxa de degradacdo da FDNpd. Porém, o uso da caseina em niveis maiores de
1,0 e 2,0 mg/mL ocasionou efeito inibitorio sobre as estimativas deste pardmetro em
comparacao ao tratamento somente com forragem, onde as redugdes foram de 6,4 e 9,1
%. Os mesmos autores constataram que somente a suplementagdo com uréia,
independentemente do nivel de suplementacdo, aumentou a taxa de degradacdo da
FDNpd.

Segundo Detmann et al. (2011), os valores maximos encontrados para a FDN
potencialmente degradavel e eficiéncia microbiana foram conseguidos quando a relagdo
era 2/3 de nitrogénio ndo proteico e 1/3 de proteina verdadeira. Estes autores afirmam
que o balanceamento do suplemento proteico otimiza a degradacdo da FDN de forragem

de baixa qualidade para bovinos.
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Outro parametro que pode-se associar a melhoria no aproveitamento da FDN em
relacdo a utilizagdo NNP e PV ¢é a laténcia discreta (L). Detmann et al. (2011),
descrevem como laténcia discreta a estimacdo, por aproximacéo, do tempo requerido
para 0S preparatorios iniciais referentes as atividades de degradacdo da FDN,
envolvendo hidratacdo, fixagdo ao substrato e sintese de enzimas. Observou-se que o
tratamento com 50% de substituicdo de NNP e PV obteve uma reducgéo na estimativa de
laténcia discreta de 1,31 em comparagdo ao tratamento com 0% de substituicdo e uma
reducdo de 2,7 horas em comparacdo ao tratamento com 100% de substituicdo. Foi
observada uma reducgdo no tempo de laténcia até o nivel de 50% de substituicdo da NNP
por PV, causando uma reducgéo de 0,99 horas na laténcia discreta.

Segundo Detmann et al. (2009), a ineficiéncia na concentracdo de am6nia no meio
ruminal pode causar uma deficiéncia microbiana na sintese de compostos necessarios
para a aderéncia microbiana na fibra ou na produgdo de enzimas para iniciar a
degradacédo de fibra. Outro fator importante que pode-se mencionar para uma possivel
explicacdo a maior taxa de degradacdo da FDNpd em situacBes de suplementacdo
combinada, € a manutencdo constante de valores elevados da aménia no meio,
propiciando as bactérias que degradam celulose e hemicelulose e o atendimento das
exigéncias das diversas espécies do meio ruminal. Geralmente, as bactérias celuloliticas
e hemiceluloliticas, fermentadoras de carboidratos fibrosos utilizam o nitrogénio
amoniacal como principal fonte de nitrogénio para crescimento microbiano. Entretanto,
as bactérias fermentadoras de carboidratos ndo fibrosos utilizam aminoécidos como
fonte de nitrogénio. Como o meio de incubacdo, do presente estudo, era rico em
carboidrato fibroso (Tabela 1), os tratamentos que forneciam maiores quantidades de
PV, tiveram comprometimento na eficiéncia da degradacéo da fibra.

A suplementacdo com os diferentes compostos nitrogenados teve elevagéo de
somente 4,5% na taxa de crescimento especifico de microrganismos até a substituicdo
de 50% da NNP por PV (Tabela 6). Entretanto, ocorreu um decréscimo de 10,9 a 24,9%
para os niveis de substituicdo de 75 e 100%, respectivamente. Para eficiéncia de
crescimento microbiano sobre a FDNpd a substituicdo com 50% obteve os melhores
resultados, sendo 17,4% mais eficiente em relagdo ao tratamento com 100% de NNP.
Quando a substituicdo do NNP por PV passou a ser de 100%, ocorreu um decréscimo

de 13,7% na taxa de crescimento especifico dos microrganismos.

116



Tabela 6 - Parametros secundarios associados ao crescimento microbiano sobre a fibra
em detergente neutro potencialmente degradavel em funcdo das

substituicdes do nitrogénio nao protéico (NNP) por proteina verdadeira

(PV).
Niveis de Substitui¢do
Parametro
0% 25% 50% 75% 100%
' 3,13 3,22 3,27 2,79 2,35
Sgr 0,0719 0,0785 0,0844 0,0671 0,0621
EFM 312,95 348,78 363,37 308,15 302,55

1 = maxima taxa de degradagio (h-1); Sgr = taxa de crescimento especifico de microrganismos (h-1);
EFM = eficiéncia de crescimento microbiano sobre a FDNpd (g MS microbiana/kg de carboidrato

degradado).

Foi encontrado comportamento similar aos demais parametros avaliados em
relacdo eficiéncia de crescimento microbiano sobre a FDNpd (g MS microbiana/kg de
carboidrato degradado). A substituicdo em até 50% proporcionou um crescimento
microbiano em torno de 16,1% mais eficiente com 363,379 (g MS microbiana/kg de
carboidrato degradado). Enquanto a substituicdo total NNP por PV provocou uma
reducdo de 3,3% em comparacao ao tratamento sem substituicéo.

O fornecimento de aminoacidos, oriundo da proteina verdadeira, compondo uma
parte da suplementacdo, demonstra ser importante tanto para degradacdo como para 0
crescimento microbiano, uma vez que os aminoacidos sdo fornecedores do esqueleto
carbonico, formados pela degradacdo do mesmo, e juntamente com amonia, gerada pela
hidrolise do NNP, sdo utilizados para a sintese de proteina microbiana (RIBEIRO et al.,
2014). Sampaio et al. (2009), citam que a exigéncia de compostos nitrogenados pelos
microrganismos ruminais é de aproximadamente 7% de PB e que valores inferiores a
este, deixam de atender as exigéncias dos microrganismos ruminais, comprometendo
assim o crescimento microbiano. Tendo em vista que os valores basais de PB
encontrados na forragem utilizada neste experimento foi de 4,98%, abaixo do
recomendado por Sampaio et al. (2009), podemos considerar que todos os tratamentos
supriram as recomendacdes de PB, uma vez que os tratamentos com 0; 25; 50; 75 e
100% de substitui¢fes da uréia por caseina obtiveram 19,9; 10,8; 9,6; 8,4 e 7,2% de PB,

respectivamente.
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Fernandes et al. (2014), citam que a proteina microbiana é considerada de alto
valor bioldgico, apresentando 62,5% de proteina bruta, sendo que 60% desta é
verdadeira e disponivel e com perfil aminoacidico completo para ruminantes, além de
representar cerca de 50 a 80% da proteina absorvivel no intestino (BACH et al., 2005).
Diante do exposto, os dados demostram a importancia do fornecimento adequado da
suplementacdo com NNP e fontes de proteina verdadeira para 0s microrganismos
ruminais, pois estes serdes responsaveis por boa parte da resposta bioldgica animal, uma
vez que a maior quantidade de microrganismos presente, aléem de ajudar na degradacéo
do alimento serve como fonte de proteinas para o animal hospedeiro.

As maiores estimativas da degradacdo efetiva da FDNpd foram observadas no
tratamento com 0% de substituicdo do NNP por PV, com incrementos, considerando-se
taxa de passagem de 0,035 h™, de 20,7% sobre a fracdo efetivamente degradada da
FDNpd, comparada ao tratamento com 100% de substituicdo e chegando a 22,6% de
incremento usando a taxa de passagem de 0,05 h™* (Tabela 7).

Tabela 7 - Estimativas da fracdo efetivamente degradada da fibra em detergente neutro
potencialmente degradavel (% da FDNpd) em funcdo das substituicdes do
nitrogénio ndo protéico (NNP) por proteina verdadeira (PV).

Taxa de passagem ruminal (h™)*

Tratamento 0,020 0,035 0,050
0% 35,88 31,36 27,65
25% 34,27 30,26 26,91
50% 32,85 29,22 26,17
75% 33,73 29,24 25,59
100% 30,28 25,99 22,55

T Assumindo-se cinética de deslocamento ruminal de sélidos com ordem gama-1.

A fracdo efetivamente degradada da FDNpd, por se tratar de um parametro
diretamente derivado da taxa de degradacdo da FDNpd, deveria apresentar um
comportamento similar aos demais parametros estudados, entretanto tal comportamento
néo foi verificado no presente trabalho. Apesar da fragdo potencialmente degradavel da

FDN (U) ser uma caracteristica unica e exclusiva do substrato (forragem) (DETMANN
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et al., 2011), sdo atribuidos diferentes valores para cada tratamento de acordo com o
tipo e a utilizacdo da suplementacdo nitrogenada, visando aumentar a fragéo
potencialmente degradavel e consequentemente diminuir fracdo indegradavel. Tal fato
ocorre, pois a suplementacdo com os diferentes tipos de compostos nitrogenados
modifica o meio ruminal, favorecendo ou ndo um ambiente que propicie uma melhor
degradacdo da FDN. Portanto, observa-se uma diferenca na fracdo efetivamente
degradada da FDNpd em relacdo as taxas de degradacdo, onde foi observado que a
suplementacdo com nitrogénio ndo protéico e proteina verdadeira traz beneficios na
digestdo da fibra do capim-buffel, tanto na extensdo de sua degradacdo pelos
microrganismos ruminais, como tembém na sintese de proteina microbiana (COSTA et
al., 2008).

A degradacdo da FDN, ao término do ensaio de incubacdo, demonstrou efeito
quadratico com ponto de maxima degradacdo da FDN, pela derivacdo da equacao, em
torno de 42,03% de substituicdo de nitrogénio ndo proteico por proteina verdadeira
(Figura 2).
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Figura 2- Degradacdo da FDN (%) em relacédo a substituicdo das fontes de compostos

nitrogenados.
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CONCLUSOES

A utilizacdo, como fonte de nitrogénio, para microrganismos ruminais, de 50%
de nitrogénio ndo protéico e 50% de proteina verdadeira otimiza a degradacéo da fibra
em detergente neutro do capim-buffel com baixo teor protéico e o crescimento

microbiano in vitro.
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CAPITULO 4

COMPOSTOS NITROGENADOS ASSOCIADOS A UMA FONTE DE
CARBOIDRATO NAO FIBROSO SOBRE A DEGRADACAO IN VITRO DA
FDN DE CAPIM-BUFFEL
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Compostos nitrogenados associados a uma fonte de carboidrato néo fibroso sobre
a degradacéo in vitro da fdn de capim-buffel

Resumo - Objetivou-se com este trabalho avaliar a degradacao in vitro dos carboidratos
fibrosos do capim-buffel, em funcéo de suplementacdo com compostos nitrogenados
associados a uma fonte de carboidrato nédo fibroso. Os tratamentos tiveram as seguintes
constitui¢bes: 100% de nitrogénio ndo proteico (NNP) e 65 mg de amido; 75% de NNP
e 25% de proteina verdadeira (PV) e 65 mg de amido; 50% de NNP e 50% PV e 65 mg
de amido; 25% de NNP e 75% PV e 65 mg de amido; 100% de PV e 65 mg de amido;
0% de fonte de nitrogénio e 65 mg de amido. Os niveis foram avaliados por incubagdo
in vitro em diferentes tempos: 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72 e 96 horas. O experimento
foi feito em delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos com trés
repeticdes. Os residuos de incubacdo foram avaliados quanto ao teor de FDN e
interpretados pelo modelo logistico ndo-linear. O tratamento com 0% de PV apresentou
um valor mais elevado de proteina microbiana, 545,8 mg/L, enquanto o tratamento com
100% de PV obteve o menor valor entre todos os niveis de substituicdo, 426,6 mg/L de
liquido ruminal, valor préximo ao tratamento sem adi¢do de compostos nitrogenados,
423,1 mg/L. A substituicdo do NNP pela PV afetou (P>0,05) as concentracOes de
acetato. A maior concentracdo de acidos graxos volateis (AGVs) Totais foi observada
no tratamento com 100% de NNP. A substituicdo do NNP pela PV em 100% provocou
um decréscimo de 28,98% na taxa de degradacdo em comparacdao ao tratamento sem
com 0% de NNP. A adi¢do da PV em substituicdo ao NNP em 100% diminuiu em
29,02% a taxa de crescimento especifico de microrganismos e em 8,86% a eficiéncia de
crescimento microbiano sobre a FDNpd no tratamento com 100% de PV. A utilizacdo
do NNP, como unica fonte de nitrogénio para microrganismos ruminais, associado a
uma fonte de carboidrato ndo fibroso, otimiza a degradacdo da fibra em detergente
neutro e o crescimento microbiano do Capim-buffel com baixo teor protéico in vitro. A
utilizacdo de nitrogénio ndo protéico, como Unica fonte de nitrogénio para
microrganismos ruminais, associado a uma fonte de carboidrato ndo fibroso, otimiza a
degradacdo da fibra em detergente neutro e o crescimento microbiano do capim-buffel
com baixo teor protéico in vitro.

Palavras-chave: amido; caseina; proteina microbiana; uréia
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Effect of NNP substitution by TP, associated to a non-fibrous carbohydrate source
on the degradation of Buffel Grass NDF in vitro

Abstract - The objective of this work was to evaluate the in vitro degradation of the
fibrous carbohydrates of the Buffel Grass, as a function of nitrogen supplementation
with a non-fibrous carbohydrate source. The treatments had the following constitutions:
100% of non-protein nitrogen (NPN) and 65 mg of starch; 75% NPN and 25% true
protein (TP) and 65 mg starch; 50% NPN and 50% TP and 65 mg starch; 25% NPN and
75% TP and 65 mg starch; 100% TP and 65 mg starch; 0% nitrogen source and 65 mg
starch. The levels were evaluated by in vitro incubation at different times: 0, 3, 6, 9, 12,
24, 36, 48, 72 and 96 hours. The experiment was done in a completely randomized
design, with five treatments with three replicates. The incubation residues were
evaluated for the NDF content and interpreted by the nonlinear logistic model. The
treatment with 0% of TP had a higher value of microbial protein, 545.8 mg / L, while
the treatment with 100% of TP obtained the lowest value among all substitution levels,
426.6 mg/L of liquid Ruminal, value close to the treatment without addition of nitrogen
compounds, 423.1 mg/L. The substitution of NPN by TP affected (P> 0.05) the
concentrations of acetate. The highest concentration of total VFA was observed in the
treatment with 100% NPN. The replacement of NPN by TP in 100% caused a decrease
of 28.98% in the rate of degradation compared to the treatment without 0% of NPN.
The addition of TP in substitution to NPN in 100% decreased the specific growth rate of
microorganisms by 29.02% and in microbial growth efficiency by 8.86% on the NDF in
the treatment with 100% of TP. The use of NPN, as the only source of nitrogen for
ruminal microorganisms, associated with a non-fibrous carbohydrate source, optimizes
the degradation of neutral detergent fiber and the microbial growth of Buffel Grass with
low in vitro protein content. The use of non-protein nitrogen, as the only source of
nitrogen for ruminal microorganisms, associated to a non-fibrous carbohydrate source,
optimizes the degradation of neutral detergent fiber and the microbial growth of Buffel
grass with low protein content in vitro.

Keywords: casein; microbial protein; starch; urea
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INTRODUCAO

No periodo seco do ano na regido Nordeste do Brasil, as plantas forrageiras
nativas ou adaptadas sdo as principais fontes de nutrientes para os caprinos. Entretanto,
estas forrageiras apresentam baixo valor nutricional, com elevados teores de fibra e
baixos teores de proteina bruta. Esses fatores limitam a digestdo da fibra no rumen,
porém algumas medidas podem ser tomadas visando melhorar a eficiéncia na utilizacdo
dessas fontes de energia, estimulando o crescimento dos microrganismos fermentadores
de carboidratos fibrosos.

Em tempos de déficit hidrico, as forrageiras apresentam valores abaixo de 7% de
proteina, valor este, limitante para degradacdo e até para o consumo da fibra, uma vez
gue 0s microrganismos ruminais necessitam de fontes de compostos nitrogenados para
utilizacdo dos carboidratos fibrosos da forrageira (LAZZARINI et al., 2009; SAMPAIO
et al., 2009). Baroni et al. (2010) trablnhando com a suplementacdo com compostos
nitrogenados emm pastagensde Panicum maximum “Tanzania”, verificaram
incrementos lineares no consumo total de MS e de FDN. A adicdo de compostos
nitrogenados resultou em almentos significativos na digestibilidade da FDN (49,9 e
54,3%, respectivamente para 11 e 13% de PB) (SILVA et al., 2009). A adigédo de 2% de
uréia ao feno de C. dactylon 'Coast Cross' afetou positivamente a taxa de degradacédo
(0,06%0,11 h-1) e a degradabilidade efetiva da FDN (30,12x41,07%) (LOPES et al.,
2010).

Sabe-se que a maioria das especies bacterianas ruminais podem utilizar amonia
para sintese de seus compostos nitrogenados. Outrossim, para as bactérias que
degradam os carboidratos fibrosos, a aménia é essencial para seu crescimento. Quando
se estimula o crescimento desses microrganismos ocorre maior fermentacao de celulose
e hemicelulose, tendo maior producdo dos acidos graxos volateis, que sdo utilizados
como fonte de energia pelos ruminantes. Segundo Detmann et al. (2009), os niveis de

amonia ruminal para a otimizagdo da degradacgdo e ingestdo dos componentes fibrosos
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em dietas com forragem de baixa qualidade, ocorre quando concentragdes de nitrogénio
amoniacal, no rimen, alcancam os valores de 8 e 15 mg/dL, respectivamente.

Entretanto, a concentracdo de nitrogénio amoniacal nao é condicdo Unica para 0S
microrganismos ruminais para otimizem a degradacéo da forragem. O fornecimento de
fontes de energia na dieta para ruminantes parece ser importante, pois, ndo havendo
disponibilidade adequada de carboidratos no momento da liberagcdo da amodnia no
rumen, ela ndo sera aproveitada pelos microrganismos ruminais, sendo absorvida pelo
rimen e transportada para corrente sanguinea e, posteriormente, eliminada pela urina
como uréia. A sincronizacdo entre as fontes de carboidratos ndo fibrosos e fibrosos e a
amonia ruminal pode acarretar maximizacgdo da eficiéncia microbiana e diminuicdo da
perda de N em forma de aménia e da energia dos carboidratos, promovendo melhoria na
digestdo da fracdo fibrosa (COSTA et al., 2015).

Ter o conhecimento da concentracdo de amonia combinada com uma fonte de
energia fermentescivel no rdmen de caprinos é de suma importancia, pois permite
utilizar de forma mais eficiente ndo s a forragem, mas também as fontes de nitrogénio.
Ao se determinar a concentracdo de amoénia no rimen dos animais para otimizacdo da
digestdo da fibra, se evitard também, a utilizacdo em excesso de fontes de proteina,
diminuindo o custo na alimentac&o animal e a excrecdo de nitrogénio.

Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a dindmica de
degradacdo in vitro da fibra em detergente neutro do capim-buffel com baixo teor
protéico, em funcdo de suplementacdo com compostos nitrogenados associados com

uma fonte de carboidrato ndo fibroso.

MATERIAL E METODOS

O ensaio in vitro foi realizado no Laboratorio do Setor de Forragicultura do
Departamento de Zootecnia pertencente a Universidade Federal de Paraiba (UFPB),
Centro de Ciéncias Agrarias, no municipio de Areia/PB. Foi utilizado um caprino
fistulado no rimen como doador de liquido ruminal, este foi alimentado exclusivamente
com capim-elefante por sete dias consecutivos, antes da realizagdo da coleta do liquido

ruminal, para diminuir a concentracdo de compostos nitrogenados no liquido ruminal.
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O trabalho foi executado obedecendo as normas técnicas de biosseguranca e ética,
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA), Centro de Biotecnologia
(CBiotec) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (protocolo: 0209/14).

O capim-buffel (Cenchrus Ciliares), foi coletado de uma pastagem deferida, onde
a graminea apresentava-se em estado fenologico avancado e apés a coleta foi seco sob
ventilacdo forcada (60° C), foi processado em moinho de facas com peneiras de 2 mm
para uso nas incubacdes e processadas em moinho de facas com peneiras de 1 mm para
quantificar os teores de matéria seca (MS) (método 930.15), proteina bruta (PB)
(método 968.06), extrato etéreo (EE) (954.05), matéria mineral (MM) (método 942.05),
de acordo com meétodologia descrita pela AOAC (2012). Os teores de fibra em
detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) e lignina foram estimados
por metodologia de Van Soest (1967) e expressos na forma corrigida para cinzas e
compostos nitrogenados e o teor de nitrogénio insolivel em detergente neutro em
relacdo ao nitrgénio total (NIDN/NT) segundo os procedimentos de Licitra et al.,
(1996). Os valores de carboidratos totais (CHOT) foram obtidos pela equacdo CHOT
(%)=100—(%PB + %EE + %MM), e os carboidrtos nao fibrosos (CNF) = 100 - (%PB +
%FDNcp + %MM + %EE), onde FDNcp é o FDN livre de cinzas e proteinas como
descrito por Sniffen et al. (1992). (Tabela 1).

Tabela 1 - Composic¢édo da forragem e dos componentes dos suplementos

Item Forragem Uréia Caseina Amido
Matéria seca (g/kg) 854,4 982,1 900,0 936,8
Matéria organica (g/kg MS) 905,2 997,6 972,4 994,6
Cinzas (g/kg MS) 94,8 2.4 27,6 54
Proteina Bruta (g/kg MS) 49,8 2610,0 889,7 3,2
Extrato Etéreo (g/kg MS) 16,6 - 3,2 -
CHOT (g/kg MS) 838,8 - - 991,4
FDN (g/kg MS) 857,0 - - -
FDNcp (g/lkg MS) 799,7 - - -
FDA (g/kg MS) 348,1 - - -
CNF (g/kg MS) 39,1 - - -
NT (g/kg MS) 8,0 - - -
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NIDN (g/kg MS) 195,6 - - -
Lignina (g/kg MS) 76,6 - - -

Fibra em Detergente Neutro; > FDN livre de cinzas e proteinas; °Fibra em Detergente Neutro;

*Carboidratos n&o Fibrosos; *Nitrogénio Total; °Nitrogénio Insolivel em Detergente Neutro.

Foi coletado liquido ruminal do caprino, trés horas ap0s o arragcoamento, para
obtencéo de in6culo contendo populagdo microbiana ativa. No laboratério, o liquido foi
saturado com didxido de carbono (CO,), colocado em repouso a 39°C e ap0os formacéo
das interfaces do liquido procedeu a retirada da fracdo intermediaria que foi
centrifugado a 500 x g por 10 minutos e o sobrenadante descartado para obtencdo de
indculo contendo populagdo microbiana ativa (RUSSELL e MARTIN, 1984). O residuo
da centrifugacao (pellet), foi ressuspenso mais duas vezes em tampdo de McDougall
(9,80g de NaHCO3; 4,65g de Na2HPO4*2H20; 0,579 de KCI; 0,12g de MgSO4*7H20
e 0,049 de CaCl2, diluidos com agua destilada até o volume de 1000ml) autoclavado.

O experimento foi constituido de seis diferentes relagdes de nitrogénio nao
proteico (uréia), proteina verdadeira (caseina) e uma fonte de carboidratos ndo fibroso
(amido). A fonte de nitrogénio ndo proteico foi a uréia, a de proteina verdadeira foi a
caseina P.A. (DINAMICA QUIMICA CONTEMPORANEA) e a fonte de carboidrato
ndo fibroso foi o amido soltuvel P.A. (SYNTH). Foi utilizado 9,58 mg de uréia para
chegar as concentracGes de 17,76 mg/dL de nitrogénio amoniacal no liquido ruminal,
sendo este, o tratamento com 100% de nitrogenio ndo proteico, tendo como base a
quantidade de uréia utilizada para alcancar as concentracdes de nitrogénio que otimizou
a digestdo da FDN do capim-buffel em pesquisa anterior. A concentragdo de amido no
meio foi 65 mg e de capim-buffel foi 285 mg, simulando condi¢des de suplementacao
de caprinos com concentrado (81,5% de forragem e 18,5% de concentrado) para garatir
o nivel de energia para aproveitamento do nitrogénio ndo-protéico pela populagéo
microbiana do rumen. Os tratamentos tiveram as seguintes constituicdes: 1) 0% de
substituicdo do NNP por PV; 2) 25% de substituicdo do NNP por PV; 3) 50% de
substituicdo do NNP por PV; 4) 75% de substituicdo do NNP por PV; 5) 100% de
substituicdo do NNP por PV; 6) 0% de fonte de nitrogénio.

Cada frasco foi entdo saturado com CO,, tampado e lacrado. Os frascos foram
incubados a 39 °C, em estufa incubadora de BOD durante 96 horas. Durante a
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incubacdo foram retirados de todos os frascos os gases produzidos através de seringas a
cada 3 horas. Foram avaliados os tempos de 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de
incubacéo.

Ao final de cada tempo de incubacdo, os frascos foram retirados da estufa
incubadora de BOD e o residuo filtrado para determinacdo da degradabilidade da FDN.
Foi retirado de cada unidade experimental 2,0 ml de amostra do meio de cultura que
foram colocadas em tubos eppendorf e centrifugados na microcentrifuga a 5200 x g, por
10 minutos, sendo o sobrenadante congelado para anélise posterior da concentracdo de
nitrogénio amoniacal (N-NH3), o pelete ressuspenso em solugdo de NaCl (0,9% p/v),
centrifugado a 5200 x g, por 10 minutos, descartado o sobrenadante, ressuspenso
novamente em solucdo de NaCl (0,9% p/v), e congelado para posterior determinacéo de
proteina microbiana. A concentracdo de amonia foi determinada através do método
colorimétrico de Chaney e Marbach (1962) e proteina microbiana pelo método de
Bradford (1976).

Os residuos da FDN nos diferentes tempos, para cada tratamento, foram
analisados pelo algoritmo de Gauss-Newton e ajustado ao modelo logistico ndo linear
descrito por Van Milgen et al. (1991) e Detmann et al. (2011).

[cxexp(—pxt) —pxexp(—cxt)] vl

Rt=Ux
(c—p)

)
em que: Rt = residuo ndo-degradado de FDN no tempo “t” (%); U = fracdo
potencialmente degradavel da FDN (FDNpd) (%); | = fracdo indegradavel da FDN
FDNi) (%); c = taxa fracional de degradacdo da FDNpd (h-1); p = taxa fracional de
laténcia (h-1); e t = tempo (h).

A funcdo descrita em (1) é considerada simétrica em relacéo as taxas fracionais de
degradacéo c e p, sendo frequentemente reconhecido que os menores valores estéo
associados a ¢ (VIEIRA et al., 1997). Entretanto, quando as taxas fracionais ¢ e p
tendem a mesma estimativa, indeterminacdo matematica serd observada e o modelo re-
parametrizado segundo a regra de L’Hospital (VAN MILGEN et al., 1991):

Rt=Ux(1+Axt)xexp(—Axt)+1
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(1
em que: A = taxa fracional conjunta de laténcia e degradacéo (h-1). Nesta circunstancia,
devido o parametro A descrever simultaneamente as taxas de laténcia e degradacéo,
determinou-se a taxa fracional de degradacdo a partir de A utilizando as propriedades da
distribuicdo gama-2 (ELLIS et al., 1994):
¢’=0,59635 x A
(1
em que: ¢’ = taxa fracional de degrada¢ao da FDNpd (h-1) para os casos em que 0
modelo re-parametrizado for utilizado (Equacdo I1).
A laténcia discreta foi obtida segundo modelos de Vieira et al. (1997):
L R(0) — R(ti) i
U

(V)
em que: L = laténcia discreta (h); R(0) = residuo de FDN ndo degradada em t = 0 (%);
R(ti) = residuo ndo-degradado de FDN obtido no ponto de inflexdo da curva de
degradagdo (%); nu = derivada da curva ajustada de degradacdo para o ponto de inflexdo
(maxima taxa de degradacdo do substrato) (h-1); ti = tempo equivalente ao ponto de
inflexdo da curva de degradacéo (h).

Os valores de ti foram calculados segundo as observacgdes de Van Milgen et al.
(1991) (Equacdes 1 e Il, respectivamente):

. In(c) — In(p)
(c—p)

V)

ti

> =

(V1)
A taxa especifica de crescimento microbiano em relacdo a FDNpd foi calculada

segundo hipdtese proposta por Beuvink e Kogut (1993):
_k
Sgr = T

(VII)
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em que: Sgr = taxa especifica de crescimento microbiano (h™). Com as estimativas de
Sgr calculadas, estimou-se as eficiéncias de crescimento microbiano em relagdo a

FDNpd, segundo teorias de Pirt (1965):
1 m 1

Y  Sgr * Ym

(Vi)
em que: Y = eficiéncia microbiana (g células x g™ carboidratos degradados); m =
exigéncia para mantenca dos microrganismos (g carboidratos x g™ células x h™%); e Ym
= eficiéncia teérica maxima dos microrganismos sobre o substrato (g células x g*
carboidratos degradados). O parametro Ym foi adotado como referéncia com o valor de
0,4 g células x g* carboidratos degradados e para m o valor de 0,05 g carboidratos g™
células x h™, conforme recomendacdes de Russell et al. (1992).

As fragOes efetivamente degradadas da FDN foram calculadas de acordo por
Costa et al. (2008) em adequacdo a método de @rskov e McDonald (1979):

dRt

FED =limt — wft[(f(t) X (_E)]dt
0

(1X)
em que: FED = fracdo efetivamente degradada da FDN (%); f(t) = fun¢ao relativa ao
deslocamento de sélidos no ambiente ruminal. Para definicdo da funcdo descrita em
(IX), assumiu-se deslocamento ruminal de sélidos de ordem gama-1 (ELLIS et al.,
1994), a qual foram alocado valores hipoteticamente, 0,020, 0,035 e 0,050.

Desta forma, calculou-se FED, no contexto das equacgdes (X), respectivamente,

por:

2

FED =Ux m
(X)

Para analise dos acidos graxos volateis (AGV), foi retirado de todas as unidades
experimentais no tempo de 48 horas de incubacdo, 2,0 ml de amostra do meio de cultura
que foram colocadas em tubos eppendorf e centrifugadas na microcentrifuga a 5200 x g,
por 10 minutos, sendo o sobrenadante congelado para analises de acidos graxos volateis
(AGV), em um Cromatografo Liquido de Alto Desempenho (HPLC), marca
SHIMADZU, modelo SPD-10A VP acoplado ao Detector Ultra Violéta (UV) com um

comprimento de ondas: 210 nm, utilizando uma coluna C18 marca SHIMADZU com 30
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cm X 7.9 mm de didmetro, com fluxo na coluna de 0,6 mL/minuto. Sobre uma pressédo
de 69 kgf, sendo a fase movel dgua em 1% de &cido orto fosforico e o volume injetado
20 ul. Foram analisadas as concentracdes dos acidos graxos volateis; acetato, propionato
e butirato, bem como a relacdo acetato/propionato, AGVs totais e a concentracdo de
lactato. Foram incubados também frascos considerados branco, contendo as soluc@es de
incubacdo sem substrato, para o ajuste das variacOes existentes. Os frascos foram
fechados utilizando-se rolhas de borracha e em seguida agitados para homogeneizagéo
das amostras.

Os modelos foram ajustados para os perfis de degradacdo em funcdo dos
diferentes niveis de substituicdo e foram comparados de forma descritiva. Os valores de
concentracdo de N-NH; e proteina microbiana obtidos nos tempos de 0 e 48 horas de
incubacdo foram avaliados a analise de variancia e a regressao e os critérios utilizados
na escolha do modelo foi a significancia dos coeficientes de regressdo a 5% de
probabilidade pelo teste Tukey e o coeficiente de determinacéo (r2), obtido pela relagdo
entre a soma de quadrados da regressdo e a soma de quadrados dos tratamentos e do
fendmeno bioldgico.

Os dados de AGV e lactato foram submetidos a anélise de variancia e regressao.
Os critérios para escolha de modelos de regresséo foram, a significancia dos parametros
da regressao, os valores do coeficiente de determinacdo e a interpretacdo bioldgica das
curvas de regressdo. A analise estatistica das variaveis foi realizada pelo teste Tukey ao
nivel de significancia de 5%.

O desvio padrao assintotico (DPA), foi calculado a partir da raiz quadrada do
quadrado médio do residuo de cada modelo. Todas as analises estatistica, tanto lineares,
como ndo-lineares, foram realizadas por intermédio do programa SAS (Statistical

Analisys System).
RESULTADOS E DISCUSSAO
A substituicdo do nitrogénio ndo protéico (NNP) por proteina verdadeira (PV)
alterou as concentracOes de nitrogénio amoniacal no meio ruminal (P<0,05) nos tempos

de O e 48 horas de incubacdo. No tempo experimental de O horas ocorreu ajuste no

modelo linear, as concentra¢fes de nitrogénio amoniacal variaram de 5,20 a 2,11 mg/dL

137



de liquido ruminal, respectivamente para o tratamento 0% e 100% de substituicdo,
enquanto o tratamento sem adicdo de NNP ou PV, apresentou uma concentracdo de
nitrogénio amoniacal 2,0 mg/dL de liquido ruminal, valor proximo ao tratamento com
100% de substituicdo, evidenciando o lento desdobramento da PV em N-NH; (Tabela
2).

Tabela 2 — Efeito das diferentes fontes de compostos nitrogenados sobre a concentragédo
de nitrogénio amoniacal e proteina microbiana as 0 hora e 48 horas de

incubacgéo in vitro

Niveis de Substituicdo® CV(%)° R* p-value
0% 25% 50% 75% 100% CNP° L Q

Parametro

N-NH3, mg/dL
Ohoras® 520 366 299 256 2,11 2,00 22,41 091 0,02 ns
48 horas* 28,06 25,19 22,88 16,97 14,06 8,75 16,02 0,97 0,01 ns

Ptn microbiana, mg/L
Ohoras 1332 1246 126,1 129,9 1351 1284 464 - ns ns
48 horas 5458 464,4 4416 433,0 4266 4231 18,16 - ns ns

0% , 25%, 50%, 75% e 100% de substituicdo de nitrogénio ndo protéico por proteina verdadeira; “CV =
coeficiente de variagdo, probabilidade significativa ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05) pelo teste
Tukey); NS = néo significativo; L = linear; Q = quadrético, R2= Coeficiente de determinacéo. ® Y= 4,76-
0,029X; * Y= 28,68-0,14X; ° Tratamento sem adicéo de uréia ou caseina, apenas com amido como fonte
de CNF.

Apesar do lento desdobramento da PV em N-NHj era esperado, em algum
momento, que a PV (100% de substituicdo) fosse ter uma maior concentracdo de N-NHj3
e proteina microbiana nos tempos de 72 e 96 horas em comparacdo ao tratemento sem
adicdo de compostos nitrogenados, entretanto tal fendbmeno ndo foi observado (Figura
1).

No tempo experimental de 48 horas de incubacdo, ocorreu ajuste ao modelo
linear decrescente (P<0,05), onde os valores de N-NH3 variaram de 28,06 a 14,06,
respectivamente para os tratamentos com 0 e 100% de substituicdo de NNP por PV.

O tratamento somente capim-buffel e amido (0% de fonte de nitrogénio)

observou-se uma concentracdo de nitrogénio amoniacal de 8,75mg/dL de liquido
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ruminal, valor inferior ao tratamento com 100% de PV. Apesar da lenta liberagcdo de
amonia a partir da caseina (PV) no inicio da incubagdo, com o passar do tempo, 0s
microrganismos proteoliticos conseguiram desdobrar a caseina, transformando-a em
amonia, proporcionado melhores condigdes para degradacdo das fracdes fibrosas
(Figura 1la). Bowen et al. (2016), destaca que independente da fonte do composto
nitrogenado, o mais importante é a concentracdo de N-NH3; no meio ruminal, uma vez
que os autores ndo encontraram diferenca na digestibilidade da FDN ou na extensdo da
fracdo potencialmente degradavel em comparacdo com um fornecimento de fontes de

nitrogénio degradavel no rimen, como a uréia e a caseina,
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Figura 1- Efeito de niveis de substituicdo da uréia por caseina associado a uma fonte de
carboidrato ndo fibroso sobre a concentracdo de aménia (a) e proteina microbiana (b) ao

longo de 96 horas de incubacdo in vitro

A proteina microbiana ndo foi alterada no tempo experimental de O hora
(P>0,05), apresentando media geral de 129,55 mg/L de liquido ruminal. A adi¢do de PV
em substituicdo a NNP associado ao CNF néo alterou a proteina microbiana (P>0,05) as
48 horas de incubacdo. O fornecimento de fontes de energia na dieta para ruminantes
parece ser importante, pois, ndo havendo disponibilidade adequada de carboidratos ndo
fibrosos no momento da liberagcdo da aménia no rumen, ela ndo sera aproveitada pelos
microrganismos ruminais, sendo absorvida pelo rumen e transportada para corrente
sanguinea e, posteriormente, eliminada pela urina como uréia ou segue ciclo da uréia.
Entretanto, a presenca de CNF, permite que ao invés da amonia ser perdida na urina, a
mesma podera ser aproveitada pelos microrganismos fermentadores de CNF para
sintese de proteina microbiana (RIBEIRO et al., 2001). Assim, a sincronizacao entre as
fontes de carboidratos e a aménia ruminal pode acarretar maximizacao da eficiéncia
microbiana e diminuigdo da perda de N em forma de amonia (COSTA et al., 2015).

Segundo inferéncias de Tedeschi et al. (2000), se a energia fermentavel é o
limitante, a producdo de proteina microbiana é ditada pela energia, e ndo pelo nitrogénio
disponivel no rumen. Isto porque os carboidratos fornecem o esqueleto de carbono
necessario para a sintese de aminoacidos a partir da aménia para 0s microrganimos
ruminais (BACH et al., 2005). Por outro lado, se o nitrogénio for limitante, o
rendimento microbiano é reduzido pela diferenca entre a energia permissivel e o
crescimento bacteriano permitido pela proteina.

A presenca no meio de CNF e aminodcidos advindos da degradacdo da PV,
favoreceu o crescimento dos microrganismos fermentadores de CNF em detrimento aos
fermentadores de CF, justificando a auséncia de efeito dos niveis de PV sobre a
concentracdo de proteina microbiana (Figura 1b). As bactérias amiloliticas utilizam
aminoacidos para sintetizar proteina (RUSSELL et al., 1992), diferentemente de
bactérias fermentadoras de CF.

O pH a 0 hora de incubacéo nédo sofreu alteracdo (P>0,05), com média geral de

7,14. As 48 horas de incubacdo, o pH sofreu alteraces, com ajuste ao modelo linear
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decrescente (P<0,05), onde a adi¢do da PV resultou em diminuig&o nos valores de pH.
O pH de 48 horas variou de 6,99 a 6,90, acima dos valores minimos aceitaveis para
degradacéo da fibra, segundo Molde et al. (1983), que preconizam que o pH do rumen
tem de ser mantido acima de 6,0-6,1, em dietas a base de forragens e suplementadas
com um carboidrato prontamente fermentavel, como o amido. Mesmo quando ndo
houve adi¢do de compostos nitrogenados (100% PV), ndo foram observados valores de
pH considerados deletérios a atividade celulolitica e consequentemente da degradacao
da fibra. Segundo Farenzena et al. (2014), a atividade maxima das enzimas fibroliticas e
adesdo microbiana se da em pH 6,0. Valores inferiores a 6,0 ou acima de 7,0 sdo
prejudicais a adesdo e consequentemente a degradacéo da fibra

Tabela 3 - Efeito das diferentes fontes de compostos nitrogenados associado a uma
fonte de carboidrato ndo fibroso sobre o pH do meio as O horas e 48 horas

de incubacdo in vitro.

Niveis de Substituic&o CV(%)' R* p-value

Parimetro 0% 25% 50% 75% 100% CNF° L o
pH

0 horas 714 7,16 7,16 7,12 7,12 7,15 0,46 - ns ns

48 horas® 6,99 6,98 6,97 6,96 690 6,88 0,43 0,76 0,004 ns

ICoeficiente de Variagdo; probabilidade significativa ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05) pelo
teste Tukey); NS = néo significativo; L = linear; Q = quadratico, R>= Coeficiente de determinacéo. > Y=
7,00 — 0,0008X.

A adicdo da PV reduziu as concentracdes de acetato nos diferentes niveis de
substituicdo do NNP associados a uma fonte de carboidrato ndo fibroso (P<0,05)
(Tabela 4). A concentracdo de acetato apresentou comportamento linear decrescente
variando de 72,7 a 62, 8 mM, quando se substituia NNP por PV. Observou-se uma

reducdo de 0,11 mM para cada unidade percentual de PV adicionada no meio.
Tabela 4. Médias das concentragcfes dos acidos graxos volateis e lactato em relacéo a

fontes de compostos nitrogenados associado a uma fonte de carboidrato ndo

fibroso.
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Tratamentos®

AGV?

0% 25% 50 % 75 % 100 % CNF*
Acetato 72,7 72,6 69,9 64,1 62,8 60,7
Propionato 36,0 36,5 36,1 35,6 38,6 37,9
Butirato 9,1 7,6 7,1 7,6 9,1 10,8
Lactato 0,40 0,49 0,42 0,52 0,42 0,47
A/P? 2,01 1,96 1,95 1,83 1,61 1,6
AGV Totais 121,8 116,9 113,7 111,2 108,1 109,9
Parametro Equacdo Regressédo CV (%) L Q R®
Acetato Y =72,9-0,11X 6,58 0,006 0,588 0,90
Propionato Y = 36,56 7,86 0,611 0,084 -
Butirato ¥=9,1+0,08X-0,00157 X* 7,82 0,897 0,001 0,94
Lactato Y=0,45 145 0,653 0,185 -
AIP? Y=2,06-0,0037X 7,34 0,028 0,029 0,83
AGV Totais Y =120,45- 0,12X 5,77 0,028 0,373 0,82

0% , 25%, 50%, 75% e 100% de substituicdo de nitrogénio ndo protéico por proteina verdadeira;
2Concentracdo de AGVs em milimolar (mM); ®Relacéo Acetato/Propionato; * Tratamento sem adicdo de
compostos nitrogenados, os dados foram plotados dentro de cada tabela para comparacdo de sua

equivaléncia com os niveis suplementag&o.

O tratamento com adicdo do amido e sem a suplementagdo com compostos
nitrogenados, apresentou uma concentragdo de acetato inferior aos demais tratamentos
(60,7 mM). Tal acontecimento se deve ao efeito carboidrato, uma vez que ndo houve
saturacdo com CNF, no meio de incubacdo (ARROQUY et al., 2005; REZAII et al.,
2011). O efeito carboidrato promove a competicdo por nutrientes essenciais entre
microrganismos fibroliticos e aqueles que degradam os CNF, a qual se agrava em meios
com deficiencia em compostos nitrogenados (EI-SHAZLY et al., 1961). A
suplementacdo com fontes de nitrogénio, como uréia e caseina, pode indicar reducao do
efeito carboidrato, reduzindo as competi¢des por substratos essenciais entre espécies
fibroliticas e ndo-fibroliticas ou concomitante a suplementacdo conjunta com
carboidratos, permitindo a reducdo dos efeitos deletérios a fermentagcdo em comparacgéo
a suplementacdo isolada com esses compostos. (COSTA et al., 2008; COSTA et al.,
2009).
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A concentracdo de propionato ndo foi influenciada pela substituicdo do NNP por
PV (P>0,05), com concentracdo média de 36,6 mM. Os resultados corroboram com
Martinez et al. (2010), que trabalharam com quatro dietas experimentais contendo
diferentes proporcoes forragem/concentrado (70:30 ou 30:70), e encontraram interacdo
significativa entre a relagéo de concentrado para concentragdes molares de acetato, onde
0 aumento na quantidade de concentrado resultou em menores concentracfes de acetato,
entretanto, as concentraces de propionato ndo foram significativas. O aumento na
proporcdo de propionato € mais evidente na adicdo de carboidratos fibrosos
(NOGUEIRA et al., 2005; CHAPAVAL et al., 2008). Neste contexto inclusdes de CNF
em niveis acima de 15 % da MS parece provocar mudangas na propor¢do de AGV, o
que poderia justificar os resultados obtidos no presente estudo, quando foi adicionado
amido na proporcdo de 18,5% na MS, causando efeito nas proporcdes de acetato e
propionato.

A concentracdo de butirato apresentou efeito quadratico (P<0,05), com o ponto
médio de 25,47%, corroborando com os resultados de Fernandes (2014), que constatou
uma reducdo na concentracdo ruminal média de butirato 14% inferior em animais
suplementados com menores quantidades de nitrogénio néo proteico.

A relacdo acetato/propionato se ajustou ao modelo linear decrescente (P<0,05),
onde a relagdo foi estimada entre 2,01 e 1,61 mM de acetato para cada mM de
propionato, respectivamente para os tratamento com 0 e 100% de substituicdo da NNP
por PV (Tabela 4). O tratamento que continha apenas suplementacdo com CNF, sem
compostos nitrogenados, apresentou uma relacdo acetato/propionato semelhante ao
tratamento com 100% de substituicdo de NNP por PV. No presente trabalho, a incluséo
da fonte de CNF, aparentemente, favoreceu a degradacdo dos carboidratos, o que é
indicado pelos menores valores de pH (Tabela 3), o que reflete em uma menor relagéo
acetato/propionato (PEDREIRA et al., 2005).

As bactérias fermentadoras de carboidratos estruturais que degradam a celulose
e hemicelulose da parede celular dos vegetais apresentam uma taxa de crescimento
relativamente mais lenta (OLIVEIRA et al., 2007). O crescimento das bactérias
amiloliticas tem maior velocidade de crescimento em comparagdo com as bacterias
celuloliticas, favorecendo a concentracdo das amiloliticas no meio a propor¢do que

aumentava a quantidade de PV, fonte de nitrogénio para as mesmas. A baixa velocidade
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de crescimento dos microrganismos celuloliticos pode ser verificada na Tabela 5, em
que proporcionalmente a substituicdo de NNP por PV ocorria a diminuicdo de acetato
no meio. Isso porque, 0s microrganismos que utilizam a beta-glicose, presente em
polissacarideos como a celulose, como fonte de energia, geralmente utilizam a rota do
acetato ao invés da rota do propionato para reoxidacdo do NADH, em condigdes
adequadas de pH (MOSS, et. al 2000).

A amonia favorece a producdo de acetato, quanto menos aménia menor serd a
producdo de acetato, enquanto uma maior participacdo de CNF na dieta favorece a
producéo de propionato, assim como a PV. Afirmacéoes estas que corroboram com o
presente estudo, onde no tratamento com 100% de substituicdo do NNP por PV e no
tratamento sem adi¢do de compostos nitrogenados, as concentracdes de acetato foram
menores em relacdo aos demais tratamentos, assim como houve uma maior
concentrac@o de propionato nestes tratamentos citados.

A concentracdo de AGVs total apresentou comportamento linear decrescente
(P<0,05). A adicdo de cada unidade percentual de PV reduziu 0,12 mM de AGVs.
Estes resultados diferem com os encontrados por Devant et al. (2001) e Oliveira Janior
et al. (2004) que ndo encontraram diferenca na concentragdo de AGVs nas diferentes
concentracdes de PB na dieta. Entretanto, Imaizumi et al. (2002), inferiram que as dietas
com maiores teores de PB levam o0s animais a produzirem maiores concentragoes
médias diarias de AGV totais, sugerindo que tais dietas permitam uma maior
fermentacao da matéria organica pelos microrganismos ruminais.

A adicdo de uma fonte de PV associada a uma fonte de CNF, reduziu as
estimativas dos parametros da degradagdo ruminal da FDNpd do capim-buffel de baixo
teor proteico (Tabela 5). Em valores relativos da taxa de degradacdo da FDN, o
tratamento com 100% de PV, proporcionou uma redugdo de 28,98% em relagdo ao
tratamento 0% de PV (quando se tinha 100% de NNP como fonte de nitrogénio). O
tratamento sem PV e NNP, teve reducdo de 23,01% na degradacdo da FDNpd. Costa et
al. (2009), evidenciaram, na auséncia de PV e com adi¢do de amido, uma reducdo em
22,9% em relacgdo a taxa de degradacdo da FDNpd.

Na Tabela 5 encontram-se as estimativas dos parametros da degradagdo ruminal
da FDNpd. Observa-se que o tratamento exclusivo de amido, sem compostos

nitrogenados adicionados ao meio de incubacdo apresentou uma inibi¢cdo na degradacgéo
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da FDNpd, com reducdo de 23,01% na taxa de degradagdo. No tratamento com 100%
de substituicdo do NNP pela PV ocorreu um decréscimo de 28,98% na taxa de
degradacdo. Pode-se observar que a adicdo de PV, em qualquer nivel de substituicéo,
resultou em reducdo no valor relativo da taxa de degradacdo da FDNpd. Segundo
Arroquy et al. (2005) tais efeitos de inibicdo da degradacdo se dar por trés efeitos
principais, efeito: pH, efeito carboidrato e efeito proteina.

A auséncia de efeito ou a pouca expressividade do amido no meio de incubacgéo
indica uma natureza prioritaria em compostos nitrogenados e ndo na energia (amido) na
degradacéo de forragens de baixa qualidade. A extracdo de energia a partir carboidratos
basais é limitada pela auséncia de nitrogénio ndo proteico ou proteina verdadeira e ndo
por mais energia no sistema (LAZZARINI et al., 2013; DETMANN et al., 2014).

Tabela 5 — Estimativas dos parametros da degradacdo ruminal da FDNpd e desvios-
padrdo assintoticos (DPA) para os perfis de degradacdo ajustados em funcéo

de fontes de compostos nitrogenados associado a uma fonte de carboidrato

nao fibroso.
] , Tratamentos™
Parametro
0% 25 % 50 % 75 % 100 % CNF
c (h'l) - - - - - -
p (™) : . . : : :

A (™ 0,1742 0,1493 0,1304 0,1274 0,1238 0,1342
¢’ (hh? 0,1039 0,0890 0,0777 0,0759 0,0738 0,0800

VRTD(%) 100 85,66 74,78 73,05 71,02 76,99
L (h) 9,86 11,51 13,17 13,48 13,88 12,80
DPA 10,42 10,92 11,07 10,85 11,03 11,45

! substituicdo de nitrogénio n&o protéico por proteina verdadeira;. ’c = taxa fracional de degradacéo; p =
taxa de laténcia (p); A = taxa fracional comum de laténcia e degradacdo; ¢’ = taxa fracional de degradacdo
obtida a partir da conversdo do pardmetro A; VRTD = valor relativo da taxa de degradacgdo; L = laténcia
discreta (L).°Estimado segundo propriedades da distribuicdo gama-2: ¢* = 0,59635A.

A variavel VRTD mostra a natureza prioritaria da amonia em relacdo a PV para
degradacdo da fibra, observando assim a importadncia de maiores concentracdes da

amonia ruminal para 0s microrganismos que degradam fibra no rimen. Observa-se
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aumento no periodo de laténcia, quando se aumentava a propor¢do de PV no meio,
demonstrando retardo na colonizagdo da fibra e crescimento das bactérias fermentadoras
de carboidratos fibrosos.

A utilizacdo de uma fonte de CNF foi usada para fornecer um sincronismo entre
energia e nitrogénio para producdo de bactérias celuloliticas, ndo havendo quantidades
suficientes de glicidios de rapida degradacdo para modificacdo da flora ruminal. Assim,
ocorreu a diminuicdo do efeito deletério sobre o crescimento dos microrganismos
fermentadores de celulose e hemicelulose (COSTA et al., 2009).

Assim, no presente estudo, pode-se observar um efeito negativo na degradagéo
da FDN em respostas a inclusdo da PV no meio de incubacdo, quando da presenca de
carboidrato ndo fibroso, devido a competicdo entre microrganismos amiloliticos e
fermentadores de carboidratos fibrosos (COSTA et al., 2008). Segundo Paez-Bernal
(2007) este efeito pode-se chamar de “efeito proteina” podendo ser atribuido a
interacdes amensais ou antibiose, tipo de interacdo desigual na qual microrganismos néo
fibroliticas secretam substancias que inibem o crescimento de microrganismos
fibroliticos, estas substancias sdo conhecidas como bacteriocinas e sdo mais efetivas
contra bactérias gram-positivas, inibindo a atividade das bactérias fermentadoras de
carboidrato fibroso prejudicando a degradacdo da FDN (RUSSELL e MANTOVANI,
2002; ARROQUY et al., 2005).

Em relacdo ao desvio padrdo assintotico (DPA), observou-se que o0s tratamentos
com 50; 75 e 100% de PV obtiveram os maiores valores, e pior ajuste ao modelo
utilizado, e o tratamento com 0% de PV obteve o menor valor e melhor ajuste,
refletindo as melhores estimativas dos parametros da degradacgéo ruminal da FDNpd.

A substituicdo de NNP por PV diminuiu em 29,02% a taxa de crescimento
especifico de microrganismos e em 8,86% a eficiéncia de crescimento microbiano sobre
a FDNpd. Assim, quando se tinha 0% de PV estimou-se 304,879 de MS microbiana/kg
de carboidrato degradado e quando se tinha 100% de PV estimou-se 277,86g de MS
microbiana/kg de carboidrato degradado (Tabela 6). Os resultados de crescimento
especifico de microrganismos corroboram com os achados de Paez-Bernal (2007), que
achou redugdes quando a caseina foi adicionado ao meio, semelhante aos resultados de
Costa et al. (2009), onde a eficiéncia de crescimento microbiano sobre a FDNpd reduziu

em 5,6% com a adi¢do de caseina ao meio.

146



Tabela 6 - Parametros secundarios associados ao crescimento microbiano sobre a
FDNpd em funcdo de fontes de compostos nitrogenados associado a uma

fonte de carboidrato ndo fibroso.

, Tratamentos®
Parametro
0% 25% 50 % 75 % 100 % CNF
M 3,32 2,96 2,64 2,57 2,54 2,64
Sor 0,0641 0,0549 0,0479 0,0468 0,0455 0,0493
EFM 304,87 293,19 282,17 280,24 277,86 284,56

1% de substituicdo de nitrogénio ndo protéico por proteina verdadeira; “n = méaxima taxa de degradagdo
(h-1); Sgr = taxa de crescimento especifico de microrganismos (h-1); EFM = eficiéncia de crescimento
microbiano sobre a FDNpd (g MS microbiana/kg de carboidrato degradado).

E importante ressaltar que o amido adicionado em todos os tratamentos mostrou
efeitos deletérios sobre a degradacdo da FDNpd na presenga de PV no meio de
incubacdo. Provavelmente, a adicdo de fontes energéticas de rapida degradacdo pode
reduzir a degradacdo dos carboidratos fibrosos do capim-buffel.

Observa-se na Tabela 7, que as maiores fracOes efetivamente degradadas foram
constatadas no tratamento com 0% de PV nas taxas de passagem 0,035 e 0,05 h™. Na
taxa de passagem 0,020 h™ os tratamentos mais eficientes foram 25 e 75% de PV. O
NNP advindo da uréia apresenta como caracteristica a rapida degradacdo no ramen,
podendo assumir que este composto é 100% degradado. A maximizacdo na utilizacdo
da uréia em associacdo com carboidratos de rapida a média fermentacédo resulta em um
aumento da fracdo degradada da FDN em taxas de passagens menores, uma vez que a
fibra fica mais tempo retida no rdamen, favorecendo um maior ataque pelos
microrganismos ruminais. Em taxas de passagens mais elevadas ocorre um menor
tempo de retencdo da particula da fibra no rumen, havendo um menor tempo para que 0S
microrganismos ruminais degradem a fibra. Uma elevacdo na taxa de passagem
naturalmente reduz a disgestibilidade dos componentes mais resistentes & degradacéo,
como fibra e amido de baixa degradabilidade ruminal (RUSSEL e WILSON, 1996).
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Tabela 7 - Estimativas da fracdo efetivamente degradada da fibra em detergente neutro
potencialmente degraddvel (% da FDNpd) em funcdo de fontes de

compostos nitrogenados associado a uma fonte de carboidrato nédo fibroso.

Taxa de passagem ruminal (h™)*

Tratamento® 0,020 0,035 0,050
0% 41,66 35,90 31,26
25% 41,94 35,39 30,26
50% 41,45 34,27 28,81
75% 40,94 33,72 28,26
100% 41,38 33,93 28,33
CNF 40,56 33,69 28,42

0% , 25%, 50%, 75% e 100% de substituicdo de nitrogénio ndo protéico por proteina verdadeira;
Assumindo-se cinética de deslocamento ruminal de sélidos com ordem gama-1. 2100% de uréia e amido;
75% de uréia e 25% de caseina e amido; 50% de uréia e 50% e amido; 25% de uréia e 75% caseina e
amido; 100% de caseina e amido; Amido: 0% de fonte de nitrogénio mais amido.; Amido: 0% de fonte de

nitrogénio mais amido.

De forma geral, observa-se no presente trabalho, que a degradacdo dos
componentes fibrosos foi mais acentuada quando o amido foi combinado com maiores
proporcdes de NNP, contrariamente, foram obsevdas menores taxas de degradacdo
quando o amido foi combinado com maiores concentragcbes de PV, reduzindo a
degradacéo da fibra. Quando grande quantidade de energia é degradada ultrapassando a
velocidade de assimilacdo da amonia, gerada pela degracao da proteina dietética ou pelo
hidrolisagdo da uréia, o crescimento microbiano e a eficiéncia no aproveitamento dos
componentes fibrosos decressem, devido a fermentacdo incompleta, onde o0s
microrganismo que utilisam aménia para crescimento celular, utilizavam ATP para
acumulo de carboidrato e ndo para sintese de eproteina microbiana (HOOVER, 1986;
NOCECK e RUSSEL, 1988)

A degradacdo da FDN, ao término do ensaio de incubagdo, demonstrou efeito
linear decrescente com degradagdo méaxima da FDN quando se tinha somente NNP
(65,71% DFDN) e menor degradacdo quando se tinha 100% de PV (61,92% DFDN)
como fonte de nitrogénio). O ponto de intercessdo, no grafico, equivale ao tratamento
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sem fonte de composto nitrogenado e com amido, plotado no gréafico para efeito de

comparacéo (Figura 2).
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Figura 2- Degradacdo da FDN (%) em relacdo a fontes de compostos nitrogenados

associado a uma fonte de carboidrato ndo fibroso.

Na presenca de fontes de carboidratos ndo fibrosos, a incluséo de fontes de
proteina verdadeira parece favorecer mais 0 crescimento dos microrganismos
fermentadores de carboidratos ndo fibrosos do que de fibrosos e, consequentemente,
ocorre a menor digestdo da fibra em detergente neutro advindo do Capim-buffel.

Porém, observa-se, quando se compara as taxas de degradacdo do carboidrato
fibroso do capitulo anterior (Capitulo 3) com o presente, a presenca de CNF estimula
uma maior degradacdo da fracdo fibrosa. Possivelmente, o fornecimento de uma fonte
de CNF em sincronizagdo com fontes de nitrogénio maximiza a eficiéncia microbiana e
a diminuicdo da perda de nitrogénio em forma de amonia e da energia dos carboidratos,
promovendo melhoria na digestdo da fracdo fibrosa da forragem de baixa qualidade
(COSTA et al., 2015).

CONCLUSOES

A utilizagdo de nitrogénio ndo protéico, como unica fonte de nitrogénio para

microrganismos ruminais, associado a uma fonte de carboidrato néo fibroso, otimiza a
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degradacéo da fibra em detergente neutro e o crescimento microbiano do capim-buffel

com baixo teor protéico in vitro.
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CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

Os carboidratos representam até 80% da dieta dos ruminantes e sdo muito
importantes para nutricdo destes animais, pois atendem boa parte de suas exigéncias em
energia, na forma de AGV e aminodcidos, na forma de proteina microbiana.

Forrageiras tropicais, que se apresentam em estagio de maturidade avancado,
tém em sua composicao um alto teor de fibra e um baixo teor de proteina, necessitando
de adigdes de compostos nitrogenados para suprir a deficiéncia de nitrogénio destas
forragens, melhorando a degradacdo dos componentes fibrosos. A fibra representa a
fracdo dos carboidratos de digestdo lenta ou indigestivel do alimento, ocupando um
maior espago no rumen, impondo algumas limitagfes ao consumo voluntario de matéria
seca.

A adicdo de compostos nitrogenados proporciona uma melhoria no aporte de
suprimentos para 0s microrganismos ruiminais, principalmente os microrganismos que
degradam fibra e utilizam a amonia para crescimento celular, melhorando o ambiente
ruminal e otimizando o crescimento microbiano em funcdo da utilizacdo dos compostos
fibrosos da forragem.

E importante salientar a necessidade de sincronizacdo entre as fontes de
carboidratos n&o fibrosos e as fontes de nitrogénio, visando a maximizacédo da eficiéncia
microbiana sobre o aproveitamento da fibra com o intuito de reduzir da perda de
nitrogénio em forma de aménia e da energia dos carboidratos, promovendo melhoria na

digestdo da matéria seca e, especialmente, da fracao fibrosa da forragem.
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