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| — INTRODUCAO

Proteina para ruminantes

A proteina desperta grande interesse dos pesquisadores em nutricdo animal por
que, depois da energia, € o nutriente mais limitante na dieta de ruminantes e em virtude
de os alimentos proteicos compreenderem a parte mais dispendiosa dos custos de
producdo (Valadares Filho et al., 2006). Sua deficiéncia na dieta limita o crescimento
microbiano, reduzindo a digestibilidade da parede celular, a ingestdo e,
consequentemente, o desempenho animal (Van Soest, 1994).

A degradacdo da proteina (PB) no rumen ocorre pela acdo das enzimas
secretadas pelos microrganismos ruminais que degradam a fracdo soltvel da proteina e
utilizam os peptideos, aminoécidos e aménia para a sintese de proteina microbiana e
multiplicacdo celular. O nivel de sintese de proteina microbiana é dependente da
disponibilidade de energia no ambiente ruminal, que é gerada através da fermentacéo
dos carboidratos (Broderick et al., 2009).

Diversos fatores afetam a degradacdo da PB no rimen, tais como a composi¢ao
quimica e fisica da PB, a atividade proteolitica microbiana, o acesso microbiano a
proteina, o tempo de retencdo do alimento no ramen, o pH ruminal, o processamento do
alimento e a temperatura ambiente (Santos & Mendongca, 2011).

A quantidade total de proteina microbiana que chega ao intestino delgado
depende da disponibilidade de nutrientes e da eficiéncia de utilizagdo desses nutrientes
pelos microrganismos ruminais. Assim, o metabolismo de nitrogénio (N) no rimen esta
em funcdo da proteina degradavel no rimen (PDR) que proporciona fontes de N para as
bactérias para que haja sintese de proteina microbiana (Bach, 2005). Desta forma, a
proteina que chega ao intestino dos ruminantes é proveniente da proteina dietética ndo
degradada, proteina microbiana e proteina enddgena; O aporte de aminoacidos
absorvidos provenientes da digestdo dessas fontes é denominado proteina metabolizavel
(Santos & Mendonca, 2011).
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A proteina dietética promove ganhos diferenciados no desempenho animal, e
também melhora as condi¢Ges ruminais para o desenvolvimento dos microrganismos,
que, consequentemente, proporciona uma melhor extracdo de energia das porcdes
fibrosas dos alimentos volumosos, permitindo maior economia nos sistemas de
producdo, além de reduzir a contaminacdo ambiental devido & menor excre¢do desse

elemento (Salvador et al., 2008).

Metabolismo da proteina em ruminantes

Normalmente, a maior parte do N consumido pelos animais é convertida em
amonia pelas bactérias ruminais e cerca de 40 a 100% do N microbiano é oriundo da
amonia (Kozloski, 2011). Além disso, a aménia é essencial para o crescimento de
algumas bactérias.

A amonia que entra na célula bacteriana pode ser captada em reacdes catalisadas
por varias enzimas diferentes, de acordo com sua concentracdo na célula, sendo o
sistema glutamina sintetase o de maior afinidade, especialmente quando as
concentragfes de amdnia no fluido ruminal encontram-se baixas. Nesse sistema ha
gasto de 1 mol de ATP para a fixacdo de 1 mol de am6nia. No entanto, na maior parte
das situacdes dietéticas, predomina a atividade de sistemas de captacdo de amonia de
menor afinidade, destacando-se o sistema glutamato desidrogenase dependente de
NADH ou NADPH. Nessa reacdo, a amonia é captada através da sintese de glutamato a
partir do a-cetoglutarato; esse sistema é predominante em situacbes com altas
concentracdes de aménia no fluido ruminal e ndo requer ATP para a fixacdo da amdnia
na célula microbiana (Kozloski, 2011). Entretanto, quando a velocidade de degradacao
ruminal da proteina excede a velocidade de utilizacdo dos compostos nitrogenados para
a sintese microbiana, o excesso de amdénia produzida no rimen é absorvido através do
epitélio ruminal, transportada para o figado, onde é transformada em ureia, no ciclo da
ureia, e direcionada para a corrente sanguinea. Uma vez na corrente sanguinea, a ureia
pode retornar ao rumen via saliva ou pelo proprio epitélio ruminal ou ser excretada via
urina (Santos & Mendonca, 2011).

A maior parte da proteina que chega ao abomaso e, consequentemente, ao
intestino € proveniente da fermentacdo ruminal, dai a importancia da maximizacao, em

qualidade e quantidade, dessa fermentacdo (Cavalcante et al., 2006). Além disso, cerca
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de 80% da proteina bruta microbiana que chega ao duodeno € proteina verdadeira e 0s
outros 20% sdo &cidos nucleicos (Santos & Mendonga 2011). As bactérias representam
cerca de 90% da proteina microbiana verdadeira e é a maior fonte de proteina para o
ruminante (Calsamiglia et al. 1995). Assim sendo, no que tange a nutricdo proteica, 0
conhecimento da sintese de proteina microbiana e da digestibilidade da proteina no
intestino é de fundamental importancia para o sucesso dos programas nutricionais.

A sintese de proteina microbiana se da em virtude de dois fatores principais: a
taxa de fermentacdo, como supracitado, a qual estabelece a quantidade de alimento
digerido por unidade de tempo, e a taxa de passagem, que favorece a saida ruminal do
substrato lentamente fermentado e remove os microrganismos. A produgdo microbiana
é vinculada as complexas inter-relacbes que ocorrem no ramen envolvendo as diversas
espécies microbianas, disponibilidade de carboidratos, nitrogénio e seu metabolismo
(Salazar et al, 2008).

Os substratos limitantes para a sintese de proteina microbiana no rimen sao 0s
carboidratos e a proteina. A proteina estd relacionada a velocidade e intensidade de
degradacdo ruminal da proteina dietética, e os carboidratos estdo relacionados a
eficiéncia de utilizacdo dos compostos nitrogenados, uma vez que Sao 0S responsaveis
pelo aporte de energia para os microrganismos (Cavalcante et al., 2005).

Uma peguena parte da proteina microbiana € utilizada no préprio rimen, mas a
maior parte chega ao abomaso aderida as particulas dos alimentos; Os acidos secretados
no abomaso interrompem toda a atividade microbiana e as enzimas digestivas iniciam o
processo de hidrdlise da proteina, originando peptideos que seguem para o intestino
(Alderman, 1995).

No intestino delgado as enzimas digestivas pepsina (abomaso) e tripsina,
quimotripsina, carboxipeptidases hidrolisam as proteinas e peptideos nos seus
aminoacidos constitutivos, que sdo, logo a seguir, absorvidos pela mucosa intestinal e
transportados para a circulacdo sanguinea.

Apos a absorcdo, 0s aminodcidos sdo utilizados pelo tecido animal
principalmente para sintese de proteinas e podem também ser convertidos em glicose,
lipidios e outros compostos de grande importancia. Os aminoacidos ndo utilizados neste
processo sdo deaminados, originando a amonia e esqueletos de carbono. Os esqueletos
de carbono podem ser oxidados a CO; e 4gua, com geracao de energia. De modo geral,

o0 catabolismo de aminodacidos, seja para sintese de glicose (gliconeogénese) no figado,
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ou oxidagdo a CO; e &gua, tem como via comum o ciclo de Krebs (Santos & Mendonca,
2011).

Além disso, os ruminantes dispdem da reciclagem de nitrogénio para manterem
maior quantidade de nitrogénio circulante em seu organismo em situacdes de baixa
ingestdo de compostos nitrogenados. A reciclagem de nitrogénio ocorre sob a forma de
ureia, que estd presente na corrente sanguinea e também na saliva e pode difundir-se
através do epitélio ruminal (Van Soest, 1994).

Os niveis de amdnia no sangue, normalmente, permanecem baixos, isso se da em
virtude da capacidade do figado em converter, rapidamente, aménia em ureia. Porém,
quando as concentra¢fes sanguineas de amodnia se elevam, devido a alta ingestdo de
compostos nitrogenados com alta proteina degradavel no rimen (PDR), o figado excede
sua capacidade de conversdo e pode elevar a concentracdo de aménia na corrente
sanguinea, isso faz com que ocorra elevacdo do pH sanguineo, que dificulta as trocas
gasosas entre 0 sangue e 0s tecidos.

A bioguimica das proteinas séricas também é de crucial importancia na
avaliacdo do estado nutricional dos animais. As proteinas sanguineas sao sintetizadas
principalmente pelo figado, de modo que sua taxa de sintese estd diretamente
relacionada com o estado nutricional do animal, especialmente com relagdo aos niveis
de proteina e de vitamina A e com a funcionalidade hepatica (Bezerra et al., 2009). Os
metabolitos sanguineos que melhor representam o0 metabolismo proteico sdo as
proteinas totais, a ureia e albumina. Os valores das proteinas totais abaixo do normal no
plasma estdo relacionados com deficiéncia de proteina na dieta, quando excluidas
causas patologicas (Gonzalez et al., 2000).

A concentracdo de ureia no sangue é positivamente relacionada com a ingestdo
de nitrogénio e a relacdo proteina: energia da dieta. Por isso, os valores de concentracéo
sanguinea de ureia sdo determinados pela velocidade de desintoxicacdo da amonia e
pela quantidade e velocidade de sua sintese hepatica. A quantidade de ureia excretada
pelos rins depende de fatores como: concentracdo plasmatica de ureia, taxa de filtracdo
glomerular, e reabsorcdo tubular de ureia, sendo a concentracdo de ureia no sangue, 0

principal regulador da excregéo pela urina (Pereira et al, 2007).
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Balango de compostos nitrogenados

Segundo Mendes et al. (2007), o balanco de compostos nitrogenados, que se
refere ao nitrogénio retido no organismo animal, é uma importante ferramenta para
determinar a eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio pelos ruminantes e suas perdas.
Nesse sentido, o balangco dos compostos nitrogenados é um bom indicativo acerca do
metabolismo proteico e constitui um importante parametro na avaliacdo de alimentos,
de modo que permite a avaliagdo sobre o equilibrio dos compostos nitrogenados no
organismo animal e seu estado nutricional (Guimarées Jr. et al., 2007). Além disso, sua
determinacdo € importante para evitar prejuizos produtivos, reprodutivos e ambientais
que podem ser causados pelo fornecimento de quantidades excessivas de proteina e/ou
da falta de sincronismo na degradacéo de energia e proteina no rimen.

Segundo Cavalcante et al. (2006), ocorre maior aproveitamento dos compostos
nitrogenados quando se utilizam dietas com menores teores proteicos, pois 0 aumento
excessivo da PB da dieta pode ocasionar excregdo excessiva de ureia, via urina,
constituindo desperdicio de proteina.

Pereira et al. (2007), avaliaram o balanco de nitrogénio (BN) em bovinos e
bubalinos recebendo niveis crescentes de concentrado, as dietas continham 80, 110, 140
e 160 g.kg™ de PB na MS e o BN variou de 250 a 460 g.kg™ para bovinos e de 320 a
510 g.kg™ para bubalinos, em relago & quantidade de N ingerida.

A maioria dos estudos indica que a retencao de nitrogénio é maior em bufalos do
que em bovinos, em niveis idénticos de ingestdo de nitrogénio e energia (Saini & Ray,
1964; Sebastian et al.,1970, Ranjan & Krishnamohan, 1977). Este balanco de nitrogénio
mais elevado pode ser decorrente da capacidade inerente dos bufalos de manter maior
concentracdo de nitrogénio ndo proteico na circulacdo sanguinea.

Ranjan & Krishnamohan (1977), verificaram que a concentragdo de ureia no
sangue de bezerros bufalos em crescimento, abaixo de dois anos, é quase o dobro da
observada em bezerros bovinos, paralelamente a uma maior concentragdo de amonia no
ramen dos bufalos. Tudo indica que a maior concentracdo de ureia sanguinea em
bafalos ndo é em vao, pois ela pode ser efetivamente reciclada no rimen em situagGes
de deficiéncia de nitrogénio na dieta

Tatsapong et al. (2010), forneceram dietas com 50, 70, 90 e 110 g.kg™ de PB
para bubalinos em crescimento com media de 15 meses de idade, com peso corporal
médio de 209 kg e obteve valores para 0 BN variando de 50 a 300 g.kg™ em relacéo &

quantidade de N ingerida.
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O balango de compostos nitrogenados é, na maioria das vezes, influenciado pela
quantidade de PB da dieta, principalmente quando expresso em g.dia™, devido & maior
ingestdo de compostos nitrogenados com o incremento dos niveis de PB nas dietas
(Amorim, 2013).

Cavalcante et al. (2006), Veras et al. (2007), Pereira et al. (2007) e Tatsapong et
al. (2010), observaram aumento linear nos dados de balan¢o de compostos nitrogenados
com o incremento de PB dietética, devido a maior ingestdo de N. Entretanto, indicaram
que ocorre maior conservacdo dos compostos nitrogenados quando se utilizam dietas
com menores teores proteicos, pois 0 aumento na PB da dieta pode ocasionar excesso de

liberacdo de ureia via urina, constituindo desperdicio de proteina.

Exigéncia de proteina para mantenca

As proteinas sdo necessarias para a construcdo dos tecidos corporais, reposicao
celular e ainda fazem parte da composicao do leite e carne, por isso, suas necessidades
variam de acordo com o peso corporal, idade do animal, niveis de producéo e trabalho,
estagio fisiologico (crescimento, gestacdo, lactacdo, reproducéo, etc).

Segundo o ARC (1980), a exigéncia de mantenca de um animal é definida como
a quantidade de nutrientes necessaria para que 0S processos vitais do seu corpo
permanegam normais, ou seja, para que animal ndo sofra alteracbes na sua composicao
corporal. A exigéncia de proteina para mantenca nada mais é do que a quantidade de
proteina necessaria para repor as perdas de nitrogénio na urina, fezes e descamacdo da
pele.

O nitrogénio urinario endégeno (NUE) é a quantidade minima de nitrogénio
excretada na urina, proveniente da oxidacdo dos aminoécidos e do custo de mantenca
associado a reciclagem de nitrogénio, que inclui ureia, creatinina, bilirrubina, alantoina
e acido urico (Csiro, 1990). As perdas de NUE sdo consideradas menores que as perdas
de nitrogénio metabolico fecal.

A perda metabdlica fecal é proveniente da incompleta reabsor¢do dos nutrientes,
pela descamacdo e pela secrecdo enzimatica do trato gastrintestinal e pode ser alterada
pelo tipo e quantidade de alimento ingerido, bem como pelo tamanho e atividade do

trato gastrintestinal (Paulino et al., 2009).
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As exigéncias de proteina para mantenca podem ser estimadas em estudos de
curto prazo envolvendo balanco de nitrogénio, de modo que se encontre a minima
ingestdo necessaria para produzir equilibrio de nitrogénio. Nesses estudos 0s animais
sdo alimentados com diferentes quantidades, mas em niveis restritos de proteinas, de
modo que as dietas atendam as exigéncias dos demais nutrientes. (Kurar & Mudgal,
1977; Sivaiah & Mudgal, 1978; Kurar & Mudgal, 1981).

O balango de nitrogénio pode ndo ser uma boa ferramenta para estimar a
exigéncia de proteinas se todos os tecidos ndo tiverem suas necessidades atendidas.
Também ndo garante a preservacdo do nitrogénio de reserva ou seu conteldo nos
tecidos. Geralmente o equilibrio de nitrogénio é atingido as custas de reservas corporais
de proteinas, cuja deplecdo reduz as atividades enzimaticas e também reduz o nivel de
hemoglobina e a contagem de espermatozoides. Portanto, quando o balango de
nitrogénio é utilizado como medida para estimar as necessidades de proteina para
mantenca, é importante que 0s animais estejam previamente bem nutridos de proteinas
(Paul & Lal, 2010).

O balango dos compostos nitrogenados é obtido pela diferenca entre o total de
nitrogénio ingerido e o total excretado nas fezes e na urina. O N metabdlico fecal é
estimado por regressdo entre o N absorvido e a ingestdo de N, expressos em g.kg™ de
MS. As perdas enddgenas urinarias sdo estimadas por regressdo entre a excregao

-0,75

urinaria de N e a ingestdo de N, expressas g.kg™ >, e as perdas enddgenas totais, pela

regressdo entre o balanco de N e a ingestdo de N, expressos em g.kg®’®; todos
representados pelo intercepto da equacéo de regressao (Van Soest, 1994).

Estimando-se a exigéncia de proteina para mantenca de bubalinos em
crescimento através do intercepto da regressdo entre a ingestdo de PB (g.kgPV ™) e o
balanco de nitrogénio Kurar & Mudgal (1981) obtiveram valores proximos a 3,56 g de
PB.PV®": Singh (1975) obteve 3,16 g de PB.PV""; Gupta (1966) obteve 4,31 g de
PB.PV?™; Sivaiah & Mudgal (1978) obtiveram 5,14 g de PB.PV ",

Estimativas recentes acerca das exigéncias nutricionais de bufalos sdo escassas,
principalmente em se tratando das condigdes brasileiras de produgéo. Tatsapong (2010)
estimou as exigéncias de bufalos em crescimento utilizando-se do mesmo metodo que

0s autores supracitados e obteve 4,5 g de PB.PV ™.
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Bufalos

Segundo dados da FAO, a popula¢do mundial de bufalos (Bubalus bubalis) esta
estimada em cerca de 198 milhdes de cabecas, com a maior concentracdo (97%) no
continente asiatico, local de origem dos bubalinos. Fora do continente asiatico, o Brasil
concentra a maior populacéo desta espécie animal, que foi introduzido no pais durante o
século XIX, e possui 4 racas (Murrah, Jafarabadi, Mediterraneo e Carabao), das cerca
de 20 existentes no mundo.

A criacdo de bufalos vem se difundindo mundialmente devido a superioridade
dos animais em relacdo a outros ruminantes domeésticos, principalmente em se tratando
de rusticidade e adaptacdo as variadas condic¢Ges climaticas. Além disso, os bufalos sdo
animais doceis, de facil manejo e lucrativos.

A producdo de leite proporciona muitas op¢bes na confeccdo de derivados,
principalmente para a producdo de mozzarella, que é o produto mais conhecido
mundialmente, desta maneira, grande parte da producédo de leite no mercado é destinada
a producdo de mozzarella, por isso, a producdo de leite de bufalas é uma atividade de
grande importancia em muitos paises do mundo. No Brasil, o bdfalo tem despertado
interesse crescente de criadores e 6rgdos de pesquisa por ser uma boa alternativa na
pecuaria leiteira (Jorge et al., 2006).

Embora os ruminantes apresentem semelhancas em sua fisiologia digestiva, sua
funcionalidade ndo é exatamente a mesma em todas as espécies, uma vez que ha
caracteristicas fisiol6gicas e comportamentais peculiares em cada espécie. Vega et al.,
(2010) observaram diferengas importantes no comportamento ingestivo entre bovinos e
bufalos, como maior didmetro dos musculos da mastigacdo em bdfalos, que indica
maior forca de mastigacdo. Os bufalos também apresentaram maior ingestdo em
sistemas alimentares que ha predominancia de alimentos volumosos e comportamento
de descanso mais prolongado que os bovinos.

Cutrignelli et al. (2007) e Calabro et al. (2008) observaram diferengcas no
processo fermentativo em experimentos in vitro, utilizando inoculo de rumen de
bovinos e de bufalos com relagdo & producdo de gases, isso pode ser resultante da
diversidade microbiana entre as espécies, uma vez que os bafalos possuem rimen com
maior atividade celulolitica, que proporciona melhor aproveitamento dos componentes
fibrosos da dieta (Tewatia & Bhatia, 1998).

A populacdo total e a composicdo dos protozoérios ciliados no rumen diferem

das observadas em bovinos e em outros ruminantes, segundo Franzolin et. al. (2000),
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bafalos tém apresentado propor¢des mais elevadas dos protozodrios pertencentes aos
géneros da subfamilia Diplodiniinae em relacdo aos ciliados do género Entodinium em
diversos sistemas alimentares.

Além disso, alguns aspectos como 0 habito de ingerir os alimentos mais
lentamente, a menor taxa de passagem do alimento, o maior pH ruminal em decorréncia
da secrecdo salivar mais intensa, 0 maior poder tampéo da saliva que flui para o rimen
(Sivkova et al., 1997) e da manutencédo do balanco de nitrogénio positivo, em virtude da
maior eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio amoniacal pelo uso mais rapido da amonia
pelas bactérias ruminais contribuem para uma leve superioridade dos bufalos em relagédo

aos bovinos, especialmente em dietas mais volumosas.
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I1- Niveis de Proteina Para Bufalas Mesticas em Crescimento:
Metabolismo de Nitrogénio, Parametros Digestivos e Exigéncia de

Proteina para Mantenca

Resumo: Objetivou-se avaliar o metabolismo de nitrogénio, digestibilidade dos
nutrientes e parametros ruminais de fémeas bubalinas em crescimento recebendo dietas
contendo niveis crescentes de proteina bruta, bem como estimar a exigéncia de proteina
para mantenca dessa categoria animal. Utilizou-se 4 fémeas bubalinas, possuindo
canulas no ramen, com peso inicial medio de 355 = 3,5 kg, distribuidas em um
quadrado latino (4x4) composto por 4 animais e 4 niveis de PB na dieta (70, 90, 110 e
130 g.kg'de MS). As dietas foram compostas de silagem de milho e concentrado,
formulados para atender os niveis de proteina propostos e a ingestdo foi ad libitum
permitindo de 50 a 100 g.kg™’ de MS de sobras. Os niveis de PB influenciaram a
ingestdo de MS e demais nutrientes, porém ndo houve efeito sobre a digestibilidade dos
nutrientes e cinética ruminal. O balango de nitrogénio aumentou linearmente com 0s
crescentes niveis de PB dietético, entretanto, quando expressos em relacéo ao nitrogénio
ingerido, esse efeito n&o se confirma, com valor médio de 485,50 g.kg™. Os metabdlitos
sanguineos (proteinas totais e ureia) foram influenciados positivamente pelas dietas e a
exigéncia de proteina para mantenca dos animais nessas condi¢fes, obtida pelo
intercepto da regressdo entre o balango de nitrogénio e o nitrogénio ingerido foi de 4,63
g PB.kg PV™.

Palavras-chave: balanco de nitrogénio, bubalinos, digestibilidade, exigéncia proteica,

fluxo de nutrientes
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ABSTRACT:

The objective was to evaluate the nitrogen metabolism, digestibility of nutrients and
ruminal parameters in the diet of buffaloes containing increasing levels of crude protein,
and to estimate the requirement of protein for maintenance this category animal. Four
crossbred growing buffaloes were used, weighing 355 + 3.5 kg of body weight,
cannulated in the rumen and distributed in a 4x4 Latin square design, with four animals
and four levels of crude protein (70, 90, 110 and 130 g.kg™) and four periods. The diets
were consisted in corn silage and concentrate, and was formulated to meet the proposed
levels of CP. The intake was ad libitum, allowing 50 — 100 g.kg™ of refusals. The levels
of CP influenced the dry matter intake and others nutrients, however did not influence
nutrienst digestibility and ruminal kinetic. The nitrogen balance increased linearly with
the increasing levels of CP, however, when expressed in relation to nitrogen intake,
with an average of 485.50 g.kg™, this effect is not confirmed. The blood metabolites
(urea and total proteins) were influenced by diets and protein requirements for
maintenance of the animals in these conditions, obtained by the intercept of the
regression of nitrogen balance and nitrogen intake was 4.63 g PB.kg W "

Keywords: buffaloes, digestibility, nutrient flow, nitrogen balance, protein requirement
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Introducéo

A criacdo de bufalos no Brasil é a mais importante localizada fora do continente
asiatico (Alves et al., 2010), além disso, tem ocorrido interesse crescente pelos seus
produtos alimenticios em funcdo de suas qualidades nutricionais. A principal finalidade
da bubalinocultura brasileira € a producao de leite, que teve um crescimento de 20% no
ultimo ano em relagdo ao ano anterior (Seno et al., 2013). Porém, h& acentuada caréncia
de informacdes acerca da nutricdo da espécie bubalina, principalmente em relacdo as
exigéncias de proteina.

O desempenho e producdo de carne e leite de bubalinos dependem de
conhecimentos béasicos da nutricdo de ruminantes, entretanto, apesar das diferentes
espécies de ruminantes apresentarem fisiologia digestiva semelhante, a funcionalidade
ndo € exatamente a mesma entre as especies, ja que envolve caracteristicas
comportamentais e fisioldgicas peculiares de cada uma delas dentro do ambiente onde
vivem.

Portanto, para obter o maximo desempenho produtivo e reprodutivo dos animais
bubalinos, é importante conhecer suas necessidades nutricionais, principalmente acerca
da proteina, que, depois da energia é o nutriente mais limitante no desenvolvimento dos
ruminantes (Paul, 2011), além de ser o nutriente mais dispendioso da dieta.

A perda de nitrogénio pelos ruminantes ocorre em diferentes niveis causando
prejuizos econdmicos além de também causar danos ao meio ambiente. Dessa forma,
promover a adequada eficiéncia de assimilacdo pelo animal por meio de uma
alimentacdo balanceada e sincronizada em energia e proteina € um importante meio de
reducdo de perdas (Gongalves et al., 2009).

A concentracdo de ureia na urina estd relacionada positivamente com as
concentragdes de nitrogénio no plasma e com sua ingestdo, constituindo-se em um bom
indicativo da eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio ruminal (Valadares et. al., 1997). A
concentracdo de ureia plasmatica também estd diretamente relacionada ao aporte
proteico e a relacdo entre proteina e energia da dieta. Além disso, a excre¢do de ureia
representa elevado custo bioldgico e desvio de energia para a manutencdo das
concentragOes corporais de nitrogénio em niveis ndo toxicos (Paixdao et al., 2006).

Portanto, o balango dos compostos nitrogenados permite a avaliagdo do estado
nutricional dos animais por meio dos produtos absorvidos e da extensdo das perdas

excretadas, o que pode refletir na sua resposta produtiva.
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Dessa forma, objetivou-se avaliar a inclusdo de niveis de PB na dieta de fémeas
bubalinas em crescimento sobre a ingestdo e digestibilidade dos nutrientes, bem como
0s metabolitos sanguineos, balango dos compostos nitrogenados e determinar a
exigéncia de PB para mantenca dos animais dessa categoria, sob condicdes brasileiras

de producéo.

Material e Métodos

Os protocolos experimentais desenvolvidos nesta pesquisa atenderam
plenamente aos principios éticos da experimentacdo animal, elaborados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA, e foram enviados para apreciacdo do
Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacdo da Universidade
Estadual de Maringd, sob nimero de aprovacao 009/2013.

O experimento foi realizado no setor de digestibilidade de ruminantes da
Fazenda Experimental de Iguatemi (FEI) e as amostras dos alimentos, sobras e fezes
foram analisadas no Laboratdério de Alimentacdo e Nutricdo Animal (LANA), ambos
pertencentes a Universidade Estadual de Maringa.

Foram utilizadas 4 fémeas bubalinas mesticas (murrah x jafarabadi), com 18
meses de idade, pesando em média 355 + 3,5 kg, possuindo canulas no ramen,
alojadas em baias individuais de 9 m2 com piso de concreto, equipadas com bebedouro e
comedouro. Os animais foram distribuidos em um quadrado latino (4x4), composto por
4 animais e 4 niveis de PB na dieta (70, 90, 110 e 130 g.kg-t de MS).

O periodo experimental teve duracdo total de 80 dias, dividido em 4 periodos
com duracdo de 20 dias cada, sendo 14 dias para adaptacdo dos animais as dietas e 6
dias para coleta de dados.

Os tratamentos utilizados diferiram entre si nos niveis de proteina bruta.

As dietas foram compostas de silagem de milho e ragdo concentrada formuladas para

atender os niveis de proteina propostos e a ingestdo foi ad libitum permitindo de 50 a
100 g.kg™ de MS de sobras.

Os alimentos e sobras foram amostrados durante todo o periodo de coletas,

armazenados em sacos plasticos e congelados para posteriores analises
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A MS das amostras foi determinada em estufa de ventilacdo forcada de acordo
com o procedimento n® 934.01 AOAC (1990). As cinzas foram determinadas por
combustdo a 600°C por 6 horas de acordo com o método da AOAC 924.05 (1990). A
determinacdo no N total seguiu o procedimento n°® 990.03 da AOAC (1990). As
concentragdes de fibra em detergente neutro (FDN), com correcédo do teor de nitrogénio,
foram medidas de acordo com Mertens (2002) com uso de amilase termoestavel, sem
sulfito de sodio. As concentracdes de fibra em detergente acido (FDA), sem correcdo do
teor de cinzas, foram determinadas de acordo com o procedimento n® 973.18 AOAC
(1990). O extrato etéreo (EE) foi determinado de acordo com o procedimento n° 7.060
AOAC (1990). Os nutrientes digestiveis totais (NDT) das dietas foram estimados de
acordo com a equacdo: NDT (g.kg™) = CNF digestivel + PB digestivel + FDNa
digestivel + (EE digestivel x 2,25), assim como carboidratos nao fibrosos, CNF (g.kg™)
= 100 — (PB (g.kg™) + FDNp (g.kg™) + EE (g.kg™) + cinzas (g.kg™), ambas equagdes
descritas por Weiss (1999). Face a presenca de ureia nas dietas, os CNF dos
concentrados foram calculados segundo Hall (2000), em que CNF(g.kg?) = 100 —
[(PB(g.kg™?) — PB(g.kg?) derivada da ureia + ureia (g.kg™?)) + EE(g.kg™) + FDN(g.kg™)
+ cinzas(g.kg™?)].

A composic¢do quimica dos ingredientes utilizados para a formulacdo das racdes
encontram-se na Tabela 1 e a proporcdo dos ingredientes na dieta e a composi¢édo

guimica da dieta total encontram-se na Tabela 2.

Tabela 1. Composicdo quimica dos ingredientes das dietas

Silagem de milho Milho Farelo de
algodéo
g.kg* de MS

Matéria seca 368,9 902,8 911,2
Matéria organica 960,8 988,9 949,7
Proteina bruta 70,30 90,10 310,2
Extrato etéreo 24,30 39,90 21,50
Fibra em detergente neutro 546,4 1115 378,8
Fibra em detergente &cido 281,8 35,20 325,4
Carboidratos totais 869,5 866,8 606,2

Carboidratos ndo fibrosos 319,0 757,1 233,3
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Tabela 2. Proporcéo dos ingredientes e teores médios dos nutrientes das dietas (g.kg de
MS)

Nivel de proteina bruta (g.kg™ de MS)

Ingrediente 70 90 110 130
Silagem de milho 900,0 850,0 850,0 800,0
Milho 85,00 68,30 40,00 54,80
Farelo de algodéo - 65,20 87,50 119,5
Ureia - 0,90 6,30 10,50
Sulfato de amonia - 0,10 0,70 1,20
Sal mineral? 6,00 6,00 6,00 6,00
Calcério 5,50 7,00 7,00 8,00
Fosfato bicalcico 3,50 2,50 2,50 -
Total 1000,0 1000,0 1000,0 1000,0
Matéria seca 408,7 434,6 429,4 453,5
Matéria organica 948,8 946,8 940,2 937,5
Proteina bruta (PB) 70,08 80,87 100,9 129,9
Proteina degradavel no rimen (PDR) 720,1 710,4 710,8 710,2
PB:PDR 1,37:1 1,40:1 1,39:1 1,40:1
Extrato etéreo 2,47 2,46 2,43 2,44
Fibra em detergente neutro 501,2 496,2 502,0 488,5
Fibra em detergente &cido 256,6 263,1 269,4 266,2
Carboidratos totais 850,0 830,2 820,2 810,1
Carboidratos ndo fibrosos 340,8 320,0 300,0 290,6

*PDR (g.kg™ da PB) calculada com base em valores tabelados ; 1- Composicéo do suplemento mineral
(por kg do produto): 181g de Calcio, 130g de fosforo, 9,40g de enxofre, 100mg de cobalto, 1,259 de
cobre, 2,20g de ferro, 90mg de iodo, 2g de manganés, 15mg de selénio, 5,27g de zinco, 1,3g de flGor

A coleta de fezes para determinacdo da digestibilidade foi realizada sempre as
8h00 e 16h00 diretamente da ampola retal durante 5 dias. A coleta de omaso foi
realizada por succao, segundo técnica descrita por Ledo et al. (2002) e foram feitas a
cada 27 horas, durante 5 dias.

Para a determinacdo do balango de nitrogénio, as coletas de fezes e urina foram
realizadas durante um periodo de 24 horas ininterruptas. As fezes foram coletadas apos
defecacdo espontanea e armazenadas em sacos plasticos devidamente identificados. A
cada 8 horas de coleta, as fezes foram pesadas, homogeneizadas e uma amostra
representativa foi armazenada e congelada a -15°C. A coleta de urina foi realizada via
sonda de folley n° 16, duas vias, com baldo de 25 mL que foi inflado utilizando-se soro
fisioldgico. Na extremidade livre do cateter, foi adaptada uma mangueira de silicone,
pela qual a urina foi conduzida até um recipiente de plastico, com tampa, contendo 200
mL de H,SO,800:200, v/v.
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A coleta de sangue foi realizada quatro horas ap6s o fornecimento da ragdo, em
todos 0s animais, via puncdo da veia jugular, utilizando-se tubo de ensaio contendo gel
separador e acelerador de coagulacdo. As amostras foram imediatamente centrifugadas
a 5.000 rpm por 15 minutos, para separacéo do soro, que, em seguida, foi armazenado a
-15°C para anélise de ureia e proteinas totais.

Para determinacdo dos fluxos di&rios de matéria seca no omaso e nas fezes foi
utilizado, como indicador externo, o Oxido crémico, fornecido em duas doses intra-
ruminais diariamente (as 8h e as 16h) de 5g de 6xido crémico cada dose, previamente
pesados e acondicionados em papel higroscopico.

As amostras de fezes e da digesta omasal foram armazenadas em sacos plasticos
devidamente identificados e congeladas para posterior analise da composicdo quimica e
das concentracGes de cromo.

Para mensuracdo do pH e quantificacdo do nitrogénio amoniacal (N-NHj3) foi
coletado liquido ruminal manualmente, via canula ruminal, e filtrado em gaze, nos
tempos zero (0), 2, 4, 6 e 8 horas apds a alimentacdo matutina. O pH foi mensurado
imediatamente apos a coleta e 50 mL de liquido ruminal foram acidificados com 1 mL
de acido sulfarico (H,SO,) 500:500;v/v, para determinacdo da concentracdo de N-NHs.

Para avaliar a taxa de diluicdo, foi administrado no rimen dos animais 32 g de
Co-EDTA em solucdo (Uden et al., 1980) antes da primeira alimentacdo. O fluido
ruminal foi coletado via canula ruminal nos tempos O (que antecede a primeira
alimentacdo) 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 e 24 horas apés a alimentacdo da manha e
armazenados a -15° C para anéalises de concentracdo de cobalto.

Para estimativa da eficiéncia de sintese de proteina microbiana foi realizada
coleta spot de urina para determinacéo dos derivativos de purinas, a urina foi coletada 4
horas apds a alimentacdo e 10 mL foram armazenados em frascos plésticos,
devidamente identificados, contendo 40mL de H,SO,4 0,036N para posterior analise de
alantoina, acido urico e creatinina.

As concentragdes de 0xido de cromo nas amostras de digesta omasal e fezes
foram determinadas por meio de espectrofotometria de absorcdo atdmica, de acordo
com o método proposto por Williams et al. (1962).

A dosagem de amdnia foi determinada pela técnica de Ferner (1965), modificada
por Vieira et al. (1980)

Para obter as concentracdes dos derivados de purina, presentes na urina, foram

realizadas as andlises de alantoina segundo metodologia descrita por Chen & Gomes
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(1992) e a creatinina e acido urico, foram determinados usando Kkits comerciais
Analisa®, e as leituras realizadas em espectrofotdmetro (Shimadzu modelo UV-1601).
A partir da concentragdo de creatinina, foi estimado o volume urinario (expresso
em L.dia?), dividindo-se a excrecdo diaria de creatinina, mmol.kg PV®™ pela
concentracdo de creatinina (mmol.L™"). Para determinacdo da excrecdo diéria de

97 foi adotado o valor médio de 0,44 mmol.kg PV*", obtido

creatinina (mmol.kg PV°
por Chen et al. (1996) para bubalinos. A producdo de nitrogénio (N) microbiano foi
calculada a partir da quantidade de purinas absorvidas (X, mmol.dia™), a qual foi
estimada a partir da excregdo urinéria de derivados de purina (DP)(Y, mmol.dia™), por
meio da equacdo descrita por Dipu et al (2006) para bubalinos: Y = 0,74X + (0,117
PV®™): em que o valor de 0,74 representa a recuperacdo de purinas absorvidas como
DP na urina e o valor da constante 0,117 mmol.kg P\V*"*/ dia representa a contribuic&o
enddgena liquida de DP em bubalinos.

A sintese de compostos nitrogenados microbianos no rmen (Y, g N.dia™) foi
calculada em funcdo das purinas absorvidas (X, mmol.dia™), por meio da equacio
descrita por Chen & Gomes, (1992): Y= X (mmol.dia™) x70/ 0,116 x 0,83 x 1000, em
que: 70 representa o contetido de N nas purinas (mg N.mmol™); 0,83 a digestibilidade
das purinas microbianas e 0,116 representa a razdo N-purina:N total dos
microrganismos ruminais.

A estimativa da sintese de PB microbiana (SPBmic) foi obtida multiplicando-se
a sintese de N microbiano por 6,25, enquanto a eficiéncia de sintese de proteina
microbiana foi determinada como: EPBmic (g.100g™) = SPBmic (g)/CNDT (100 g), em
gue CNDT = consumo de nutrientes digestiveis totais.

O volume ruminal, a taxa de diluicdo, o tempo de reciclagem e o fluxo de
liquido ruminal foram estimados utilizando-se os parametros da equacdo de regressao
linear do logaritmo natural das concentragdes de cobalto (mg.100mL™) nas amostras de
liqguido ruminal retiradas nos diferentes tempos. O volume ruminal foi estimado
dividindo-se o total do indicador (mg) adicionado no rumen pelo antilogaritmo dos
interceptos dessas equacOes. A taxa de diluigdo foi representada pelos coeficientes de
regressdo obtidos por meio das equacOes para cada tratamento e do periodo de
avaliacdo. A partir desses parametros (taxa de diluigdo e volume ruminal), estimou-se o
tempo de reciclagem (100/taxa de dilui¢do) e o fluxo ruminal (volume ruminal x taxa de
diluigdo/100).
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O balanco dos compostos nitrogenados foi obtido pela diferenca entre o total de
nitrogénio ingerido e o total excretado nas fezes e na urina.

O N metabdlico fecal foi estimado por regressdo entre o N absorvido (Y) e a
ingestdo de N (X), expressos em g.kg-! MS. As perdas enddgenas urinarias foram
estimadas por regressdo entre a excrecdo urindria de N (Y) e a ingestdo de N (X),
expressas g.kg-1"", e as perdas enddgenas totais, pela regressdo entre o balanco de N
(Y) e a ingestdo de N (X), expressos em g.kg™®"; todos representados pelo intercepto da
equacao de regressdo (Van Soest, 1994).

As anadlises estatisticas das variaveis estudadas foram interpretadas usando
PROCMIXED do SAS (Statistical Analysis System, versdo 9.2.). Utilizou-se o
delineamento experimental, em quadrado latino 4x4, com quatro animais e quatro
dietas, de acordo com o modelo:

Yijk =y + Ai + Pj + Tk + eijk, em que:

Yijk = varidveis observadas; p = média geral; Ai = efeito do animal i, variando de 1 a 4;
Pj = efeito do periodo j, variando de 1 a 4; Tk= efeito do tratamento k, variando de 1 a
4; eijk = erro aleatorio.

Todos os efeitos foram considerados fixos, exceto o efeito do animal, que foi
considerado aleatorio. Contrastes ortogonais polinomiais foram usados para avaliar as
respostas (linear e quadréatica) ao aumento dos niveis de PB na dieta. Para as variaveis
pH e N-NHj; procederam-se a subdivisdo das parcelas em funcdo dos tempos de
amostragem. Foi utilizada a analise de regressdo para as concentracdes de pH e N-NH3

no liquido ruminal, em funcéo do tempo ap6s a alimentacdo da manha.

Resultados e Discussdo

O aumento nos teores de PB dietético teve efeito positivo (P<0,05) sobre a
ingestdo de MS, MO, PB, FDN e FDA, porém ndo teve efeito sobre a ingestdo de EE,
dos carboidratos ndo fibrosos e carboidratos totais (Tabelas 3 e 4). Contudo, 0 aumento
na ingestdo da MS e dos nutrientes citados resultou em aumentos lineares nas ingestoes
dos nutrientes digestiveis totais (P<0,05), com o crescente teor de PB na dieta.

Niveis criticos de ingestdo de proteina provocam queda na ingestdo voluntaria de
alimentos, embora, para ruminantes, o nivel critico seja menor devido a contribuicdo
proteica da microflora ruminal e a reciclagem de nitrogénio. Valadares et al. (1997)

relataram que, quando o suprimento de nitrogénio originario da dieta ndo atende as
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exigéncias dos microrganismos ruminais, pode ocorrer limitacdo do crescimento
microbiano, afetando a digestibilidade da parede celular e, consequentemente, a
ingestdo. Assim, os resultados sugerem que o menor nivel de PB na dieta, 70 g.kg-t, foi
adequado para promover o crescimento microbiano, uma vez que ndo houve efeito dos
niveis de PB sobre os coeficientes de digestibilidade ruminal e total da fracdo fibrosa
(FDN e FDA) da dieta e sobre a cinética ruminal.

Tabela 3. Ingestéo, digestibilidade e fluxos fecal e omasal da MS e demais nutrientes

item Nivel de proteina (g.kg™) ER EPM P
70 90 110 130 PB L Q
Matéria seca
Ingestdo? 558 6,76 699 709 1 025 <001 <001 031
Fluxo omasal® 266 272 267 272 ns 0,10 0,12 0,12 0,16
DR® 051 059 061 062 ns 156 005 <001 0,11
Fluxo fecal® 2,10 249 254 250 ns 0,23 0,10 0,14 0,21
DI 0,22 0,14 018 0,20 ns 1,29 0,17 0,75 0,07
Matéria organica
Ingestdo? 535 643 665 673 2 023 <001 <001 0,33
Fluxo omasal® 219 231 226 235 ns 0,25 0,13 0,19 0,23
DR® 058 060 060 061 ns 1,32 0,11 0,21 0,18
Fluxo fecal® 1,86 225 231 218 ns 0,25 0,12 0,13 0,23
DI° 0,15 0,14 015 0,16 ns 1,85 0,97 0,81 0,79
Proteina Bruta
Ingestdo® 040 062 078 09 3 006 <001 <001 0,34
Fluxo omasal® 052 057 057 069 4 171 0,03 0,02 0,37
DR® -0,32 007 026 028 5 731 <001 <0,01 0,21
Fluxo fecal® 0,17 019 0,20 0,19 ns 1,02 0,23 0,29 0,51
DI° 0,68 067 066 067 ns 1,11 0,93 0,73 0,61
Extrato etéreo
Ingestdo® 0,14 0,16 0,16 0,16 ns 0,21 0,12 0,11 0,16
Fluxo omasal® 0,14 0,16 0,15 0,15 ns 0,28 0,13 0,16 0,14
DR" 0,03 0,03 006 008 ns 029 0,20 0,06 0,73
Fluxo fecal® 0,02 0,02 002 002 ns 027 0,18 0,21 0,28
DIP 08 087 08 08 ns 021 0,11 0,13 0,17
Nutrientes digestiveis totais
Ingestdo® 362 460 476 483 6 018 0,03 0,02 0,23

ER- Equacdo de regressdo; EPM — Erro padrao médio; R2 - Coeficiente de determinacéo; P - Efeito geral
dos niveis de PB; L - Efeito linear; Q - Efeito quadratico; *~kg.dia™; ® — kg.kg™; DR = Digestibilidade
ruminal. DI = Digestibilidade intestinal; NDT= CNF digestivel + PB digestivel + FDNp digestivel + (EE
digestivel x 2,25); 1- Y = 4,22 + 0,24X R2=0,3048; 2- Y = 4,11 + 0,22X R2=10,2983; 3-Y =
0,24 + 0,09X R2=0,9114;4-Y =0,33 + 0,02X R?=0,8296; 5- Y = 106,49+ 1,68X R2=0,4813; 6-Y
=4,21 +0,24X R2=0,3098; ns - ndo significativo.
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De acordo com a equagdo de regressdo obtida entre a ingestdo de MS,
representada em kg.dia™, e os niveis de PB da dieta, houve aumento linear de 0,24 kg na
ingestdo de MS para cada unidade percentual de aumento da PB, o mesmo ocorre com a
ingestdo de NDT, que também aumenta 0,24 kg para cada unidade percentual de

inclusdo de PB.

Tabela 4. Ingestdo, digestibilidade e fluxos fecal e omasal dos carboidratos

item Nivel de proteina (g.kg™) ER EPM P
70 90 110 130 PB L Q
Fibra em detergente neutro corrigido para proteina
Ingestdo® 285 341 352 35 1 013 <0,01 <0,01 0,10
Fluxo omasal®* 1,19 1,36 1,36 1,42 ns 0,16 015 0,18 0,23
DR" 058 060 061 061 ns 092 037 025 0,20
Fluxo fecal® 1,170 130 132 137 ns 013 0,18 0,21 0,26
DI 0,08 004 003 004 ns 036 09 0,71 0,90
Fibra em detergente acido
Ingestdo? 146 181 188 191 2 0,07 <001 <0,01 0,10
Fluxo omasal®* 0,81 0,89 0,98 1,02 ns 009 013 0,14 0,28
DR" 045 051 048 046 ns 1,12 013 0,89 0,09
Fluxo fecal® 0,74 083 09 092 ns 067 012 014 0,23
DI 008 006 008 010 ns 040 017 0,15 0,11
Carboidratos totais
Ingestdo? 429 515 507 5,07 ns 025 005 0,31 0,64
Fluxo omasal* 1,75 1,78 1,71 1,74 ns 023 011 0,14 0,34
DR® 059 065 066 066 ns 047 083 0,77 043
Fluxo fecal® 1,58 1,58 1,53 1,54 ns 031 021 046 0,54
DI° 0,0 0411 o011 012 ns 045 056 0,28 0,93
Carboidratos néo fibrosos

Ingestdo? 193 219 209 201 ns 012 032 0,78 0,12
Fluxo omasal® 0,72 077 0,74 0,76 ns 019 021 032 0,38
DR" 063 066 065 067 ns 1,14 022 025 0,68
Fluxo fecal® 063 068 062 066 ns 082 023 042 0,32
DI 012 011 016 013 ns 045 031 010 0,82

ER- Equacdo de regressdo; EPM — Erro padrdo médio; R2 - Coeficiente de determinacdo; P - Efeito geral
dos niveis de PB; L - Efeito linear; Q - Efeito quadréatico; ® ~ kg.dia’; ° — kg.kg™; DR =
Digestibilidaderuminal. DI = Digestibilidade intestinal;CNF = 100 — [(%PB - %PB derivada da uréia + %
de uréia) + %EE + %FDN + %cinzas; 1- 2,26 + 0,11X R2=0,2215;2-1,06 + 0,07X R2=0,3775;ns -
n&o significativo.

Da mesma forma, Valadares et al. (1997), observaram relacdo linear entre o
nivel de proteina da dieta e a ingestdo de NDT. Entretanto, Pereira et al. (2007), ao

avaliarem niveis crescentes de PB no concentrado em dietas com proporcao
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volumoso:concentrado de 70:30, ndo observaram aumento da ingestdo de nutrientes
com o aumento do nivel de PB (110,3 a 140,4 g.kg~ PB) nas dietas. Para esses autores
as diferentes respostas na ingestdo, principalmente de MS, com o aumento do nivel de
PB da dieta pode estar relacionada a densidade energética e a fracdo fibrosa da dieta.
Segundo Van Soest (1994), a reciclagem de nitrogénio é um dos fatores-chave
para 0s menores efeitos da suplementacdo proteica sobre a digestdo quando a dieta
apresenta, no minimo 70 g.kg” de PB, uma vez que, essa é a exigéncia minima de
nitrogénio para a microbiota ruminal. Assim, tanto 0 menor nivel de PB quanto os
demais propostos neste estudo ndo alteraram a digestibilidade total dos nutrientes
(P>0,05) (excecdo sobre a digestibilidade da PB), uma vez que a exigéncia de

nitrogénio no rumen foi atendida (Tabela 5).

Tabela 5. Digestibilidade total da MS e dos demais nutrientes
Nivel de proteina (g.kg™) P
70 90 110 130 R EPM PB L Q

DTMS 0,62 0,63 0,64 065 ns 071 010 0,07 0,15
DTMO 0,65 0,65 0,65 068 ns 084 010 0,07 0,80
DTPB 0,57 0,69 0,75 0,77 1 217 001 0,01 0,07
DTEE 0,85 0,89 0,89 091 ns 076 021 013 0,25
DTFDN 0,61 0,62 0,63 061 ns 1,14 024 0,09 0,26
DTFDA 0,51 0,52 0,53 056 ns 123 041 013 0,61
DTCHT 0,62 0,61 0,65 066 ns 105 065 0,25 0,96
DTCNF 0,67 0,68 0,71 0,73 ns 164 068 0,27 0,82
NDT 0,63 0,64 0,65 0,66 2 021 004 003 0,25

Item

ER- Equacdo de regressdo; EPM — Erro padrdo médio; R2 - Coeficiente de determinacéo; P - Efeito geral
dos niveis de PB; L - Efeito linear; Q - Efeito quadratico; DTMS- Digestibilidade total da matéria seca
(kg.kg™); DTMO — Digestibilidade total da matéria organica (kg.kg™); DTPB — Digestibilidade total da
proteina bruta (kg.kg); DTEE- Digestibilidade total do extrato etéreo (kg.kg™); DTFDN —
Digestibilidade total da fibra em detergente neutro (kg.kg™); DTFDA- Digestibilidade total da fibra em
detergente acido (kg.kg™); DTCHT - digestibilidade total dos carboidratos totais (kg.kg™); DTCNF —
Digestibilidade total dos carboidratos ndo fibrosos (kg.kg™); NDT- Nutrientes digestiveis totais (kg.kg
1)1-Y =106,49 + 1,68X R2=0,4813; 2- 4,71 + 0,28X R2?=0,3209; ns - ndo significativo

Houve efeito (P<0,05) dos niveis de PB sobre a digestibilidade ruminal da PB,
com aumento de 1,68 unidades para cada unidade percentual de aumento na ingestdo de
PB. Embora tenha havido aumento no fluxo omasal da proteina (P<0,05) com o
aumento nos teores de PB na dieta, no menor nivel de PB o fluxo omasal foi maior que
a quantidade ingerida e nos demais teores de PB o fluxo de PB para omaso foi menor
em relagdo ao ingerido, o que significa perda de N na forma de aménia. Este aumento
observado na digestibilidade ruminal da PB causado pelo incremento proteico nas dietas

pode ser em razdo do aumento na absor¢do de N amoniacal pelo epitélio do rimen em
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razdo da menor relagdo energia:proteina da dieta, principalmente nos niveis de PB mais
elevados.

Né&o foi observado efeito dos niveis de PB sobre a digestibilidade intestinal da
PB (P>0,05). Contudo, houve aumento linear (P<0,05) na digestibilidade total da PB
ocasionado pelo incremento na ingestdo de PB uma vez que o fluxo fecal da PB
(P>0,05) foi semelhante entre as dietas. Estes resultados estdo em acordo com Van
Soest (1994) que demonstrou que teores de PB abaixo de 70 g.kg™ na dieta refletem em
alteracdes na digestibilidade, porém teor de PB acima desse valor ndo modifica este
parametro.

Como supracitado, ndo houve efeito dos niveis de PB sobre cinética do liquido
ruminal (Tabela 6).

Tabela 6. Dindmica da fase liquida ruminal
Nivel de proteina (g.kg™) ER EPM P
90 110 130 PB L Q

TP 10,79 13,05 1152 1246 ns 062 061 070 0,63
VR 79,38 79,34 79,22 80,09 ns 166 068 032 0,61
TR 9,76 8,39 8,83 8,06 ns 043 0,72 044 0,82
TF 841 10,23 9,16 9,97 ns 051 068 061 0,73
TRV 2,13 3,13 2,76 2,98 ns 0,5 061 070 0,63

ER- Equacdo de regressdo; EPM — Erro padrdo medio; R2 - Coeficiente de determinagdo; P - Efeito geral
dos niveis de PB; L - Efeito linear; Q - Efeito quadratico; TP - Taxa de passagem (h-1); VR - Volume
ruminal (L);TR - Tempo de reciclagem (h); TF - Taxa de fluxo (L.h™); TRV - Taxa de reciclagem
(vezes.dia™); ns — ndo significativo.

Item

A taxa de passagem de liquido, taxa de fluxo e taxa de reciclagem ndo diferiu
entre as dietas e o volume ruminal representou 22% do PV das bdfalas, valor
ligeiramente acima do que é considerado ideal para bovinos, o qual varia de 15 a 21 %
do PV (Owens & Goestch, 1988).

Alteracdes na taxa de passagem da fase liquida estdo diretamente relacionadas a
modificagfes na sintese de proteina microbiana (Silva, 2011). Da mesma forma,
Isaacson et al. (1975) verificaram que, a medida que aumentava a taxa de passagem da
fase liquida, aumentava-se também a quantidade de proteina microbiana sintetizada por
unidade de carboidrato fermentado.

Essas afirmacfes estdo em acordo com os resultados obtidos no presente
trabalho, pois, muito embora os niveis de PB tenham influenciado a producédo
microbiana a taxa de diluicdo e a eficiéncia de sintese microbiana ndo sofreram efeito
das dietas (Tabela 7).
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Stern & Hoover (1979), afirmaram que, para o0 crescimento microbiano, séo
necessarios 27g de N.kg’ de MODR. Para os niveis de 70 e 90 g.kg" de PB foi
observado valor um pouco abaixo, 20 e 25 g de N.kg™ de MODR, respectivamente, e
para os maiores niveis de PB, 110 e 130 g.kg™, os valores estdo acima do exigido (31,5
e 37,5 g de N.kg™ de MODR). Sob esta perspectiva, Clark et al. (1992) afirmaram que,
quando a concentracdo de ambdnia no fluido ruminal é maior que 2 a 5 mg.100mL™, a
passagem de N microbiano para o intestino esta mais correlacionada 8 MODR que as
concentracdes de amonia no fluido ruminal. Considerando que a concentracdo de
amonia no rumen se encontrava igual ou acima do limite minimo necessario para ndo
restringir o crescimento microbiano, a auséncia de efeito dos niveis de PB da dieta sobre
a eficiéncia de sintese (expressa em relacdo a ingestdo de NDT e a MODR), ocorreu
devido a suposta falta de energia disponivel no ambiente ruminal. Esta hipdtese tem
suporte nos dados de ingestdo de NDT que foram influenciados pelas dietas, diminuindo
a proporcdo deste com a ingestdo de PB, a medida que houve incremento da PB na

dieta.

Tabela 7. Eficiéncia de sintese de proteina microbiana

., . -1
ltem Nivel de proteina (g.kg™) ER EPM P
70 90 110 130 PB L Q
VU (L.dia™) 2,44 243 2,75 3,04 ns 015 0,25 0,07 0,52

AcU (mmol.dia®) 074 1,12 069 064 ns 013 056 0,53 0,42
ALA (mmol.dia®) 23,08 33,90 34,48 34,74 1,30 <0,01 <0,01 0,50
DP (mmol.dial) 5829 8470 96,83 1071 6,69 002 <001 0,32
Pur. Abs(mmol.dia®) 53,89 7520 86,89 93,56 559 0,01 <0,01 0,26
N mic (g.dia™) 39,18 54,70 63,17 68,02 406 0,01 <0,01 0,26
PB mic (g.dial) 2448 342,0 3948 4252 2540 0,01 <0,01 0,26
gN.KgMODR™ 2052 2580 31,48 37,46 ns 563 002 0,04 0,36
ESPM NDT 7466 82,70 87,35 9203 ns 036 015 0,33 0,89
ESPM MODR 77,84 8580 8150 1041 ns 034 011 024 054

ER- Equacdo de regressdao; EPM — Erro padrdo médio; R? - Coeficiente de determinacéo; P - Efeito geral
dos niveis de PB; L - Efeito linear; Q - Efeito quadratico; VU — volume urinario; ALA — alantoina; AcU
— acido Urico; DP — derivativos purina; Pur. abs — purinas absorvidas; N mic — nitrogénio microbiano; PB
mic — proteina bruta microbiana; gN.Kg*MODR - Ingestéo de nitrogénio (g) por Kg de matéria organica
degradada no rdmen; ESPM NDT — eficiéncia de sintese de proteina microbiana (g PB microbiana.kg™
de NDT consumido); ESPM MODR - eficiéncia de sintese de proteina microbiana (g PB microbiana. kg’
! de matéria organica degredada no rimen); 1- Y = 13,72 + 1,78X R2=0,6210;2-Y =7,45 + 7,92X R?
=0,4674; 3- Y=12,02 + 6,73X R2=0,4555; 4- Y = 8,73 + 4,75X R2?=0,4555; 5- Y = 54,62 + 4,70X
R2 = 0,4555; ns — ndo significativo.

g~ W N -

O aumento dos niveis de PB na dieta provocou efeito linear crescente para a

excrecdo de alantoina e derivativos de purina na urina (P<0,05), como também houve
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tendéncia (P=0,07) de aumentar o volume urinério, o que sugere desperdicio de
nitrogénio e gasto de energia para teores de PB acima das exigéncias do animal. Pereira
(2007), observou 0 mesmo efeito no volume urinario dos bufalos ao alimenta-los com
dietas contendo niveis crescentes de concentrado e, consequentemente, de PB.

Segundo Kitamura et al. (2010), os rins tém um papel importante na eliminagéo
da amonia do organismo; Foi conduzido um experimento no qual foram induzidas
intoxicacbes por aménia em bovinos, utilizando cloreto de amdnio, e observou relacao
positiva entre a administracdo do cloreto de amonio e a producdo de urina. Além disso,
0s animais que foram expostos a intoxica¢do por aménia produziram, em média, 10L de
urina a mais que os animais do tratamento controle, sugerindo que o organismo animal
aumenta a producdo de urina quando ha excesso de amdnia no organismo, como um
mecanismo de defesa para tentar evitar que ocorra intoxicacéao.

Houve efeito linear crescente (P<0,05) dos niveis de PB sobre a concentragdo
media de N-NHj3 no liquido ruminal, ureia no soro e proteinas totais no soro (Tabela 8).
As concentracfes de N-NH;3; do liquido ruminal e de uréia no soro apresentaram
comportamento linear crescente, uma vez que a quantidade de amdnia produzida no
ramen é proporcional a quantidade de ureia formada no figado (Van Soest, 1994) e,
consequentemente, tem relacdo com a concentracdo de ureia plasmatica, todos esses
parametros estdo diretamente relacionados ao aporte proteico da dieta. Neste estudo, o
valor médio obtido para o menor teor de PB foi de 5,1 mg de N-NH3.100 mL™. Portanto,
0 aporte proteico das dietas, provavelmente, ndo foi o limitador do crescimento
microbiano, como ja discutido anteriormente.

De acordo com a equacdo de regressdo, para cada unidade percentual de
aumento da PB da dieta, houve aumento de 0,75 unidades na concentracdo de N-NH3 no
liguido ruminal, 0,01 unidades na concentracdo de proteinas totais no soro e 4,86
unidades na concentracao de ureia no soro.

Geralmente os metabolitos sanguineos mais utilizados para avaliar o perfil
metabolico proteico sdo as proteinas totais, ureia e albumina. A albumina é considerada
um indicador mais sensivel para avaliar o status proteico dos animais, porém suas
respostas se ddo a longo prazo (Contreras, 2000). Assim, a analise de albumina néo se
ajustaria a0 modelo experimental e aos objetivos do trabalho. Entretanto as
concentragdes de proteinas totais também séo relacionadas com a ingestdo de proteina e
suas respostas se ddo em curto prazo. Franzolin (2001) observou valores médios de

proteinas totais no soro de bubalinos de 7,85 g.dL*; Do mesmo modo, Gomes (2010)
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selecionou 125 bufalos criados no estado de S&o Paulo para avaliar os seus constituintes
bioquimicos e obteve valores médios variando de 6,8 a 8,6 g.dL.

Dessa forma, as concentracdes proteinas totais e ureia obtidas estdo dentro dos
valores de referéncia, exceto para o tratamento com 70 g.kg™ de PB, que ficou um
pouco abaixo, 0 que permite supor que o organismo animal estaria em desequilibrio
proteico. Entretanto, ndo foi observado prejuizo ao desempenho animal, uma vez que
em nenhum tratamento as bufalas perderam peso, entretanto deve ser levado em conta o
curto periodo de tempo que os animais ficaram expostos as dietas, a fase fisioldgica dos

animais, que estavam em crescimento, e ao confinamento imposto.

Tabela 8. pH ruminal, concentracdo de amonia (N-NH3) no liquido ruminal e
parametros sanguineos.

- Nivel de proteina (g.kg™) ER EPM P
70 90 110 130 PB L Q
N-NH3(mg.dL'1) 510 6,72 9,27 1339 1 0,51 <0,01 <0,01 0,34
pH 6,60 6,59 6,61 6,63 ns 002 098 057 0,86
PPT (g.dL™) 650 740 740 740 2 0,01 <0,01 <001 0,37

Ureia soro (mg.dL™) 8,80 20,73 29,90 38,19 3 0,01 <0,01 <0,01 059
ER- Equacdo de regressdo; EPM — Erro padrdo médio; R2 - Coeficiente de determinacéo; P - Efeito geral
dos niveis de PB; L - Efeito linear; Q - Efeito quadratico; N-NHs- Nitrogénio amoniacal no liquido
ruminal, PPT- proteinas totais no soro sanguineo; 1- Y = 2,82 + 0,75X Rz =10,9682; 2 - Y = 0,58 +
0,01X R2=0,3638; 3- Y = 24,26 + 4,86X R2?=0,8311; ns- ndo significativo.

N&o houve efeito (P>0,05) dos niveis de PB sobre o pH ruminal (Tabela 8 e
Figura 1). Os dados observados para pH apresentaram comportamento quadratico (pH=
0,0056h2 - 0,034h + 6,61, R2= 0,5366), e o valor minimo estimado foi de 6,52
observado 2,80 horas ap6s a alimentacao.

Fisiologicamente, o pH do fluido ruminal pode variar de 5,5 a 7,4 dependendo
do tipo de alimentos ingeridos, da forma como esses sdo ofertados e do tempo de coleta
do fluido ruminal ap6s a Gltima refeicdo. E uma informagdo que pode ser utilizada com
facilidade para diagnosticar alteraces que ocorreram no ambiente ruminal.

Segundo Valadares Filho & Pina (2011), pH abaixo da faixa de 6,0 pode inibir
as bactérias fermentadoras de celulose e diminuir significativamente a eficiéncia de

sintese de proteina bruta microbiana.
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Figura 1. pH do liquido ruminal em fungéo de horas apés a alimentagéo

Esse fato ocorre devido a sensibilidade dos microrganismos fibroliticos ao
ambiente acido. O pH étimo para atividade das celulases é de 6,8, podendo variar 0,5
unidades, sem causar grandes prejuizos. Portanto, os valores de pH obtidos néo
prejudicou a fermentagdo ruminal, e tampouco a digestdo da fracdo fibrosa da dieta.

Houve efeito (P<0,05) dos niveis de PB sobre a concentracdo de amonia (N-
NHs) do liquido ruminal (Figura 2). A dieta contendo 70 g.kg™ de PB apresentou valor
minimo de 3,95 mg.100mL™ antes do fornecimento da alimentacdo, valor pouco abaixo
do recomendado por Satter & Slyter (1974), que é de 5 mg.100mL™ para que ndo haja
limitacdo da sintese microbiana. Entretanto, considerando que a aménia é rapidamente
absorvida pelo epitélio ruminal, ou fixada pelos microrganismos e essa concentracao foi
observada antes do fornecimento da alimentacdo, é plausivel que a concentracdo de N-
NH; se encontrasse baixa.

Outrossim, Pradhan (1997), verificou que a bactéria ruminal Prevotella
ruminicola, responsavel pela rapida clivagem de peptideos, ndo foi encontrada ou esteve
presente em pequena quantidade em bdfalos, o que pode explicar as baixas

concentragfes de N-NH; observadas, principalmente para os maiores niveis de PB.
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Figura 2. Concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NH3) em mg.100mL™ no liquido ruminal em relagéo

ao tempo apo6s a alimentacdo em funcéo dos tratamentos.

Houve efeito (P<0,01) dos niveis de PB sobre a ingestdo de N, o mesmo efeito

ocorreu na excrecdo de N na urina e também nas fezes, quando expressos em g.dia™

(Tabela 9).

Tabela 9. Balanco de compostos nitrogenados

P . -1
Nivel de proteina (g.kg™) ER EPM P
90 110 130 PB L Q

Quantidade de N (g.dia™)

Item

NIPM 0,79 1,17 146 1,80 1 146 <0,01 0,04 0,24
NI 63,60 99,20 1256 153,6 2 89 <001 <0,01 0,34
NF 22,05 30,47 3092 36,44 3 1,86 0,01 <001 0,51
NU 8,14 2298 34,07 43,63 4 365 <001 <001 0,45
BN 33,40 45,75 60,61 73,52 5 430 <001 <0,01 0,94
NUNF 0,37 0,75 1,10 1,10 6 254 <001 <0,01 0,49
Quantidade de N (g.kg™ ingerido)
NF 346,7 307,1 246,1 2372 ns 1,93 0,09 0,12 0,21
NU 128,0 231,7 2712 2840 7 653 0,02 0,03 0,32
BN 519,6 4622 480,6 479,7 ns 121 0,48 0,40 0,31

ER- Equacdo de regressao; EPM — Erro padrdo médio; R2 - Coeficiente de determinagdo; P - Efeito geral
dos niveis de PB; L - Efeito linear; Q - Efeito quadratico; NIPM — Nitrogénio ingerido(g.kg-1PV®"); NI-
Nitrogénio ingerido, NF - Nitrogénio fecal, NU- Nitrogenio urinario, BN- Balanco de nitrogénio; NU:NF —
Relacdo entre nitrogénio urinario e nitrogénio fecal; 1 —Y = 0,42 + 0,17X R2=0,9420; 2 - Y = 37,70
+1,48X R?2=0,9114;3-Y =8,16 + 2,18X R?=0,4576;4-Y =31,57 +5,67X R?2=0,8617;5-Y =
6,76 + 1,42X R2=10,8209; 6 — Y = 0,62 + 0,15X R2=10,5690; 7 — Y = 2,55 + 254X R2=0,5972; ns-
ndo significativo
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Quando os valores sdo expressos em relacdo & ingestdo dos compostos
nitrogenados, a excrecdo de N via urina, sofreu aumento linear, ja a excrecdo fecal
sofreu decréscimo com aumento dos teores de PB na dieta, da mesma forma, as razdes
observadas entre 0 N excretado na urina e nas fezes apresentaram variacGes de 0,37 a
1,10:1. Segundo Van Soest (1994), aumentos na ingestdo de N estdo associados a maior
producdo de ureia no figado e a maior excre¢do de ureia via urina, enquanto o baixo teor
de ingestdo de N acarreta na reducdo da excrecdo de ureia através da urina para
manutencdo do pool de ureia plasmatico, que esta sob controle fisiolégico homeostatico.

Os efeitos observados na excrecdo de N refletiram em aumento no balanco de
nitrogénio, quando expressos em g.dia™. Porém, este efeito (P>0,05) néo foi observado
quando os valores foram expressos em relacdo a quantidade ingerida, sugerindo que
ocorreu maior conservacdo dos compostos nitrogenados quando se utiliza dietas com
menores concentragdes de PB, uma vez que dietas com niveis elevados de PB
ocasionam maior perda de compostos nitrogenados via urina.

O aumento do balanco de N, expresso em g.dia, foi de 1,42 unidades para cada
unidade percentual de aumento na ingestdo de PB. Estes resultados estdo de acordo com
Tatsapong et al. (2010), que trabalharam com bubalinos em crescimento, com peso
corporal médio de 209 kg, recebendo dietas com niveis crescentes de PB (50, 70, 90 e
110 g.kg™). Também Veras et al. (2007), que trabalharam com bovinos recebendo
dietas contendo 70; 100,130 e 150 g.kg™ de PB e Pereira et al. (2007), que trabalharam
com bubalinos e bovinos, recebendo dietas contendo 80; 110; 140 e 170 g.kg™ de PB,
observaram aumento linear nos dados de balango de compostos nitrogenados com o
acréscimo PB dietética, devido a maior ingestdo de N na dieta.

A exigéncia de proteina para mantenca € igual as perdas inevitaveis de proteina
por descamacdo, perdas na urina e nas fezes. Apesar da excre¢do do N elevar-se com o
aumento de N ingerido, apenas parte destas perdas sdo relacionada as perdas endogenas.

A Figura 3 apresenta a exigéncia liquida de proteina para mantenca que foram
obtidas como sendo o intercepto da regressdo entre o balango de nitrogénio e o
nitrogénio consumido. Multiplicando-se o valor de 0,4809 por 6,25, obteve-se o valor
de 3,0 g PB.PV? ™

Para converter as exigéncias liquidas de proteina em exigéncia de proteina
metabolizavel para mantenca de bubalinos em crescimento, nas condicdes brasileiras de
producdo, utilizou-se o fator 0,648, que foi obtido através da relacdo entre o nitrogénio

retido e nitrogénio absorvido (Figura 4). Esse valor estd de acordo com o recomendado
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pelo NRC (2000) que é de 0,64 a 0,80. Portanto, o teor de PM para mantenca foi igual a
4,63g PB.PV" ou 0,75g N.PV*"™ que, nas condicBes deste experimento, equivale a
aproximadamente 60 g.kg'de PB na dieta.

2,5 -
2 - y =0,6332x- 0,4809
15 - R2 =0,9052
Z —
[CRY 1 -
g 2
Sz 05- o
S o
8 ~ 0 T T T 1
0,5 Q 0,5 1 15 2
1 Ingestdo de N (g.PV-0.75)
Figura 3. Relagdo entre balango de N e ingestéo de N.
2,00 -
0 N retido = 0,6487x N absorvido
z 1507 R = 0,8854
(e2]
Z
) 1,00 -
©
S
c
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[3+]
m
0,00 . . . )
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

N Absorvido g.PV-0.75
Figura 4. Relacéo entre balango de N e N absorvido.

Estes valores sd@o semelhantes aos observados por Tatsapong (2010) para
bubalinos em crescimento, e muito préximos aos valores sugeridos por Paul & Lal
(2010), de aproximadamente 4,95 g PB.PV®™ para bubalinos em crescimento.
Entretanto, Kearl (1982) reuniu informagfes acerca das exigéncias nutricionais de
bufalos e obteve valores médios para exigéncia de PB de 5,22gPB.PV "', 12% maior
que os valores obtidos. Essa diferenca pode ser explicada pelo pequeno numero de

animais avaliados por Kearl (1982), e também pelo fato de as exigéncias de proteina
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para a manutencdo dos animais serem dependentes das condi¢fes climéticas, raca,
tamanho corporal, composicdo do tecido corporal, qualidade da alimentacéo e da taxa
de crescimento (Marai & Haeeb, 2009).

Concluséo

O aumento do nivel de proteina na dieta aumenta a ingestdo de matéria seca e
nutrientes sem alterar a digestibilidade; com excecdo da digestibilidade total da
proteina, das perdas de N amoniacal no rimen e da excrecdo de nitrogénio fecal e
urinario, que aumentam com o incremento proteico das dietas.

O balanco de nitrogénio foi semelhante para todos os niveis de PB quando
expressos em relagdo a ingestdo de N, sugerindo que os bufalos sdo eficientes na
utilizacdo do nitrogénio.

A exigéncia de PB para mantenca estimada para bufalas em crescimento foi de
4,63g de PB.kgPV"" que corresponde a 60 g.kg™de PB na dieta.
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