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RESUMO

RUFINO, Luana Marta de Almeida, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2015.Desempenho nutricional e caracteristicas metabdlicas em bovinos alimentados
com forragens tropicais em respostas a suplementacao infrequente com compostos
nitrogenados. Orientador: Edenio Detmann. Coorientadores: Méario Fonseca Paulino e
Sebastido de Campos Valadares Filho.

Foram realizados dois experimentos objetivando avaliar o desempenho nutricional e as
caracteristicas metabolicas em bovinos de corte alimentados com forragens tropicais. Os
experimentos diferiram apenas em relacdo a qualidade dos fenos de capim braquiaria
(Brachiaria decumbens) ofertados, sendo de baixa qualidade (47,2 g de proteina bruta/kg de
matéria seca) no primeiro experimento e de média qualidade (80,5 g de proteina bruta/kg de
matéria seca) no segundo experimento. Em ambos os experimentos foram utilizados cinco
novilhos mesticos, fistulados no rimen e abomaso, distribuidos em delineamento em
guadrado latino 5 x 5, com cinco tratamentos e cinco periodos experimentais. Foram
avaliados os seguintes tratamentos: controle, sem suplementacao (somente forragem basal);
30/D, suplementacao diaria com o fornecimento diario de 30% das exigéncias de proteina
degradavel no ramen (PDR); 30/I, suplementacéo infrequente (a cada trés dias) com o
fornecimento equivalente diario de 30% das exigéncias de PDR; 60/D, suplementacéao diaria
com o fornecimento diario de 60% das exigéncias de PDR; 60/I, suplementacéo infrequente
(a cada trés dias) com o fornecimento equivalente diario de 60% das exigéncias de PDR.
Como fonte de proteina brutdB) suplementar foi utilizada mistura composta por 85% de
caseina e 15% de ureia:sulfato de amdnio (9:1). Cada experimento foi constituido de cinco
periodos experimentais com 24 dias de duragdo. No primeiro experimento, o fornecimento
de suplemento nado alterou (P>0,05) o consumo voluntario em relacdo ao tratamento
controle, com excec¢do dos consumos de PB e matéria orgéanica digerida (MOD), os quais
foram ampliados (P<0,05) com o fornecimento de suplementos. Para todas as medidas de
consumo foi observado efeito de interacédo entre quantidade de suplemento e frequéncia de
suplementacao (P<0,05). Considerando-se o desdobramento deste efeito, observou-se que o
fornecimento infrequente de 60% das exigéncias de PDR deprimiu o consumo voluntario
(P<0,05). O fornecimento de suplementos ampliou (P<0,05) os coeficientes de
digestibilidade total da MO e PB e a concentracdo dietética@B. NPor outro lado, o
aumento na quantidade de suplementos ampliou (P<0,05) os coeficientes de digestibilidade
total da MO, PB e FDN e a concentracdo de MOD na dieta. O balango aparente de compostos
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nitrogenados (BN) foi incrementado (P<0,05) pelo fornecimento de suplementos em relagéo
ao controle, mas nao foi afetado (P>0,05) pela quantidade de suplemento, frequéncia de
suplementacao ou sua interacédo. Por outro lado, a eficiéncia de uso do nitrogénio (EFUN),
além de ter sido ampliada pelo fornecimento de suplementos (P<0,05), foi maior (P<0,05)
nos animais recebendo 60% das exigéncias de PDR em comparagao aos animais recebendo
30% das exigéncias de PDR, néo sendo afetado (P>0,05) pela frequéncia de suplementacéo.
O balanco de compostos nitrogenados no rumen (BNRU) foi incrementado (P<0,05) pelo
fornecimento de suplementos e foi superior (P<0,05) com o fornecimento de 60% em relagao
a 30% das exigéncias de PDR. A concentracdo de NAR foi incrementada nos tratamentos
com suplementacdo nitrogenada em relagdo ao tratamento controle (P<0,05).
Adicionalmente, observou-se efeito da quantidade de suplemento, evidenciando maiores
concentracfes de NAR (P<0,05) nos tratamentos com 60% das exigéncias de PDR em
relacdo aos tratamentos 30% PDR (P<0,05). Além disto, para NAR houve interacdo entre
dias de amostragem e tratamentos (P<0,05), sendo que o desmembramento deste efeito
mostrou que apenas nos tratamentos cuja suplementacao foi infrequente houve diferenca
entre dias (P<0,05), observando-se maiores valores de NAR no primeiro dia de amostragem,
com queda gradativa na concentracdo para os demais dias. A concentracdo de fator de
crescimento semelhante & insulina (IGF1) no plasma foi maior nos animais suplementados
em relacdo aos do tratamento controle (P<0,05). Adicionalmente, houve efeito da quantidade
de suplemento (P<0,05), cujos tratamentos com suplementacdo com o suprimento de 60%
das exigéncias PDR apresentaram maiores concentracdes plasmaticas de IGFl. A
concentracdo de nitrogénio uréico no stv0$) e a excrecao fracional de nitrogénio ureico
(EFNU) foram ampliadas pela suplementacdo (P<0,05) e incrementadas (P<0,05) com o
aumento na quantidade de suplemento fornecido, mas nédo foram afetadas (P>0,05) pela
frequéncia de suplementacdo. A concentracdo de NUS somente variou entre dias de
amostragem para os tratamentos com suplementacgéo infrequente (P<0,05), nestes casos, as
concentracdes se elevaram (P<0,05) do primeiro para o segundo, decrescendo (P<0,05) do
segundo para o terceiro dia. No segundo experimento, o consumo de PB foi ampliado
(P<0,05) com o fornecimento de suplementos e foi maior (P<0,05) quando os suplementos
contemplavam 60% das exigéncias de PDR. Houve efeito da frequéncia de fornecimento de
suplementos para os consumos medidos em unidades de tamanho corporal, os quais foram
menores (P<0,05) nos tratamentos com fornecimento infrequente em relagéo aos tratamentos
cuja suplementacéo foi realizada diariamente. O fornecimento de suplemento ampliou

(P<0,05) os coeficientes de digestibilidade ruminal, intestinal e total da PB. O BNRU foi
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incrementado (P<0,05) pelo fornecimento de suplementos e foi superior (P<0,05) com o
fornecimento de 60% em relagcdo a 30% das exigéncias de PDR. A concentragéo de NAR
foi incrementada nos tratamentos com suplementacao nitrogenada em relacdo ao tratamento
controle (P<0,05), e observou-se também efeito da quantidade de suplemento, evidenciando
maiores valores (P<0,05) nos tratamentos com o suprimento de 60% das exigéncias de PDR
em relagéo ao suprimento de 30% das exigéncias de PDR (P<0,05); e efeito de frequéncia
de suplementacdo, sendo maiores valores de NAR observados nos tratamentos cujos
suplementos foram oferecidos de forma infrequente (P<0,05). Ainda em relagdo a
concentracdo de NAR, houve efeito de interacdo entre dias de amostragem atvafame
desmembramento deste efeito mostrou que apenas nos tratamentos cuja suplementacéo foi
infrequente houve diferenca entre dias (P<0,05), observando-se maiores valores (P<0,05) de
NAR no primeiro dia de amostragem, com queda gradativa na concentracdo para os demais
dias. Nao houve efeito de suplementacao ou da frequéncia de fornecimento dos suplementos
sobre a concentracdo sanguinea de glicose (P>0,05); entretanto, houve aumento (P<0,05) na
glicose sanguinea quando se elevou a quantidade de suplemento de 30% para 60% das
exigéncias de PDR. A concentracdo de NUS foi ampliada pela suplementacédo (P<0,05) e
incrementada (P<0,05) com o aumento na quantidade de suplemento fornecido, mas nao
foram afetadas (P>0,05) pela frequéncia de suplementacdo. Além disso, houve interacao
(P<0,05) entre tratamentos e dia de amostragem, cujo estudo do efeito evidenciou mostrou
gue a concentracdo de NUS somente variou entre dias de amostragem para os tratamentos
com suplementacao infrequente (P<0,05). Neste caso, para o suprimento infrequente de 30%
das exigéncias de PDR, as concentra¢fes de NUS mantiveram-se estaveis (P>0,05) nos dois
primeiros dias de avaliacdo, decaindo (P<0,05) ao terceiro dia. Com 0 suprimento
infrequente de 60% das exigéncias de PDR as concentracfes de NUS se elevaram (P<0,05)
no segundo dia de avaliacao, reduzindo-se (P<0,05) ao terceiro dia. Desta formaseonclui-
gue a reducao na frequéncia de suplementacéo nitrogenada em bovinos alimentados com
forragens tropicais de baixa e média qualidade ndo compromete a retencao corporal de
compostos nitrogenados. Contudo, o fornecimento infrequente de suplementos nitrogenados

resulta em efeitos negativos sobre o consumo voluntario de forragem.

ABSTRACT



RUFINO, Luana Marta de Almeida, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2015.
Nutritional performance and metabolic characteristics in cattle fed tropical forages in
response to infrequent supplementation with nitrogenous compoundAdviser: Edenio
Detmann. Co-advisers: Méario Fonseca Paulino and Sebastido de Campos Valadares Filho.

Two experiments were carried out to evaluate the nutritional performance and metabolic
characteristics in beef cattle fed tropical forages. The experiments differed only with regards
to the quality of signal grass hay (Brachiaria decumbens) offered to the animals, being low-
quality (47.2 g crude protein/kg of dry matter) in the first experiment and medium-quality
(80.5 g crude protein/kg of dry matter) in the second experiment. In both experiments five
crossbred steers, fitted with rumen and abomasum canullaes were used accordingto a5 x 5
Latin square design, with five treatments and five experimental periods. The following
treatments were evaluated in both experiments: control, without supplementation (only basal
forage); 30/D, daily supplementation with daily supply of 30% of rumen degradable protein
(RDP) requirements; 30/1, infrequent supplementation (every third day) with the equivalent
daily supply of 30% RDP requirements; 60/D, supplemented daily with the daily supply of
60% RDP requirements; 60/I, infrequent supplementation (every third day) with the
equivalent daily supply of 60% of the RDP requirements. The supplahtente protein

(CP) wasa mixture of casein (85%and urea:ammonium sulfate (9:1, 15%). Each
experiment consisted of five experimental periods lasting 24 days. In the first experiment,
the supplementation did not change (P>0.05) voluntary intake compared to the control,
except for intakes of CP and digested organic matter (DOM), which were inc(Ea8¢ih

by supplementation. For all intake measurements an interaction between amount of
supplement and supplementation frequency was obs@Pv@d5). Considering the study

of this effectjt was observed that infrequent supplementation where 60% RDP requirements
were provided decreased voluntary intake (P<0.05). Overall, supplementation increased
(P<0.05) the total digestibility of OM, CP and the dietary concentration of MOD. On the
other hand, the increase in supplement amount caused an in@?e@<#5) in the total
digestibility of OM, NDF and the DOM concentration in the diet. The apparent nitrogen
balance (NB) was increased (P<0.0%)the supplementation compared to control, ibut

was not affected (P>0.05) by the amount of supplement, supplementation frequency or their
interaction. Moreover, the efficiency of nitrogen utilizati@&NU) was improved (P<0.05)

by and supplementation and was also greater (P<0.05) in animals receiving 60% RDP
requirements compared to animals receiving 30% RDP requirements. The frequency of

supplementation did not affect (P>0.05) the ENU. The nitrogen balance in the rumen (NBR)



was increased (P<0.05) with the supplementation and was also higher (P<0.05) when 60%
RDP were supplied compared to 30% RDP requirements. The RAN concentration was
increased in the treatments with nitrogen supplementation compared to the control (P<0.05).
Additionally, it was observed effect of the amount of supplement on RAN, where higher
concentrations (P<0.05) were verified when 60% RDP requirements were provided
Moreover, and interaction between treatments and sampling days (P<0.05) was observed on
RAN concentrations. In this case, the RAN concentrations decreased from first to yhird da
of sampling only for the treatments where supplementation was infrequent. The
concentration of insulin-like growth factor-l (IGF-I) in the plasma was higher in
supplemented animals compared to the control (P<0.05). Additionally, there was an effect
of the amount of supplementation (P<0.05), with higher IGF-I concentration occurring at
60% RDP requirements. The concentration of serum urea nitrogen (SUN) and the fractional
excretion of urea nitrogen (FEUN) were increased by supplementation (P<0.05) and also
increasedP<0.05) with the increase in the amount supplement, but there was not effect
(P>0.05) of supplementation frequency. The concentration of SUN only varied between
sampling days for treatments with infrequent supplementation (P<0.05), where
concentrations increased (P<0)Ofom the first to the second sampling day and then
decreased (P<0, 05) from the second to the third sampling day. In the second experiment,
CP intake was increas€B<0.05) with the supplementation and was also gréBte.05)

when the supplements amount increased. An effect of supplementation frequency was
detected on voluntary measured in relation to the body size. The intake was lower (P<0.05)
for the treatments where the supplementation was infrequent compared to daily
supplementation. Overall, the supplementation increased (P<0.05) the ruminal, intestinal
and total digestibility of CP. The NBR was increased (P<0.05) by supplementation and was
also greater (P <0.05) for 60% compared to 30% RDP requirements. The RAN concentration
was increased in the treatments with nitrogen supplementation compared to the control
(P<0.05). Supplying 60% RDP requirements also increased (P<0.05) RAN concentration
compared to 30% RDP requirements. Moreover, RAN concentrations were higher (P<0.05)
for infrequent supplementation compared to daily supplementation. Also in relation to the
RAN concentration, there was an interaction effect between sampling days and treatments,
where only the treatments whose supplementation was infrequent presented difference
between sampling days (P <0.05), with hgfHeAN values (P<0.05) verified in the first
sampling day, with a gradual decrease in the concentration for the other days. There was

effect neither of supplementation nor supplementation frequency on blood glucose
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concentration (P>0.05); however, there was an increase (P<0.05) in blood glucose when the
amount supplements increased. The concentration of SUN was increased with
supplementation (P<0.05) and was also gré&ed.05) with the increase in the amount of
supplement, but it was not affected (P>0.05) by supplementation frequency. In addition,
there was an interaction (P<0.05) between treatments and sampling day on SUN. The study
of this effect showed that the SUN concentration varied between sampling days only for the
treatments with infrequent supplementation (P<0.05). In this case, for the infrequent suppl
30% of RDP requirements, the SUN concentrations remained stable (P>0.05) from the first
to the second sampling day, decreag0.05) in the third day. For the infrequent supply

of 60% RDP requirements SUN concentrations were greater (P<0.05) on the second
sampling day, being low&P<0.05) in the first and third sampling day. The decrease in the
frequency of nitrogen supplementation in cattle fed low- and medium-quality tropical
forages does not compromise the body accretion of nitrogenous compounds. However, the
infrequent supply of nitrogen supplements results in negative effects on voluntary forage

intake.
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INTRODUCAO GERAL

As forragens tropicais apresentam elevado contetudo de fibra em detergente neutro
(FDN), a qual responde, com grande frequéreciagis de 600g/kg de matéria seca (MS) da
dieta (Paulino et al., 2006), correspondendo a fonte energética de menor custo para produgao
bovina nos trépicos (Detmann et al., 208

A forma ou intensidade com que a FDN é utilizada no trato digestério do ruminante é
influenciada diretamente pelos demais componentes dietéticos. Desta forma, a maior parte da
variabilidade sobre a capacidade do alimento de fornecer energia para mantenca ou producao
animal reside sobre como a FDN interage com os sistemas enzimaticos microbianos,
responsaveis por sua degradacao e utilizacdo (Detmann et al., 2008; 2009

Assim, sua elevada representatividade como fonte energética nos trépicos, associada a
variabilidade natural e as interferéncias ou interacdes oriundas de outros componentes
dietéticos, direciona os nutricionistas a entender como explorar a FDN no sistema digestivo dos
ruminantes, otimizando os sistemas de produc¢éo animal nos tropicos (Detmann et al., 2008); o
que torna preponderante o estudo de estratégias que otimizem a utilizacao da fibra para bovinos
em pastejo.

Uma vez que as gramineas tropicais sao fontes de energia de menor custo para bovinos,
deve-se enfatizar maneiras para aumentar a producao e utilizacao de energia na pastagem que
pode ser convertida em produto animal (Paulino et al., 2008a).

As regides de clima tropical s&o caracterizadas pela distribuicdo desuniforme das
chuvas, resultando em acentuada defasagem na oferta de forragem nas pastagens durante os
periodos de precipitacdo escassa (periodo seco); em contrapartida, o periodo das aguas é

caracterizado pela abundéancia na oferta de forragem. Desta forma, os fatores climaticos sédo



responsaveis pela extensa variabilidade da composi¢céao quimica das gramineas tropicais durante
o ano, tendo como consequéncia alteracbes no desempenho dos animais manejados em
pastagens (Costa, 2009).

Durante o periodo seco do ano, as forragens tropicais sob pastejo séo caracterizadas pela
gueda na qualidade nutricional, a qual é ressaltada pelo aumento na lignificacdo e queda na
digestibilidade da fibra insoltuvel (Leng, 1990; Paulino et al., 2008b) e pelo baixo teor de
proteina bruta (PB), o qual se situa em patamares inferiores aos considerados limitrofes para
gue 0s microrganismos ruminais apresentem plena capacidade de degradacao dos carboidratos
fibrosos (<70-80 g/kg de PB, com base na MS; Lazzarini et al., 2009a; Sampaio et al., 2009).

A caréncia de compostos nitrogenados, em tais situacfes, implica ndo somente em
deficiéncia proteica para o animal, mas em deficiéncia de precursores nitrogenados para sintese
dos sistemas enzimaticos microbianos responsaveis pela extracdo de energia oriunda da fibra
da forragem de baixa qualidade (Detmann et al., 2009). Desta forma, multiplas caréncias
nutricionais sédo observadas (Paulino et al., 2006), implicando no fato de a suplementagcdo com
compostos nitrogenados ser a principal ferramenta de manejo para garantir o desempenho de
bovinos mantidos nestas condicdes.

A suplementacdo com compostos nitrogenados amplia a taxa de degradacdo dos
compostos fibrosos insollveis, implicando reducdo no efeito de replecdo ruminal destes
(Lazzarini et al., 2009a; Sampaio et al., 2009), garantindo, consequentemente, ampliacdo no
consumo voluntério total e no consumo de energia extraida da forragem (Lazzarini et al., 2009b;
Figueiras et al., 2010; Sampaio et al., 2010; Souza et al., 2010).

Relacdes funcionais entre suplementos proteicos e utilizacdo de forragens tropicais de
baixa qualidade tém sido recentemente estabelecidas em condicfes brasileiras. A maximizacao
do consumo de forragem é estabelecida com massa de PB suplementar que permita elevar o

nivel de PB da dieta a valores proximos a 90-100g/kg de MS (Lazzarini et al., 2009b; Figueiras



et al., 2010; Sampaio et al., 2010). Por outro lado, Detmann et al. (2009) estabeleceram que 8
mg de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR) por dL de fluido ruminal sdo necessarios para que
haja maximizacdo da extracdo de energia a partir da FDN de forragens tropicaisade ba
qualidade. Estes mesmos autores relevaram, contudo, que 15 mg NAR/dL de fluido ruminal
seriam necessarios para maximizacdo do consumo de FDN, destacando que, neste ponto,
haveria melhor adequacéo da relacéo proteina: energia no metabolismo animal.

Contudo, apesar destes esforcos, maiores refinamentos sdo ainda necessarios no
entendimento da interacdo entre suplementacdo proteica e utilizacdo de forragens de baixa
qgualidade. Na grande maioria dos estudos, evidencia-se que o aumento no suprimento de
proteina degradavel no rimen (PDR) constitui o elemento de maior importancia na definicdo
de suplementos para bovinos alimentados com forragem de baixa qualidade (DelCurto et al.,
1990; Souza et al., 2010). Em estudos conduzidos em condi¢des tropicais, concentracées de
NAR inferiores a 5 mg/dL estdo associados a mobilizacdo significativa de proteina corporal
para manutencéo do crescimento microbiano ruminal (Sampaio et al., 2010).

No entanto, o nitrogénio ruminal funcionalmente disponivel (nitrogénio disponivel para
0 crescimento microbiano) se origina ndo somente da PDR, mas também do nitrogénio
disponibilizado no ramen através da reciclagem de ureia, que é formada a partir do nitrogénio
absorvido ou do nitrogénio mobilizado de fontes enddgenas. O nitrogénio reciclado tem
potencial para contribuir significativamente para o suprimento de nitrogénio ruminal
(Wickersham et al., 2004), fator que tem definido o estudo de estratégias de suplementacao
infrequente para bovinos manejados em pastos tropicais (Zervoudakis, 2003; Moraes et al.,
2010).

A suplementacéao infrequente tem como principal objetivo a otimizacdo do uso de mao
de obra e consequente reducdo dos custos associados a distribuicdo dos suplementos e ao

manejo dos animais. Esta consiste essencialmente no fornecimento da mesma massa de



suplementos ofertados aos animais suplementados diariamente; contudo, a massa seria ofertada
de forma acumulada em dias alternados, sendo esta alternancia variavel em funcao da estratégia
de manejo definida para o sistema de producao.

A oferta infrequente de suplementos apresentaria vantagem em relacdo a suplementacao
com auto regulacdo de consumo, pois a composicao dos suplementos poderia ser mais flexivel,
sem a necessidade de utilizacdo de altos niveis de reguladores de consumo, como cloreto de
sodio e ureia, nem sempre necessarios ou compativeis com as metas de suplementacao.

Em termos de forragem de baixa qualidade, o principal mecanismo metabdlico utilizado
como argumento para a suplementacédo infrequente é a reciclagem de nitrogénio (Krehbiel et
al., 1998; Bonhert et al., 2002; Atkinson et al., 2010a). Neste contexto, o nitrogénio ingerido
nos dias de suplementacéao seria responsavel pela elevacao do status de nitrogénio do organismo
animal. Assim, com a maior massa de nitrogénio circulante, haveria disponibilidade deste para
o suprimento de demandas como a manutencdo de nitrogénio ruminal via reciclagem durante
os dias em que o suplemento néo fosse ofertado.

Embora evidéncias experimentais possam conduzir a inferéncia de que a eficiéncia de
uso do nitrogénio reciclado para manutencao ruminal seja inferior ao fornecimento direto
(Bandyk et al., 2001; Wickersham et al., 2004; Rufino, 2011), a suplementacéo infrequente tem
sido constantemente avaliada no Brasil (Tabela 1) e no exterior (Tabela 2).

Em geral, os estudos com suplementacdo infrequente conduzidos no Brasil sao
centrados sobre caracteristicas produtivas e econémicas, com algumas avaliacdes de variaveis
nutricionais como consumo voluntario. Contudo, observa-se auséncia de informagdes quanto a
eficiéncia metabdlica de uso dos compostos nitrogenados.

Considerando-se a literatura consultada, percebe-se que a suplementacao nitrogenada
para animais alimentados com forragem de baixa qualidade incrementa o consumo voluntario

e 0 desempenho animal, ao passo que a reducéo na frequéncia de oferecimento dos suplementos



tem propiciado resultados similares aqueles obtidos com o oferecimento diario (Tabela 1).
Excecédo é feita a dois trabalhos conduzidos por De Paula et al. (2010; 2011), nos quais a
reducdo da frequéncia de suplementacédo incrementou 0 ganho e o consumo voluntario de
forragem em relacéo ao fornecimento diario (Tabela 1).

Embora os efeitos da suplementacdo com compostos nitrogenados sejam classicamente
direcionados a melhor adequacdo do ambiente ruminal para atividade dos microrganismos
fibroliticos, ampliando-se o consumo e a digestibilidade dos componentes fibrosos da forragem
(Detmann et al., 2009), resultados recentes obtidos em condi¢des tropicais tém permitido
evidenciar que eventos metabdlicos podem ser relevantes no tocante a eficiéncia de uso do
nitrogénio ingerido, o que consequentemente implicaria em maior retencdo corporal de
nitrogénio sem necessariamente serem alterados o consumo voluntario e a producédo de
compostos microbianos no ramen (Detmann et al.,, 2010; Lazzarini, 2011; Rufing, 2011
Detmann et al., 2013a

De todos os efeitos causados pela suplementacdo ruminal, talvez o mais proeminente
seja a ampliacdo da concentracdo de NAR (Detmann et al., 2010; Rufino, 2011). Em animais
nao suplementados existe a tendéncia de o ramen atuar sob balanco negativo de compostos
nitrogenados, o que indica ganho liquido de nitrogénio via reciclagem (Detmann et al., 2010).
Assim, o suprimento de compostos nitrogenados via suplementacdo poderia suprir nitrogénio

ao rumen, reduzindo a demanda por nitrogénio reciclado (Rufino, 2011; Detmann et &)., 2014a



Tabela - Resumo de resultados obtidos em estudos com suplementacéo infrequente no Brasil

Suplemento Variacdo no Ganho Médic  Variacdo do Consumo
Diario® Voluntario de Forragem
Estudo PB na Proteina Massa Frequéncias Svs.C lvs. D Svs.C lvs. F
Forragem (%) Bruta (%) diaria Estudadas
De Paula et al. 4,01 32 1 kg D, 3X n.a. T n.a. N
(2010)
Rosa et al. (2010) 19,4 17 10g/kgPC C,D,5X — - n.a. n.a.
Canesin et al. (2009 3,5 24 1 kg D, 3X n.a. - n.a. n.a.
Canesin (2009) 3,0-4,8 21-28 10 g/kg PC D, 5X, DA n.a. - n.a. —
De Paula et al. 4,54 32 1 kg C, D, 3X n.a. n.a. J T
(2011)
Morais et al. (2009)  5,89-7,55 n.d? 5g/kgPC D, 5X, 3X n.a. n.a. n.a. N
Moraes et al. (2010’ 5,66 30 1 kg D, 6X, 5X, n.a. n.a. n.a. -
3X
Goes et al. (2005) 5,07 24 0,4 kg C, D, 3X, 2X 0 - n.a. n.a.
Biberg (2008) 3,60 23,7 3,5g9/kg PC C, D, 5X, 3X n.a. n.a. T -
Simioni et al. (2009) 4,6 25 3-6 g/lkg PC D, DA 0 N T >
Silveira (2007) 2,18-3,15 25,9 3,5g/kgPC C,D,3X, 1X 0 N n.a. n.a.
Zervoudakis (2003) 6,21 27,44 0,5 kg C, D, 3X, 2X — - n.a. n.a.
Zervoudakis (2003) 5,75 31,18 0,5 kg C, D, 3X, 2X — - n.a. n.a.

1 Massa equivalente diaria de suplemento em kg ou em g por kg deopesal.

2 C = controle, sem suplementacéo; D = suplementacéo diaria; DA = sopeém®em dias alternados; 6X, 5X, 4X, 3X, 2X, 1X = fornecimento de seplesnrem termos de
vezes em uma semana.

3S vs. C = efeitos da suplementacdo em relacdo ao controle (sem suplemientacdn= efeito da suplementacéo infrequente em comparacéo ao f@neciiario; n.a
n&o avaliado no estudd;= efeito positivoy = efeito negativo:» = sem alteracao.

4 ndo detectado nos relatos do estudo.



O suprimento de NAR € provido pela degradacéo da proteina dietética e pelos eventos de
reciclagem de nitrogénio na forma de ureia via saliva e epitélio ruminal (Van Soest, 1994).
Considerando-se a baixa concentracdo de NAR em animais alimentados com forragem de baixa
qualidade, a reciclagem de nitrogénio nesta situacdo assumiria papel de mecanismo para
manutencao do crescimento dos microrganismos ruminais. Em outras palavras, quando a massa
de nitrogénio dietético disponivel no rimen € baixa, se espera participacdo significativa da
reciclagem como ferramenta para a sustentacdo do crescimento microbiano ruminal (Rufino,
2011; Detmann et al., 2014b

O nitrogénio direcionado para manutencdo do pool ruminal de nitrogénio amoniacal é
retirado da corrente sanguinea a partir da ureia circulante. Esta transferéncia € de certa forma
facilitada, uma vez que a ureia transferida para o rimen é rapidamente degradada a amonia
pelos microrganismos ureoliticos presentes no epitélio ruminal (NRC, 1985). Isto faz com que
a concentracdo de ureia no riumen seja extremamente baixa em relacdo a concentracao
sanguinea, garantindo gradiente favoravel para sua transferéncia (Van Soest, 1994). No entanto,
a intensidade de transferéncia de ureia ndo deve ser vista simplesmente como efeito do ambiente
de crescimento microbiano, mas como processo de interacdo entre 0 microrganismo € o
hospedeiro com regulacao especifica (Waterlow, 2006).

Entre os varios mecanismos envolvidos na regulacdo da transferéncia de ureia para o
rimen, a concentracdo de NAR possui papel de destaque por atuar como regulador da atividade
ureolitica microbiana e apresentar possivel papel da sintese de facilitadores de transporte de
ureia no epitélio ruminal (NRC, 1985; Huntington & Arquibeque, 2000; Marini & Van
Amburgh, 2003; Marini et al., 2004). Assim, a intensificacdo ou reducdo do processo de
transferéncia de ureia para o rimen € indireta e negativamente controlada pelaaggdocdatr

NAR (Detmann et al., 2010).



Tabela 2 - Resumo de resultados obtidos em estudos com suplementacédo infrequente no exterior

Suplemento Variacdo no Consumo Variacdo do Balanco de
Voluntario de Forragemn  Compostos Nitrogenadds
Estudo PB na Proteina Massa Frequéncias Svs.C lvs. D Svs.C lvs. F
Forragem (%) Bruta (%) diaria Estudadas
Krehbiel et al. 7,5 49 0,162 kg C, D, DAg T N n.a. n.a.
(1998)
Wickersham et al. 4,7 95,5 61-183 mg D, DAs n.a. - n.a. -
(2008) N/kg PC
Atkinson et al. 4,2 54,3-73,9 7,85gN D, DAz n.a. - n.a. n.a.
(2010a)
Atkinson et al. 4,2 54,3-73,9 785gN D, DAz n.a. Jou— n.a. -
(2010b)
Bonhert et al. (2002 5,2 52,8-59,8 1,9gPB/kg C, D, DAs, - J ) -
PC DAe
Currier et al. (2004) 4,3 28,6-28,7 1gPB/kg C,D, DA N J ) —
PC
Farmer et al. (2004a 5,3 42 3,6 g/kg PC D, 2X n.a. J n.a. J
Farmer et al. (2004b 5,6 30 4,1 g/lkg PC D, DAz n.a. - n.a. n.a.
Farmer et al. (2001) 4.8 43 3,6 g/kg PC D, 2X, 3X, n.a. J n.a. n.a.
5X
Loy et al. (2008) 8,7 20,0-35,4 2,1-8,1 g/kg D, 3X n.a. 3 n.a. n.a.
PC
Loy et al. (2007) 8,2 31 4g/kgPC C,D, DA l { n.a. n.a.

! Massa equivalente diaria de suplemento em kg ou em g por kg deopgs@l. N = em nitrogénio. PB em proteina bruta. Sem indicagdo = matéria seca.

2 C = controle, sem suplementacdo; D = suplementacéo diaria;[D¥, DAs = suplementacdo em dias alternados a cada 2, 3 ou;®Hdia3X, 2X = fornecimento de
suplementos em termos de vezes em uma semana.

3 S vs. C = efeitos da suplementagdo em relagdo ao controle (sem stgtéojemvs. D = efeito da suplementacéo infrequente em comparacdo aorfentediario; n.a. =
n&o avaliado no estudd;= efeito positivoy = efeito negativo:» = sem alteracao.



A sintese hepatica de ureia envolve a assimilacdo de dois atomos de nitrogénio: um
a partir da amonia mitocondrial e outro a partir do aspartato citoplasmatico. Contudo, sob
condicOes de alta demanda para sintese de ureia, 0 suprimento mitocondrial de amonia pode
nao ser suficiente para suprir os dois atomos de nitrogénio, resultando na ampliacdo do uso
de aminoacidos para sintese de ureia (Parker et al., 1995). Assim, a alta deenanda d
nitrogénio pelo raimen sob baixa concentracdo de NAR poderia implicar maior utilizacdo de
aminoacidos para sintese de ureia.

Os aminoacidos utilizados para sintese de uréia séo retirados do pool sanguineo de
aminodcidos livres (Waterlow, 2006). Por sua vez, o pool de aminoacidos circulantes é
mantido homeostaticamente (Van Soest, 1994).

Assim, com a maior captura hepatica de aminoacidos, a manutencdo homeostatica
do pool de aminoacidos seria realizada por intermédio de dois diferentes mecanismos. Em
primeiro lugar, os aminoacidos absorvidos no intestino delgado (proteina metabolizavel),
deixariam de ser utilizados para sintese de tecidos (Detmann et al., 2010), reduzindo a
eficiéncia da conversao da proteina metabolizavel em proteina liquida (Lazzarini, 2011;
Rufino, 2011).

Em segundo lugar, aminoacidos poderiam ser retirados dos tecidos, reduzindo a
retencdo de nitrogénio corporeo (Detmann et al., 2010). Este argumento foi validado em
condicOes tropicais por Rufino (2011), que verificou que na auséncia de suplementagéo
nitrogenada bovinos mobilizam maior quantidade de nitrogénio a partir de proteinas
musculares.

Adicionalmente, animais alimentados com forragens de baixa qualidade deficientes
em PB tendem a reduzir a excre¢cdo urinaria de nitrogénio e ampliam o percentual do
nitrogénio retido no organismo e reciclado ao ambiente ruminal (Hennessy & Nolan, 1988;

Rufino, 2011). Isto indica que menor percentual da ureia circulante seria eliminada na urina,



mostrando que maior proporcao seria redirecionada para a reutilizacdo em locais de possivel
demanda no organismo, como a manutencao ruminal.

Com a suplementacdo ruminal ocorreria aumento na disponibilidade de NAR,
tornando positivo o balango de nitrogénio no rimen e reduzindo a demanda de nitrogénio no
rimen a partir da reciclagem de ureia (Detmann et al., 2010; Rufino, 2011). Tais eventos
parecem ampliar a eficiéncia de uso do nitrogénio absorvido (Lazzarini, 2011), uma vez que
a proteina metabolizavel deixaria de ser utilizada para eventos de reciclagem e seria
efetivamente utilizada para sintese de tecidos corporais (Detmann et al., 2010).
Adicionalmente, a maior disponibilidade de nitrogénio causada pela suplementacéo levaria
a menor mobilizacdo de proteina muscular (Rufino, 2011). A soma destes eventos culminaria
na ampliacdo do balanco corporal de nitrogénio (Lazzarini, 2011; Rufino, 2011; Detmann et
al., 2014b.

Devido aos efeitos metabdlicos causados pela suplementacdo com compostos
nitrogenados sobre a retencdo de nitrogénio no organismo animal e considerando-se que o
principal argumento biolégico para a utilizacdo de suplementacéo infrequente reside sobre
um evento metabdlico (reciclagem), a interpretacdo biolégica e produtiva dos possiveis
beneficios da suplementacao infrequente deveria ser calcada em mensuracdes da eficiénc
de uso do nitrogénio suplementar.

A avaliacdo da eficiéncia de uso do nitrogénio com a suplementacao infrequente é
muitas vezes obtida de trabalhos conduzidos em condi¢cdes néo tropicais, observando-se
respostas variaveis, como a perda ou manutencao da eficiéncia em relacao a suplementacao
diaria (Tabela 2). Embora alguns autores argumentem que a reducao da frequéncia possa
manter a eficiéncia de uso do nitrogénio ingerido (Atkinson et al., 2010a), evidéncias tém
sido apresentadas de que a reducdo na frequéncia pode reduzir a eficiéncia de uso do

nitrogénio ingerido e também a eficiéncia de uso do nitrogénio absorvido, uma vez que parte
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da massa circulante de nitrogénio seria perdida devido ao incremento nas perdas urinarias
(Farmer et al., 2004a; 2004b). Contudo, avaliagbes envolvendo a eficiéncia de uso de
nitrogénio com a suplementacao infrequente nao foram encontradas no Brasil.

Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacdo infrequente com compostos
nitrogenados sobre o desempenho nutricional e as caracteristicas metabdlicas em bovinos

alimentados com forragens tropicais
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CAPITULO 1

Desempenho nutricional e caracteristicas metabdlicas em bovinos alimentados com
forragem tropical de baixa qualidade em respostas a suplementacéo infrequente com

compostos nitrogenados

Introducao

As pastagens constituem a principal fonte de nutrientes para a bovinocultura de corte
no Brasil, sendo que a sua utilizagdo como recurso forrageiro basal destaca-se dos demais
meios de alimentacgéo pelo baixo custo de producéo.

Animais em pastejo estdo sujeitos a alteracdes tanto na quantidade, como na
qualidade das forragens consumidas. Em alguns periodos dpmadogio e 0 consumo de
forragem séo suficientes para acumular reservas corporais, enquanto, em outros, 0 Consumo
é suficiente apenas para a mantenca ou ainda pode haver catabolismo das reservas corporais
(Canesin et al., 2006).

Durante o periodo seco do ano obseswdefasagem quantitativa e qualitativa na
oferta de forragem, caracterizada principalmente pelo aumento da lignificacdo, queda na
disgestibilidade da fibra (Leng, 1990; Paulino et al., 2008), além do baixo teor de proteina
bruta (PB), apresentando valores inferiores aos considerados limitrofes para a degradacao
dos carboidratos fibrosos pelos microrganismo ruminais (<70 g PB/kg de matéria seca;
Lazzarini et al., 2009).

A suplementacdo de bovinos em pastejo permite inserir fontes de nutrientes
adicionais, refletindo em mudancgas no consumo de forragem, na disponibilidade de energia

dietética e, consequentemente, no desempenho animal (Paulino et al., 2010).
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Segundo Paulino et al. (2012), os sistemas de producdo de bovinos de corte tém
evoluido para a intensificacdo, nos quais 0s animais tém sido selecionados para produzir
cada vez mais em menor periodo de tempo, demandando nutrientes de forma intensa para
suprir o0 seu alto potencial de crescimento e desenvolvimento.

Neste contexo, nos sistemas de producéao eficientes a suplementacao deve ser adotada
como pratica tecnoldgica, objetivando producdo compativel com o mérito genético dos
animais. Como geralmente o suplemento é considerado insumo de alto custo, ha necessidade
de fornecé-lo de forma racional, a fim de que a eficiéncia econdmica ndo fique
comprometida (Paulino et al., 2004).

Na grande maioria dos estudos, evidencia-se que o aumento no suprimento de
proteina degradavel no ramen constitui o elemento de maior importancia na definicdo de
suplementos para bovinos alimentados com forragem de baixa qualidade (DelCurto et al.,
1990; Souza et al., 2010). Além disso, a complexidade dos efeitos do nitrogénio sobre a
producdo de animais em pastejo nos trépicos aumenta quando cossideea-sua
disponibilidade metabdlica afeta 0 uso da energia metabolizavel e que a retencdo de
nitrogénio no organismo animal é reflexo da eficiéncia de uso de todos os substratos
envolvidos na sintese corporal e de produtos (Detmann et al.))2014a

O nitrogénio ruminal funcionalmente disponivel (nitrogénio disponivel para o
crescimento microbiano) se origina ndo somente da proteina degradavel no rimen, mas
também do nitrogénio disponibilizado no ramen através da reciclagem de ureia, que €&
formada a partir do nitrogénio absorvido ou do nitrogénio mobilizado de fontes endogenas.
O nitrogénio reciclado tem potencial para contribuir significativamente para o suprimento
de nitrogénio ruminal (Wickersham et al., 2004), fator que tem definido o estudo de

estratégias de suplementacéo infrequente para bovinos manejados em pastagens.
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Sob a dtica da bovinocultura de precisdo, tecnologias que envolvam a reducéo de
custo do suplemento em si e da sua distribuicdo nos pastos sao fundamentais (Paulino et al.,
2006). A suplementacéao infrequente consiste basicamente no fornecimento da mesma massa
de suplementos ofertados aos animais suplementados diariamente; contudo, a massa é
ofertada de forma acumulada em dias alternados, sendo esta alternancia variavel em funcéo
da estratégia de manejo definida para o sistema de producéo.

A reducdo da frequéncia de suplementacao dos animais tem como principal objetivo
a otimizacdo do uso de médo de obra e consequente reducdo dos custos associados a
distribuicdo dos suplementos.

O principal mecanismo metabdlico utilizado como argumento para a suplementacao
infrequente é a reciclagem de nitrogénio (Krehbiel et al., 1998; Bonhert et al., 2002;
Atkinson et al., 2010a). Neste contexto, o nitrogénio ingerido nos dias de suplementacao
seria responsavel pela elevacao do status de nitrogénio do organismo animal (Detmann et
al., 2014b). Assim, com a maior massa de nitrogénio circulante, haveria disponibilidade
deste para o suprimento de demandas como a manutencdo de nitrogénio ruminal via
reciclagem durante os dias em que o suplemento nao fosse ofertado.

Devido aos efeitos metabdlicos causados pela suplementacdo com compostos
nitrogenados sobre a retencdo de nitrogénio no organismo animal e considerando-se que o
principal argumento biolégico para a utilizacdo de suplementacao infrequente reside sobre
um evento metabdlico (reciclagem), a interpretacdo biolégica e produtiva dos possiveis
beneficios da suplementacao infrequente deveria ser calcada em mensuracdes da eficiéncia
de uso do nitrogénio suplementar.

A avaliacdo da eficiéncia de uso do nitrogénio com a suplementacéo infrequente tem

sido realizada apenas em trabalhos conduzidos em condi¢des néo tropicais, nos quais
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observamserespostas variaveis, como a perda ou a manutencao da eficiéncia em relacéo a
suplementacao diaria (Currier et al., 208tkinson et al., 2010b; McGuire et al., 2013).

Embora alguns autores argumentem que a reducdo da frequéncia possa manter a
eficiéncia de uso do nitrogénio ingerido (Atkinson et al., 2010a), evidéncias tém sido
apresentadas de que a reducdo na frequéncia pode reduzir a eficiéncia de uso do nitrogénio
ingerido e também a eficiéncia de uso do nitrogénio absorvido, uma vez que parteada mass
circulante de nitrogénio seria perdida devido ao incremento nas perdas urinarias (Farmer et
al., 2004a; 2004b).

No Brasil, os trabalhos com suplementacédo infrequente tém sido baseados em
mensuracdes produtivas e econdmicas, ndo sendo encontrados estudos com avaliacfes
envolvendo as eficiéncias dietética e metabdlica de uso de nitrogénio.

Desta foma objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacdo infrequente com
compostos nitrogenados no ramen sobre o desempenho nutricional, caracteristicas
metabolicas e dindmica ruminal dos compostos fibrosos em bovinos alimentados com

forragem tropical de baixa qualidade.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Animais e no Laboratorio de
Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia (DZO) da Universidade Federal de Vigosa,
Vigcosa-MG.

Foram utilizados cinco novilhos mesticos, ndo castrados, com peso corporal (PC)
médio inicial de 262120 kg, fistulados no rimen e no abomaso. Os animais foram mantidos
em baias individuais cobertas, com piso de concreto, dispostas com comedouro e acesso

irrestrito a agua e mistura mineral.
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Os procedimentos experimentais foram conduzidos conforme normas da Comisséao
de Etica no Uso de Animais de Produco da Universidade Federal de Vigcosa (CEUAP-UFV
protocolo 17/2013).

A alimentacdo volumosa basal foi constituida por feno de capim braquiaria
(Brachiaria decumbens) com teor médioREde 47,2 g/kg de matéria seca (MS; Tabela
1), o qual foi fornecido diariamente ad libitum, as 6h00 e 18h00, permitindo-se sobras de
aproximadamente 100 g/kg de forragem fornecida.

Foram avaliados os seguintes tratamentos: controle, sem suplementacdo (somente
forragem); 30/D, suplementacao diaria com o fornecimento diario de 30% das exigéncias de
proteina degradavel no rimen (PDR); 30/1, suplementacéo infrequente (a cada trés dias) com
o fornecimento equivalente diario de 30% das exigéncias de PDR; 60/D, suplementacéo
diaria com o fornecimento diario de 60% das exigéncias de BBB/I, suplementacao
infrequente (a cada trés dias) com o fornecimento equivalente diario de 60% das exigéncias
de PDR.

As exigéncias de PDR foram calculadas com base no sistema BR-CORTE
(Marcondes et al., 2010), considerando-se um novilho mestico Eusopabu, nao
castrado, com 250 kg de PC e ganho esperado de 500 g/dia. Para os tratamentos com
fornecimento de 30 e 60% das exigéncias de PDR, foram fornecidos, em média, Q10 e 22
g de PB suplementar diariamente. No caso dos tratamentos com suplementacao infrequente,
a massa de PB suplementar diaria foi mantida, sendo, contudo, fornecida a cada trés dias,
perfazendo, em média, 330 e 660 g de PB no dia determinadosogiamentacdo, seguido
por dois dias sem o fornecimento de suplemento.

Como fonte de PB suplementar foi utilizada a mistura de caseina e ureia:sulfato de
amonio (9:1). O suplemento foi constituido por 85 e 15% de caseina e ureia:sulfato de

amonio, respectivamente, apresentando, aproximadamente, PBAYIMS (Tabela 1).
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Tabela 1 - Teores médios de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina
(FDNcp), proteina insoltvel em detergente neutro (PIDN), carboidratos nao

fibrosos (CNF), lignina e FDN indigestivel (FDNi) no feno e no suplemento

ltem Fend Suplemento
MSt 900,5+3,4 893,5
MO? 967,1+1,3 981,2
PB? 47,2+0,4 1140,0
EE? 8,8+0,7 15
FDNcp? 817,7x4,5 -
PIDN? 27,9+1,1 -
CNF?3 93,3t4,7 93,8
Lignina? 81,3+1,7 -
FDNi? 446,7+3,4 -

lg/kg de matéria naturad.g/kg de matéria secéalculados segundo Detmann & Valadares Filho
(2010).* Média + erro padréo.

Previamente ao inicio do experimento os animais foram adaptados por 15 dias as
condi¢cdes de manejo, as instalacdes e a forragem ofertada.

O experimento foi constituido de cinco periodos experimentais com 24 dias de
duracdo cada. Devido a suplementacdo infrequente ocorrer a cada trés dias, todas as
atividades foram realizadas em conjunto de dias multiplos de trés. Os primeiros nove dias
de cada periodo experimental foram destinados a adaptacdo dos animais aos suplementos e
as frequéncias de fornecimento.

A suplementacdo caracteristica de cada tratamento foi iniciada no primeiro dia de
cada periodo experimental. O suplemento total foi fracionado em duas por¢des de mesmo
peso, acondicionado em sacos de papel e fornecido diretamente no rimen dos animais
simultaneamente ao fornecimento da forragem (6h00 e 18h00).

O consumo e os coeficientes de digestibilidade foram avaliados do 10° ao 16° dia de
cada periodo. Neste sentido, foi computado o consumo médio do 10° ao 15° dias e as sobras

obtidas do 11° ao 16° dias. Amostras do feno fornecido e das sobras deste periodo foram
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compostas proporcionalmente, com base no peso seco ao ar, por animal e periodo
experimental.

A excrecao fecal foi avaliada por intermédio de coletas pontuais de fezes, realizadas
do 11° ao 16° dias de cada periodo experimental, seguindo-se a distribuicdo:- #1f0fia
e 16h00; 12° dia 6h00 e 18h00; 13° dia8h00 e 20h00; 14° dial0h00 e 22h00; 15° dia
—12h00 e 24h00; e 16°dia2h00 e 14h00.

Com o objetivo de se estimar o fluxo abomasal, os animais raoebetre 0 8° e 0
15° dias de cada periodo experimental, 4 g/dia do indic2ad&DTA (Udén et al., 1980).

O indicador foi fracionado em quatro doses de mesmo peso e acondicionados no rimen dos
animais a cada seis horas (06h00, 12h00, 18h00 e 24h00). Desta forma, entre 0 11° e 0 16°
dia de cada periodo experimental, foram realizadas coletas de digesta abomasal seguindo-se
a distribuicdo: 11° dia 6h00; 12° dia-10h00; 13° dia- 14h00; 14° dia- 18h00; 15° dia-

22h00; e 16° dia 2h00, sendo coletadas aproximadamente 1 L de digesta em cada horario
As amostras de digesta abomasal foram divididas em duas partes. A primeira parte
(aproximadamente 750 mL) foi utilizada para estimar o fluxo abomasal de digesta, sendo as
amostras filtradas em tecido nailon (malha com porosidade deni0para separacdo das

fases liquida e sélida, as quais foram avaliadas independentemente. A segunda parte
(aproximadamente 250 mL) foi congelada e ao final de cada periodo experimental, foram
realizadas amostras compostas por animal, sendo essas amostras utilizadas para o isolamento
de bactérias (Reynal et al., 2005; Krizsan et al., 2010).

Do 16° ao 18° dias de cada periodo experimental foram realizadas coletas totais de
urina. Foram adaptados aos animais funis coletores sob a regido peniana, os quais foram
acoplados a mangueiras de polietiieno que direcionavam a urina a reservatérios de
polietileno mantidos em caixas de isopor com gelo. As coletas foram iniciadas as 6h00 do

16° dia de cada periodo. Ao final de cada periodo de 24 horas, o total de urina foi mensurado
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e duas aliqguotas de 50 mL foram obtidas. A primeira foi conduzida ao Laboratério de
Nutricdo Animal do DZO para avaliacado dos teores de nitrogénio total (método INCT-CA
N-001/1; Detmann et al., 2012), ureia (método enzimatico colorimétrico com fator clareante
de lipides; Human® 10505) e creatinina (método do picrato alcalino; Human®A006).
segunda aliquota de urina foi congelada (-80°C), e enviada para laboratério comercial
(Laboratdrios Hermes Pardini, Belo Horizonte, MG) para quantificacdo dos teores de 3-
metil-histidina por intermédio de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC).

Nos 19° 20° e 21° dias de cada periodo experimental foram coletadas amostras
sanguineas dos animais as 6h00, 12h00, 18h00 e 24h00, diretamente da veia jugular
utilizando tubos com véacuo e gel acelerador de coagulacdo (BD Vacutainer®, SST Il
Advance) e tubos com véacuo e inibidor de coagulacédo (BD Vacutainer® K2). Ao final do
periodo de coleta foram produzidas seis amostras compostas por animal em cada periodo
experimental, as quais foram enviadas para laboratorio comercial (Laboratério Hermes
Pardini, Belo Horizonte, MG) para serem analisadas quanto as concentracfes séricas de:
ureia (método enzimético colorimétrico com fator clareante de lipides; Human® 10505),
creatinina (método do pricrato alcalino; Human® 006), glicose (método enzimatico
colorimétrico; Biosystems® A15), triglicérides (método enzimatico colorimétrico;
Biosystems® Al5), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF1l; método da
quimioluminescéncia; DiaSorin®) e acidos graxos ndo esterificados (NEFA;
espectrofotometria enzimatica); e concentracdo plasmatica de aminoacidos livres (HPLC;
cromatografia quantitativa de aminoacidos).

Ainda durante os 19°, 20° e 21° dias, imediatamente apds as coletas de sangue foram
tomadas amostras de conteudo ruminal as 6h00, 12h00, 18h00 e 24h00 para avaliagdo do
pH, da concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR) e de acidos graxos volateis

(AGV; acetato, propionato e butirato). As amostras foram coletadas manualmente na
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interface liquido:solido do ambiente ruminal, filtradas por uma camada tripla de gaze e
submetidas a avaliacdo do pH por intermédio de potenciébmetro digital. Em seguida, foi
separada uma aliquota de 40 mL, fixada com 1 mL8&H1:1) e congelada (-20°C) para
posterior analise da concentracdo de NAR. Uma segunda aliquota de 20 mL foi fixada com
5 mL de acido meta-fosforico (250 g/L) e congelada (-20°C) para avaliacdo pasterior
concentracdo de AGV.

No 22° e 24° dias foram realizados 0s esvaziamentos ligpara quantificacdo da
massa residente de fibra no ramen e das taxas de degradacéo e passagem do material fibroso.
No 22° dia, o contetdo ruminal foi retirado as 10h00 (4 horas apés a alimentacdo matinal) e
no 24° dia, as 6h00 (antes da alimentacdo mati@amaterial coletado foi acondicionado
em recipiente de polietileno e pesado. Apds homogeneizacéo, aliquota de aproximadamente
50 g/kg do material foi retirada, sendo o material restante retornado ao rimen dos animais.
Ressalta-se que o0 esvaziamento ruminal ndo foi realizado durante trés dias, como
preconizado para os demais procedimentos, devido ao grande estresse provocado nos
animais.

As amostras de feno, sobras, fezes, digesta abomasal (fases liquida e sélida) e d
conteudo ruminal (amostra oriunda do esvaziamento), foram secas em estufa com ventilacéo
forcada (60°C), processadas em moinho de facas (1 e 2 compostas, com base no peso
seco ao ar, por animal e periodo experimental.

Posteriormente, as aliquotas de feno, sobras, fezes e digesta abomasal, processadas
em peneiras de porosidade 1 mm, foram avaliadas quanto aos teores de MS pelo método
INCT-CA G-003/1, matéria organica (MO) pelo método INCT-CA M-001/1, PB pelo
meétodo INCT-CA N-00M, extrato etéreoHE) pelo método INCT-CA G-005/1, fibra em

detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp) pelos métodos INCT-CA F-
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002/1, INCT-CA M-002/1 e INCT-CA N-004/1, e lignina pelo método INCT-CA F-005/1,
conforme técnicas descritas por Detmann et al. (2012).

As amostras de digesta abomasal (fases liquida e sélida) foram avaliadas quanto a
sua concentracao de cobalto por intermédio de espectrofotometria de absorcao atémica.

As amostras de feno, sobras, fezes, digesta abomasal (fase solida) e de contetudo
ruminal (amostra oriunda do esvaziamento), processadas em peneira de 2 mm, foram
avaliadas quanto ao teor de FDN indigestivel (FDNi) pelo método INCT-CA HE;009
utilizando-se sacos F57 (Ankom®) em procedimento de incubacéo in situ por 288 horas
(Detmann et al., 2032

A excrecao fecal de MS foi estimada pela razdo entre a concentracédo fecal e o
consumo diario de FDNI. O fluxo abomasal de matéria seca foi estimado utilizando a FDNi
como indicador da fase solida e o Co-EDTA como indicador de fase liquida. Para este
procedimento, pressupds-se que a FDNi constituiu indicador ideal, estando, portanto
concentrada apenas na fase sélida, ao passo que o Co-EDTA foi considerado indicador ndo
ideal, concentrando-se na fase liquida, mas podendo ser parcialmente deslocado para a fase
sélida. Os fatores de reconstituicdo da digesta foram obtidos segundo France & Siddons
(1986).

As taxas relativas a dinamica ruminal da FDN, da FDN potencialmente digestivel
(FDNpd) e da FDNi foram estimadas por intermédio das equacdes:

MRFDN = MRmx[FDNR]

)y (1

MRFDNi = MRmx[FDNIR] )y (@
MRFDNpd = MRFDN — MRFDNi ) @3

KFDN = PPN 5y .
MRFDN ) (
KIFDNpd = SFONPd -
MRFDNpd ) (



FaFDN

kpFDN=———~+2 .
P MRFDN ), (6
FaFDN-CFDN;i
kpFDNpd= <24 .
PrEmP MRFDNpd ) (7
. CFDNi
kpFDNi= VR +24 ); (8
kdFDNpd= kiFDNpd — kpFDNpd ) (9

em que: MRFDN = massa ruminal de FDN (g); MRm = massa ruminal de MS (g); [FDNR]
= concentracdo ruminal de FDN (g/g de MBRFDNpd = massa ruminal de FIPN (Q);
MRFDNi = massa ruminal de FDNi (g); [FDNIR] = concentracdo ruminal de FDNi (g/g de
MS); kiFDN = taxa de ingestdo de FDN (/h); CFDN = consumo de FDN (g/dia); kiFDNpd
= taxa de ingestdo de FDNpd (/h); CFDNpd = consumo de FDNpd (g/dia); kpFDN= taxa de
passagem ruminal da FDN (/h); FaFDN = fluxo abomasal de FDN (g/dia); kpFDNpd= taxa
de passagem ruminal da FDNpd (/h); FaFDN = fluxo abomasal de FDN (g/dia); GFDNi
consumo de FDNi (g/dia); kpFDNi = taxa de passagem ruminal da FDNi (/h); e kdEDNpd
taxa de degradacdo da FDNpd (/h).

A concentracdo de NARI quantificada pelo método colorimétrico INCT-CA N-
006/1 (Detmann et al., 2012). As concentracdes obtidas nos diferentes tempos de
amostragem foram combinadas por animal e periodo, dentro de cada dia de coleta,
produzindo-se, ao final, valor Unico, representativo da média diaria de concentracédo de NAR
para cada um dos trés dias de avaliagdo. Combinacé&o similar foi conduzida sobre os valores
de pH ruminal.

As amostras de liquido ruminal relativas & avaliacdo da concentracdo de AGV, depois
de descongeladas, foram compostas proporcionalmente (volumes iguais para cada coleta)
por animal e periodo, sendo produzidas entdo amostras relativas aos trés dias de, avaliacao

as quais foram analisadas por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC;
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cromatografo Shimadzu, modelo SPD-10A VP), utilizando-se coluna de fase reversa (fase
movel de acido orto-fosforico em agua, 10 mL/L) e detector ultra-violeta em comprimento
de onda de 210 nm.

As amostras de bactérias associadas as fases liquida e de particulas, ambas oriundas
do isolamento na digesta abomasal, foram avaliadas quanto aos teores de nitrogénio (Método
INCT- CA N-001/1; Detmann et al., 2012) e bases puricas (Ushida et al., 1985). A producao
ruminal de compostos nitrogenados microbianos foi quantificada por intermédio do produto
entre concentracae fluxo diario de digesta abomasal. As bases puricas foram utilizadas
como indicador para avaliacdo da concentracdo microbiana na digesta abomasal, tomando-
se como base a relacaand:Ntwta Nas bactérias isoladas em cada fase.

As estimativas do balanco aparente de compostos nitrogenados foram obtidas pela
subtracdo das excrecOes fecais e urinarias do consumo de nitrogénio. Para este célculo
considerou-se a média de excrec¢ao urinaria de nitrogénio nos trés dias de avaliacao.

A carga de nitrogénio uréico filtrada pelos rins e a excrecao fracional de nitrogénio

ureico foram estimadas adaptando-se as proposi¢cdes de Reece (2006) por intermédio das

equacoes:

CNUF=%>< NUS ); (10
CsC

EFny = S9NY ), (11
CNUF

em que: CNUF = carga de nitrogénio uréico filtrada pelos rins (g/dia); EUC = excre¢ao
urinéria de creatinina (g/dia); CSC = concentragdo sanguinea de creatinina (g/dL); NUS =
concentracdo de nitrogénio uréico no soro (g/dL); EFNU = excrecao fracional de nitrogénio
uréico (g/g); EUNU = excrecao urinéria de nitrogénio ureico (g/dia).

As estimativas de CNUF e EFNU foram avaliadas para cada um dos trés dias de

coletas urinarias.
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Os experimento foi implementado e analisado segundo delineamento em quadrado
latino 5x 5, com cinco tratamentos, cinco animais e cinco periodos experimentais segundo
esquema fatorial 2 2 + 1 (dois niveis de suplementacao: 30 ou 60% das exigéncias de PDR;
duas frequéncias de suplementacao: diaria ou a cada trés dias; mais tratamento controle, sem
suplementacao). Os efeitos de tratamentos foram assumidos como fixos, ao passo que 0s
efeitos de animal e periodo experimental foram assumidos como aleatérios.

As variaveis mensuradas e avaliadas em funcéo de diferentes dias (NAR, NUS, pH
ruminal, concentracbes de AGV, concentracfes sanguineas de aminoacidos, glicose,
triglicérides, IGF1 e NEFA, excrecbes urinarias de nitrogénio, nitrogénio ureico e 3-
metilhistidina; CNUF e EFNU) foram avaliadas em esquema de medidas repetidas no tempo
por intermédio de método de modelos mistos (Kaps & Lamberson, 2004). Para este caso, foi
realizada previamente a escolha da melhor estrutura de matriz de (co)variancias por
intermédio do critério de Akaike corrigido, optando-se por estrutura com simetria camposta
O cdomputo dos graus de liberdade foi realizado segundo o critério de Kenward-Rogers.

Todos os procedimentos estatisticos foram conduzidos por intermédio do
procedimento MIXEDdo SAS (Statiscal Analysis System; versédo 9.4) adotando-se 0,05

como nivel critico de probabilidade para o erro tipo

Resultados

Em geral, o fornecimento de suplemento nédo alterou (P>0,05) o consumo voluntério
em relacdo ao tratamento controle, com excec¢éo dos consumos de PB e MO digerida (MOD),
os quais foram ampliados (P<0,05) com o fornecimento de suplementos (Tjabela 2

Para todas as medidas de consumo foi observado efeito de interacdo entre quantidade

de suplemento e frequéncia de suplementacdo (P<0,05; Tabela 2). Considerando-se o

31



desdobramento deste efeito, observou-se para os consumos de forragem, FDN e FDNi, todos
em kg/dia, e para todos os consumos avaliados em relacdo ao PC que o fornecimento
infrequente de 60% das exigéncias de PDR deprimiu o consumo (P<0,05) em relacéo tanto
ao fornecimento diario de 60% das exigéncias de PDR quanto ao fornecimento infrequente

de 30% das exigéncias de PDR.

Por outro lado, para os consumos de MS, MO, PB, FDN digerida (FDND) e FDN
nao digerida (FDND) verificou-se que o fornecimento infrequente de 60% das exigéncias
de PDR reduziu o consumo (P<0,05) em relacdo ao fornecimento desta mesma quantidade
de forma diaria. O consumo de MOD foi ampliado (P<0,05) pelo fornecimento diario de
60% das exigéncias de PDR em relacdo ao fornecimento infrequente desta mesma
guantidade e ao fornecimento diario de 30% das exigéncias de PDR.

N&ao foram verificados efeitos (P>0,05) da frequéncia de suplementacao ou interacao
entre frequéncia de suplementacédo e quantidade de suplemento, sobre os coeficientes de
digestibilidade total, ruminal e intestinal e sobre a concentracdo de MOD na dieta (Tabela
3).

O fornecimento de suplemento ampliou (P<0,05) o coeficientes de digestibilidade
ruminal da PB. Adicionamente, os coeficientes de digestibilidade ruminal da PB foram
maiores (P<0,05) com o fornecimento de 60% das exigéncias de PDR em relacdo ao
fornecimento de 30% de PDR, independentemente da frequéncia de fornecimento. Ressalta-
se que coeficientes de digestibilidade ruminal da PB positivos somente foram obtidos

quando 60% das exigéncias de PB foram supridas (Tabela 3).
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Tabela 2 - Consumo voluntario de matéria seca (MS), MS de forragem (MSF), matéria organiceof(si@g pruta (PB), fibra em detergente
neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp), fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi), MO @@bda fibra em
detergente neutro digerida (FDIN FDN néo digerida (FDNND) e relacdo PB:MOD em funcao dos diferentes tratamentos

Tratamentos Valor-P?
Item Controle 30/D 30/1 60/D 60/1 EPM Cvs. S Q F QxF
kg/dia

MS 3,277 3,437 3,552 3,802 2,944 0,2419 0,499 0,558 0,090 0,032
MSF 3,277 3,344 3,459 3,616 2,758 0,2419 0,938 0,309 0,090 0,032
MO 3,172 3,328 3,439 3,683 2,853 0,2357 0,495 0,565 0,090 0,032
PB 0,151 0,263 0,269 0,383 0,344 0,0108 <0,001 <0,001 0,092 0,034
FDNcp 2,680 2,737 2,830 2,948 2,265 0,2023 0,935 0,298 0,095 0,034
FDNi 1,433 1,472 1,532 1,569 1,194 0,1219 0,935 0,206 0,105 0,033
MOD 0,877 0,953 0,965 1,207 0,938 0,0758 0,045 0,063 0,039 0,026
FDND 0,940 0,905 0,950 1,042 0,799 0,0769 0,798 0,897 0,104 0,025
FDNND 1,740 1,832 1,880 1,907 1,466 0,1507 0,805 0,155 0,105 0,050

PB:MOD? 179 281 282 320 371 - - - - -

o/ kg de peso corporal

MS 13,9 14,6 15,1 15,8 12,1 0,91 0,653 0,328 0,079 0,026
MSF 13,9 14,1 14,7 15,1 11,3 0,91 0,874 0,173 0,084 0,028
MO 13,5 14,1 14,6 15,3 11,7 0,88 0,646 0,334 0,080 0,025
FDNcp 11,4 11,6 12,0 12,3 9,3 0,75 0,876 0,176 0,102 0,032
FDNi 6,1 6,2 6,5 6,5 4,8 0,42 0,878 0,130 0,108 0,031

! Controle, sem suplementacéo; 30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 6Qénhalas diéirias de PDR, respectivamente; D e |,
suplementos ofertados diariamente ou infrequentemente (a cada 3 dias), respectivamente.

2 C vs. S, controle versus suplementados; Q, efeito da quantidade de suplemento; da &fsjuéncia de suplementacdo; Q x F, interacdo entre quantidade
de suplemento e frequéncia de suplementacéo.

3 g PB/kg MOD.
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Nenhum efeito foi verificado (P>0,05) sobre os coeficientes de digestibilidade
intestinal (Tabela 3).

O fornecimento de suplementos ampliou (P<0,05) os coeficientes de digestibilidade
total da MO e PB e a concentragéo dietética de MO digerida (Tabela 3). Por outro lado, o
aumento na quantidade de suplementos ampliou (P<0,05) os coeficientes de digestibilidade
total da MO, PB e FDbp e a concentracdo d&éOD na dieta (Tabela)3

Observou-se efeito da frequéncia de suplementacdo (P<0,05) sobre as massas
ruminais de FDN, FDNpd e de FDNi, sendo que maiores massas foram verificadas com o
fornecimento diario de suplementos. Nenhum outro efeito foi verificado sobre estas
variaveis(P>0,05; Tabela ¥

N&o foram verificados efeitos (P>0,05) sobre as taxas associadas a dinamica ruminal
dos compostos fibrosos (Tabela 4).

O consumo de nitrogénio apresentou 0 mesmo comportamento verificado para o
consumo de PB (Tabela 5). Por outro lado, nenhum efeito (P>0,05) foi verificado sobre a
excrecao fecal de nitrogénio.

O balanco aparente de compostos nitrogenados (BN) foi incrementado (P<0,05) pelo
fornecimento de suplementos em relacdo ao controle, mas nao foi afetado (P>0,05) pela
guantidade de suplemento, frequéncia de suplementacédo ou sua interacdo (Tabela 5). Por
outro lado, a eficiéncia de uso do nitrogénio (EFUN, g/g de nitrogénio ingerido), além de ter
sido ampliado pelo fornecimento de suplementos (P<0,05), foi maior (P<0,05) nos animais
recebendo 60% das exigéncias de PDR em comparacdo aos animais recebendo 30% das
exigéncias de PDR, ndo sendo afetado (P>0,05) pela frequéncia de suplementacao (Tabela

5).
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Tabela 3 - Coeficientes de digestibilidade (g/g) ruminal, intestinal e total da matéria organica (MO), proti(RBbratfibra em detergente
neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp) e concentracao dietética de matéria organicéMi@Brigég MS) em funcéo dos

diferentes tratamentos

Tratamentos Valor-P

Item Controle 30/D 30/1 60/D 60/1 EPM Cvs. S Q F QxF
Ruminaf

MO 0,168 0,166 0,159 0,158 0,191 0,0323 0,999 0,701 0,679 0,536

PB -0,735 -0,071 -0,120 0,088 0,171 0,1151 <0,001 0,044 0,867 0,525

FDNcp 0,350 0,341 0,362 0,347 0,405 0,0266 0,574 0,275 0,088 0,403
Intestinaf

MO 0,123 0,134 0,143 0,199 0,178 0,0367 0,310 0,178 0,869 0,679

PB 0,456 0,497 0,507 0,582 0,583 0,0445 0,085 0,070 0,895 0,909

FDNcp -0,003 -0,020 -0,044 -0,002 -0,072 0,0444 0,393 0,879 0,161 0,489

Total

MO 0,274 0,287 0,281 0,328 0,338 0,0174 0,015 <0,001 0,850 0,499

PB 0,110 0,482 0,451 0,625 0,654 0,0278 <0,001 <0,001 0,955 0,219

FDNcp 0,349 0,333 0,337 0,352 0,364 0,0199 0,801 0,022 0,371 0,621

MOD 266 278 272 318 327 16,8 0,015 0,001 0,857 0,506

! Controle, sem suplementacéo; 30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 6Qéhaas diérias de PDR, respectivamente; D e |,
suplementos ofertados diariamente ou infrequentemente (a cada 3 dias), respectivamente.

2 C vs. S, controle versus suplementados; Q, efeito da quantidade de suplemento;da fé=jteéncia de suplementacéo; Q x F, interagdo entre quantidade
de suplemento e frequéncia de suplementacéo.

3 Calculado como fracdo do que chegou ao local de digestéo.
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Tabela 4- Massa ruminal de fibra em detergente neutro (MRFDN), fibra em detergente neutro potencialmente disgestivel (MRIeDitpd) e
em detergente neutro indigestivel (MRFDNI), taxas de ingestéo (ki), e de degradacéo (kd) d& FXdpdie passagem (kp) da FDN,

da FDNpd, e da FDNi em funcéo dos diferentes tratamentos

Tratamentos Valor-P?
Item Controle 30/D 30/1 60/D 60/I EPM Cvs. S Q F QxF
g/kg de peso corporal
MRFDN 18,5 19,1 17,3 19,7 14,6 1,22 0,447 0,301 0,004 0,122
MRFDNpd 4,2 4,0 3,6 4,1 3,2 0,33 0,190 0,725 0,047 0,369
MRFDNi 14,4 15,1 13,7 15,5 114 1,09 0,654 0,256 0,005 0,114
/h

ki FDN 0,0258 0,0262 0,0297 0,0266 0,0268 0,00289 0,586 0,612 0,445 0,509
ki FDNpd 0,0546 0,0568 0,0653 0,0592 0,0587 0,00533 0,277 0,633 0,359 0,314
kd FDNpd  0,0413 0,0419 0,0522 0,0441 0,0497 0,00588 0,290 0,972 0,107 0,620

kp FDN 0,0168 0,0174 0,0188 0,0174 0,0159 0,00194 0,727 0,334 >0,999 0,334
kp FDNpd  0,0132 0,0148 0,0132 0,0151 0,0091 0,00323 0,949 0,490 0,181 0,443
kp FDNIi 0,0178 0,0182 0,0203 0,0181 0,0180 0,00226 0,702 0,530 0,601 0,537

! Controle, sem suplementacdo; 30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 6Q&halas diérias de PDR, respectivamente; D e |,
suplementos ofertados diariamente ou infrequentemente (a cada 3 dias), respectivamente.

2 C vs. S, controle versus suplementados; Q, efeito da quantidade de suplemento;dg féajteéncia de suplementacdo; Q x F, interacdo entre quantidade
de suplemento e frequéncia de suplementacéo.
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O balanco de compostos nitrogenados no ramen (BNRU) foi incrementado (P<0,05)
pelo fornecimento de suplementos e foi superior (P<0,05) com o fornecimento de 60% em
relacdo a 30% das exigéncias de PDR. Esta variavel nao foi afetada (P>0,05) pela frequéncia
de suplementacéo ou pela interacdo entre frequéncia e quantidade de suplementos (Tabela
5). Ressalta-se que somente foram observados valores positivos de BNRU quando 60% das
exigéncias de PDR foram supridas via suplementacéo.

O fluxo intestinal de compostos nitrogenados microbianos (NMIC, g/dia) e a
eficiéncia de sintese microbiana (EFM) foram afetados (P<0,05) pela quantidade de
suplementos, sendo observados maiores valores quando os suplementos atendiam 60% das
exigéncias de PDR (Tabela 5). Para estas variaveis ndo se observou efeito da suplementacéo,
da frequéncia de fornecimento do suplemento e da interacdo entre a quantidade de
suplemento e frequéncia de suplementacéao (P>0,05).

O pH ruminal ndo diferiu (P>0,05) entre controle e tratamentos envolvendo
suplementacao (Tabela 6). Houve efeito da frequéncia de suplementacédo, cujos valores
médios de pH foram maiores (P<0,05) nos tratamentos com fornecimento infrequente.
Observou-se efeito de dia (P<0,05) sobre os valores de pH, cujos maiores valores de pH
ruminal foram observados em média no primeiro dia de amostragem {16,d& 2° dia-

6,61; 3° dia- 6,59).
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Tabela 5 - Consumo de nitrogénio (CN, g/dia), excrecao fecal de nitrogénio (EFN, g/dia), hedaeqteale compostos nitrogenados (BN, g/dia),
eficiéncia de uso do nitrogénio (EFUN, g/g N ingerido), balanco nitrogenado no rimen (BNRU, g/dia), fetktalrde compostos
nitrogenados microbianos (NMIC, g/dia) e eficiéncia de sintese microbiana (EFM - g PB amafkdpide MO digerida) em funcéo

dos diferentes tratamentos

Tratamentos Valor-P*
Item Controle 30/D 30/1 60/D 60/ EPM Cvs. S Q F QxF
CN 24,2 42,1 43,0 61,4 55,0 1,72 <0,001 <0,001 0,091 0,034
EFN 21,5 21,9 23,6 23,1 19,4 1,68 0,754 0,316 0,507 0,083
BN -12,3 -7,3 -7,2 0,0 -4,6 2,52 0,019 0,069 0,380 0,355
EFUN -0,52 -0,18 -0,17 0,00 -0,08 0,058 <0,001 0,036 0,552 0,462
BNRU -17,2 -2,6 -5,2 55 8,9 3,65 <0,001 0,005 0,910 0,360
NMIC 13,1 14,2 14,8 26,8 21,9 3,84 0,160 0,022 0,573 0,480
EFM 95,3 92,5 94,2 144,3 151,6 23,92 0,352 0,037 0,850 0,906

! Controle, sem suplementacéo; 30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 60éhalas é¥irias de PDR, respectivamente; D e |,
suplementos ofertados diariamente ou infrequentemente (a cada 3 dias), respectivamente..

2 C vs. S, controle versus suplementados; Q, efeito da quantidade de suplemento;da féiteéncia de suplementacdo; Q x F, interacdo entre quantidade
de suplemento e frequéncia de suplementacéo.
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A concentracdo de NAR foi incrementada nos tratamentos com suplementacao
nitrogenada em relacdo ao tratamento controle (P<0,05; Tabela 6). Adicionalmente
observou-se efeito da quantidade de suplemento, evidenciando maiores valores (P<0,05) nos
tratamentos com 60% das exigéncias de PDR em relacdo aos tratamentos 30% PDR
(P<0,05). Houve interacdo entre dias de amostragem e tratamentos (P<D,05).
desmembramento deste efeito mostrou que apenas nos tratamentos cuja suplementacéo foi
infrequente houve diferenca entre dias (P<0,05), obsensemaiores valores de NAR no
primeiro dia de amostragem, com queda gradativa na concentracdo para os demais dias
(Figura J.

A concentracdo ruminal de acidos graxos volateis (AGV) néo diferiu (P>0,05) entre
controle e tratamentos envolvendo suplementacdo (Tabela 6). Sobre esse parametro
observou-se efeito de dia (P<0,05), cujos maiores valores de AGV ruminais foram
observados no primeiro dia de amostragem (1° 8i847; 2° dia- 5,363; 3° dia- 4,772.

Adicionalmente, ndo foram verificados efeitos (P>0,05) sobre as propor¢des molares
de acetato, propionato, butirato e sobre a relacao acetato:propionato (A/P; Tabela 6).

Nenhum efeito foi verificado (P>0,05) sobre as concentra¢des sanguineas de glicose,
triglicérides, acidos graxos nédo esterificados, aminoacidos totais, e excrecdo urinaria de
3metil-histidina (Tabela 7).

A concentracao de IGF1 no plasma foi maior nos animais suplementados em relagéao
aos do tratamento controle (P<0,05). Adicionalmente, houve efeito da quantidade de
suplemento (P<0,05), cujos tratamentos com suplementacéo com o suprimento de 60% das
exigéncias PDR apresentaram maiores concentragdes plasmaticas de IGF1 (Tabela 7). Nao
foram verificados efeitos (P>0,05) da frequéncia de suplementacao, dia de amostragem ou

das interacdes estudadas.
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Tabela 6 - Concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR/dL), pH ruminal, concentracdo ruminal de acidos graxos volateis (AGV
mmol/dL), proporcdo molar de acetato, propionato e butirato (mmol/100mmol) e relacdo acetato:propionato (A:P)oedosunca

diferentes tratamentos

Tratamentos Valor P
Item Controle 30/D 30/1 60/D 60/1 EPM Cuvs. S Q F QxF D TxD
pH 6,67 6,55 6,64 6,60 6,74 0,109 0,542 0,211 0,029 0,618 0,002 0,294
NAR 4.8 15,1 13,2 23,5 31,4 3,56 <0,001 <0,001 0,305 0,112 <0,001 <0,001

AGV 5,646 5,213 5,120 5219 5106 0,7520 0,251 0,993 0,779 0,978 0,032 0,842
Acetato 66,26 65,62 66,66 66,12 6531 1,680 0,794 0,711 0918 0,421 0,672 0,973
Propionato 23,38 23,54 21,81 2297 24,03 1,719 0,823 0,489 0,778 0,252 0,345 0,744
Butirato 10,35 10,84 11,53 10,90 10,65 0,401 0,130 0,265 0,544 0,204 0,220 0,711
AP 3,03 3,04 3,16 2,98 2,89 0,242 0,959 0,381 0,934 0,561 0,332 0,876

! Controle, sem suplementacéo; 30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 6Qénhalas didrias de PDR, respectivamente; D e |,
suplementos ofertados diariamente ou infrequentemente (a cada 3 dias), respectivamente.

2 C, controle versus suplementados; Q, efeito da quantidade de suplementito Baefequéncia de suplementacdo ; Q x F, interacédo entre quantidade de
suplemento e frequéncia de suplementacgéo; D, efeito do dia de amostragBiminieracdo entre tratamento e dia de amostragem.
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As excrecoes diarias de nitrogénio (EUN) e de nitrogénio ureico (EUNU) e a CNUF
foram incrementadas com a suplementacdo (P<0,05); além disso, as estimativas destas
variaveis foram maiores (P<0,05) nos tratamentos com o suprimento de 60% das exigéncias
de PDR em relacéo aos suplementados com 30% das exigéncias de PDR. Nao houve efeito
(P>0,05) de frequéncia de suplementacéo e interacdo entre quantidade de suplementos e
frequéncia. No entanto, verificou-se para estas variaveis efeito do dia de amostragem
(P<0,05). Nestes casos, 0s valores permaneceram estaveis entre o primeiro e 0 segundo dia

(P>0,05), havendo decréscimo (P<0,05) no terceiro dia de amostragem.
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Figura 1 - Concentracdo média diaria de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR) em funcéo
dos dias de amostragem e dos diferentes tratamentos (Controle, sem
suplementacéao; 30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 60% das
exigéncias diarias de PDR, respectivamente; D e |, suplementos ofertados
diariamente ou infrequentemente, respectivamente; para maiores detalhes,
consultar a Tabela 6). Médias, dentro dos tratamentos com suplementacéo

infrequente, seguidas por letras diferentes, sao diferentes (P<0,05).
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A concentracdo de NUS e a EFNU foram ampliadas pela suplementacéao (P<0,05) e
incrementadas (P<0,05) com o aumento na quantidade de suplemento fornecido, mas néo
foram afetadas (P>0,05) pela frequéncia de suplementacdo (Tabela 7). Em ambos os casos
houve interacdo (P<0,05) entre tratamentos e dia de amostragem.

A concentracdo de NUS somente variou entre dias de amostragem para 0sS
tratamentos com suplementacao infrequente (P<0,05). Nestes casos, as concentracdes se
elevaram (P<0,05) do primeiro para o segundo, decrescendo (P<0,05) do segundo para o

terceiro dia (Figura 2).
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Figura 2 - Concentracdo média diaria de nitrogénio ureico no soro (NUS) em funcao dos
dias de amostragem e dos diferentes tratamentos (Controle, sem suplementacéao;
30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 60% das exigéncias
diarias de PDR, respectivamente; D e |, suplementos ofertados diariamente ou
infrequentemente, respectivamente; para maiores detalhes, consultar a Tabela 7).
Médias, dentro dos tratamentos com suplementacdo infrequente, seguidas por

letras diferentes, s&o diferentes (P<0,05).
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Tabela 7~ Concentracdo sanguinea de glicose (mg/dL), triglicérides (mg/dL), fator de crescimemioésinsitllina (IGF1, ng/mL), acidos graxos
nado esterificados (NEFA, mmol/L), concentracdo sanguinea absoluta de aminoacidos (AA, pnwéLHoedrinaria de 3-metil-
histidina (3MTH, mg/g de creatinina), excrecdo urinaria de nitrogénio (EUN, g/dia), excret@auwle nitrogénio uréico (EUNU,
g/dia), concentracdo de nitrogénio uréico no soro (NUS, mg/dL), carga de nitrogénio uréico filtradagpeld$UF, g/dia) e excrecao

fracional de nitrogénio uréico (EFNU, g/g) em funcao dos diferentes tratamentos

Tratamentos Valor P

ltem Controle 30/D 30/1 60/D 60/ EPM C Q F FxQ D TxD
Glicose 58,1 61,1 58,8 57,7 62,0 2,95 0,376 0,970 0,585 0,092 0,066 0,068
Triglicérides 14,1 15,2 14,5 14,7 14,5 1,24 0,532 0,778 0,674 0,778 0,829 0,182
IGF1 33,2 46,8 42,2 56,8 74,3 12,06 0,013 0,008 0,358 0,130 0,687 0,490
NEFA 0,24 0,22 0,24 0,23 0,26 0,016 0,985 0,412 0,179 0,505 0,971 0,994
AA 2256 2204 2243 2166 2192 108,8 0,272 0,310 0,453 0,869 0,100 0,146
3MTH 110,8 114,3 109,6 116,7 90,7 18,30 0,838 0,526 0,249 0,148 0,196 0,626
EUN 15,2 27,5 25,9 38,2 36,2 1,96 <0,001 <0,001 0,307 0,925 0,018 0,135
EUNU 6,7 19,1 17,2 29,6 29,7 1,74 <0,001 <0,001 0,492 0,452 0,006 0,129
NUS 10,7 14,1 13,4 17,7 17,1 1,16 <0,001 0,001 0,364 0,912 0,003 0,001
CNUF 25,6 32,6 28,8 43,2 44,5 3,65 0,004 0,001 0,687 0,421 0,036 0,943
EFNU 0,271 0,589 0,595 0,704 0,720 0,0493 <0,001 0,024 0,823 0,922 0,553 0,023

1 Controle, sem suplementacéo; 30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 60% das exigéncRBRiaispectivamente;
D e I, suplementos ofertados diariamente ou infrequentemente (a cada 3 dias), respectivamente..

2 C, controle versus suplementados; Q, efeito da quantidade de suplemento; F, disitpiélacia de suplemengaxg D, efeito do dia de
amostragem; k D, efeito da interacao entre tratamento e dia de amostragem.
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Por outro lado, a EFNU somente variou entre dias quando 60% das exigéncias de

PDR foram fornecidas de forma infrequente (P<0,05). Neste caso, os valores de EFNU se

mantiveram estaveis no primeiro e segundo dia (P>0,05), decrescendo (P<0,05) no terceiro

dia de amostragem (Figura 3).
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Figura 3- Excrecdo fracional de nitrogénio ureico (EFNU) em funcdo dos dias de

amostragem e dos diferentes tratamentos (Controle, sem suplementacéo; 30 e 60,
guantidade de suplemento correspondente a 30 e 60% das exigéncias diarias de
PDR, respectivamente; D e 1, suplementos ofertados diariamente ou

infrequentemente, respectivamente; para maiores detalhes, consultar a Tabela 7).
Médias, dentro do tratamento 60/, seguidas por letras diferentes, séo diferentes

(P<0,05).
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Discussao

De acordo com observacdes obtidas em condi¢cfes tropicais, o fornecimento
adicional de nitrogénio para animais consumindo forragem de baixa qualidade favoreceria
crescimento de bactérias fibroliticas, ampliando a degradacdo ruminal da FDN, o consumo
voluntério de forragem e a extracéo energética a partir dos carboidratos fibrosos (Paulino et
al., 2008; Detmann et al., 2010).

Entretanto, efeitos positivos sobre o consumo voluntario (Tabela 2), sobre a
digestibilidade da fibra (Tabela 3), sobre dinamica ruminal dos compostos fibrosos (Tabela
4) e sobre as concentracoes de AGV (Tabela 6), ndo foram verificados neste trabalho,
contrariando 0s aspectos previamente apresentados.

Os principais efeitos da adicdo de suplementos sobre as caracteristicas de consumo e
digestao centraram-se sobre o aumento no consumo e coeficiente de digestibilidade ruminal
e total da PB e sobre o consumo e concentracao dietética de MOD (Tabelas 2 e 3). Estes
efeitos refletem tdo somente a prépria adicdo do suplemento, com alto teor proteico e alta
digestibilidade. Isto é reforcado contrastando-se o comportamento dos consumos de MOD e
FDND (Tabela 2). Considerando-se que o suplemento era isento de FDN (Tabela 1), a falta
de efeito da efeito da suplementacdo sobre o consumo de FDND, indica que nenhuma
alteracéo geral foi causada pela suplementacéo sobre o consumo e digestédo da forragem.

Uma provavel explicacdo para a auséncia de efeitos da suplementacdo sobre o
consumo e digestdo da forragem basal reside sobre a qualidade da forragem em si. A
forragem utilizada apresentava baixo teor de PB, incorrendo em niveis de NAR (Tabela 6)
aguéem do necessario para maximizacao do uso da fibra no rimen (8 mg/dL; Detmann et al.,
2009) e balanco de compostos nitrogenados no rimen negativos (Tabela 5), indicando a

baixa disponibilidade de proteina a partir da forragem. Contudo, mesmo com a ampliacéo
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da concentracdo de NAR com o uso de suplementos (Tabela 6), ndo houve incremento no
consumo ou digestdo ruminal da fibra. No entanto, a concentracdo de FDNi na forragem
respondeu por cerca de 55% da FDN total, o que indica baixa qualidade da fibra.
Considerando-se que a FDNi possui efeito de replecdo ruminal superior a FDNpd (Waldo et
al., 1972; Detmann, et al., 2010), pressupde-se que o efeito de replecao ruminal total da FDN
da forragem estivera em patamar tdo elevado, ao ponto de néo propiciar melhorias em sua
dindmica ruminal com a adicdo de suplementos nitrogenados. Este comportamento
corrobora com outros autores, 0s quais nao verificaram efeito da suplementacdo com
compostos nitrogenados em animais alimentados com forragens de baixa qualidadé (Bonher
et al., 2002; Currier et al., 2004; McGuire et al., 2013).

Segundo Detmann et al. (2014b), o consumo voluntario de forragens tropicais seria
responsivo a adequacéo da relacdo PB:MOD (indicativo da relacdo proteina:energia) na
dieta, com o ponto de maximo préximo a 288 g PB/kg MOD. Considerando o tratamento
controle, observa-se que a relacdo PB:MOD encontra-se aquém do necessario para
maximizacdo do consumo. Contudo, mesmo com a suplementacdo com 30% das exigéncias
de PDR, a qual elevou a relacdo PB:MOD a valores proximos daqueles nos quais esperar-
seia a maximizacdo do consumo (Tabela 2), ndo ser verificou alteracdo no consumo de
forragem. Isto parece reiterar que alteracdes no consumo em funcdo da suplementacdo com
compostos nitrogenados foram restringidas pelas caracteristicas da forragem em si.

Os efeitos dos diferentes tipos de suplementos sobre o consumo voluntario se
caracterizaram pela presenca de interacéo entre quantidade de suplementos e frequéncia de
suplementacao, no qual se verificou queda no consumo com o suprimento infrequente de
60% das exigéncias de PDR (Tabela 2).

Este efeito se deve a elevada massa de nitrogénio suprida de uma unica vez no

ambiente ruminal, a qual propiciou valores extremamente elevados de NAR no dia do
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fornecimento dos suplementos (Figura 1). Ressalta-se que a avaliagdo do consumo
voluntério durante o periodo de mensuragéo permitiu evidenciar que a queda na ingestao de
forragem ocorreu somente no dia em que o suplemento foi fornecido (Figura 4). Os animais
suplementados infrequentemente com 60% das exigéncias de PDR demonstraram consumo
similar ao observado para os demais tratamentos nos dias em que nao receberam suplemento.
Contudo, considerando-se a média do ciclo de trés dias, a queda verificada no primeiro dia
comprometeu o consumo meédio em todo o ciclo. Comportamento similar foi verificado por

Drewnoski et al. (2011).

Consumo de MSF (kg)

- . = Controle —e—30/D :--®: 30/ =--&£--60/D - & =60/
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Figura 4 - Consumo médio diario de matéria seca de forragem (MSF) durante o periodo de
mensuracdo do consumo voluntario em funcdo dos diferentes tratamentos
(Controle, sem suplementacdo; 30 e 60, quantidade de suplemento
correspondente a 30 e 60% das exigéncias diarias de PDR, respectivamente; D e
I, suplementos ofertados diariamente ou infrequentemente

O excesso de amodnia ruminal implica em excesso de amonia nos fluidos circulantes

e no meio intra-celular (Visek, 1984). Este quadro ocasiona o estabelecimento de sensacfes
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de mal-estar nos animais (Detmann et al., 2007), os quais os levam a reduzir o consumo
como tentativa de aproximacao a uma situacao de conforto. Por outro lado, a suplementacéo
com 60% das exigéncias de PDR implicou nas mais elevadas relacbes PB:MOD na dieta
(Tabela 2), o que poderia acarretar em reducao de consumo voluntario devido ao excesso de
catabolismo de compostos nitrogenados (Poppi & McLenann, 1995; lllius & Jessop, 1996;
Detmann et al., 2014b). Considerando-se somente o dia em que a suplementacdo ocorreu, a
relacdo PB:MOD na dieta foi, em média, de 882 g PB/kg MOD, valor extremamente superior
ao recomendado por Detmann et al. (2014b) como ponto de maximizacdo do consumo
voluntério de forragens tropicais (288 g PB/kg MOD), o que corrobora a ocorréncia de
efeitos metabdlicos negativos sobre o consumo.

A partir destes argumentos, verifisague a suplementacéo infrequente com grandes
massas de compostos nitrogenados pode conduzir a respostas negativas no consumo e,
consequentemente, no desempenho animal (Farmer et al.,, 2004b). No entanto, ha de se
ressaltar que a concentracdo de NAR no ambiente ruminal € dependente da energia
suplementar (Erdman et al., 1986). No presente estudo, a baixa qualidade da forragem
associada a auséncia de uma fonte de energia de alta disponibilidade no suplemento pode ter
favorecido o aparecimento de resposta negativa sobre o consumo quando 60% das
exigéncias de PDR foram supridas infrequentemente. Assim, a resposta a esta massa de
proteina suplementar pode ser diferente caso a forragem apresente melhor qualidade ou uma
forte energética seja incluida no suplemento.

De forma geral, os efeitos dos suplementos sobre os coeficientes de digestibilidade
centraram-se sobre a ampliacdo da digestibilidade ruminal e total da PB com o0 aumento na
quantidade de suplemento fornecida, a qual refletiu em ampliagdo dos coeficientes de
digestibilidade da MO (Tabela 3). Para os componentes néo fibrosos da dieta, os coeficientes

de digestibilidade aparente sdo diretamente proporcionais ao consumo deste componente, 0
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que reflete os altos valores do coeficiente de digestibilidade verdadeiro e a diluicdo da fracéo
metabolica fecal (Van Soest, 1994; McGuire et al., 2013). Deve ser destacado que os
coeficientes de digestibilidade ruminal da PB (Tabela 3) e, consequentemente, o balanco de
compostos nitrogenados no rumen (Tabela 5), migraram de valores negativos para valores
positivos na medida em que se ampliou a quantidade de PB na dieta total.

A reducédo da frequéncia de suplementacdo implicou em diminuicdo da massa
ruminal de componentes fibrosos (Tabela 4). Segundo Cappellozza et al. (2013), a alta
liberacdo de ambnia no ramen com a suplementacao infrequente, como verificado neste
estudo para o dia em que ocorreu a suplementacao (Figura 1), poderia comprometer balanco
osmoético no ambiente ruminal, o que culminaria em maior entrada de agua por intermédio
do epitélio e maior consumo de agua pelos animais. Isto implicaria em maior enchimento de
agua no rumen, o que poderia reduzir sua capacidade quando a acomodacdo de outros
componentes. No entanto, a despeito deste efeito, ndo se observou comprometimento das
taxas associadas a dinamica ruminal dos compostos fibrosos (Tabela 4).

De forma geral, os efeitos mais consistentes da suplementacédo foram observados
sobre 0 BN e a EFUN (Tabela 5). Em ambos o0s casos, a suplementacdo incrementou as
estimativas obtidas. O aumento na quantidade de suplemento incrementou a EFUN e tendeu
a ampliar o BN (P<0,07). A frequéncia de suplementacdo ndo afetou estas variaveis.
Considerando que BN e EFUN estéo diretamente associadas ao desempenho produtivo (i.e.,
ganho de peso), os resultados deste estudo concordam com resultados apontados na literatura
nos quais a reducao da frequéncia de suplementacédo nao afetou o desempenho produtivo de
animais alimentados com forragens tropicais de baixa qualidade (Zervoudakis, 2003;
Canesin et al., 2009; Moraes et al., 2010; Morais et al., 2014).

Parte do incremento no BN e na EFUN obtidos com o aumento na quantidade de

suplementos pode ser atribuida ao incremento no suprimento de proteina metabolizavel a
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partir do NIMC (Tabela 5). Contudo, mesmo sem incremento em NMIC, melhorias em BN

e EFUN foram também observadas para os tratamentos com o fornecimento de 30% das
exigéncias de PDR. Segundo Detmann et al. (2014c), incrementos no suprimento de proteina
metabolizavel de origem microbiana respondem por apenas 18,5% dos incrementos
observados em BN em bovinos alimentados com forragens tropicais. Isto indica que efeitos
secundarios ou metabdlicos da suplementacdo com compostos nitrogenados afetam a
eficiéncia de uso dos compostos nitrogenados no organismo animal.

Os efeitos da proteina suplementar ndo podem ser avaliados de forma isolada, pois o
metabolismo animal estd baseado na integracdo de diferentes mecanismos, ha
disponibilidade de diversos substratos e metabdlitos e em complexo sistema de sinalizacao
e regulacdo bioguimica e hormonal (Detmann et al., 2014b). Incrementos no desempenho
produtivo e nutricional tém sido associados com melhoriaSstaius de proteifiano
organismo animal (Egan, 1965; Egan & Moir, 1965; Kemptom et al., 1977). Em termos
teoricos, a express&status de proteina” ou “status de nitrogénio” define a disponibilidade
guantitativae qualitativa de compostos nitrogenados para todas as fungdes fisioldgicas no
metabolismo animal, incluindo-se as func¢des associadas com o metabolismo de outros
compostos (e.g., energia). Portanto, o status de proteina constitui um termo relativo que
dependera do nivel de producéo e estadio fisiolégico do animal, os quais definirdo os
requerimentos de compostos nitrogenados (Detmann et al., 2014b).

Levando-se em consideracao o conceittstigtus de proteiriapode ser percebido
gue os compostos nitrogenados disponiveis para 0 metabolismo animal seriam utilizados
para diferentes fungdes metabodlicas seguindo-se uma ordem de prioridade para o animal, a
saber: sobrevivéncia (e.g., reciclagem de nitrogénio), mantenca e producédo (i.e.,

crescimento, reproducéo, etc). Portanto, deposi¢cdes de N na forma de tecidos corporais ou
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de produtos somente ocorreriam depois de supridas as demandas por compostos
nitrogenados de maior prioridade (Detmann et al., 2014b).

Considerando-se unituagdo alimentar “normal”, sem que haja uma deficiéncia
proeminente de compostos nitrogenados, a quantidade de N reciclada ao ambiente ruminal
mantém-se relativamente constante (Marini & Van Ambourgh, 2003; Maltby et al., 2005;
Reynolds & Kristensen, 2008). Portanto, havera menor deposicédo de N na forma de tecidos
sob baixas concentracdes dietéticas de compostos nitrogenados devido ao fato de uma maior
percentagem do N ingerido ser direcionada para reciclagem e, como consequéncia, menor
percentagem do N estara disponivel para producao (Detmann et al., 2014b).

As questdes relacionadas as prioridades metabdlicas dos compostos nitrogenados
podem ser percebidas, ao menos em parte, a partir da avaliacdo do BNRU. Diversas
estimativas negativas de BNRU (como as verificadas neste estudo; Tabela 5) tém sido
obtidas em experimentos conduzidos em condi¢des tropicais, o que significa que o fluxo de
N para o abomaso é superior ao consumo de N. Nestes casos, existird maior dependéncia dos
eventos de reciclagem para prover suprimento adequado de N no ambiente ruminal
(Detmann et al., 2014b).

Sob condi¢des tropicais, 0o BNRU esta positivamente associado a disponibilidade de
N (concentracao dietética de PB e concentracdo de NAR), mas nao sofre influéncia direta da
digestibilidade da dieta (Detmann et al., 2014b). Este comportamento indica que a
deficiéncia dietética de N é a causa da falta de equilibrio no ambiente ruminal concernente
ao balanco de N e situacdes de BNRU negativos podem ser contornadas pela utilizacéo de
suplementos proteicos (Figueiras et al., 2010; Costa et al., 2011; Lazzarini, 2011). De acordo
com avaliagbes conduzidas por Detmann et al. (2014b), seriam necessarias concentracdes
minimas de 9,2 mg NAR/dL de fluido ruminal para proporcionar um equilibrio aparente

entre inpute output de N no rumen (i.e., BNRU = 0) e, consequentemente, garantir boa
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disponibilidade de N para outras demandas no metabolismo animal. Neste experimento, 0
fornecimento de suplementos elevou as concentracdes médias de NAR a valores superiores
a 9,2 mg/dL (Tabela 6), o que suporta a elevacdo das estimativas de BNRU a valores
préximos ou superiores a 0 nos animais suplementados.

Alguns autores tem verificado que o fornecimento de suplementos nitrogenados
podem reduzir o catabolismo de proteina muscular para o uso em demandas metabdlicas de
N de maior prioridade (Rufino, 2011; Detmann et al., 2014d). No entanto, o fornecimento
de suplementos ou alteracbes nos esquemas de suplementacdo nao afetaram a excrecao
urinaria de 3-metil-histidina (Tabela 7), a qual constitui indicador direto da quebra de
proteina muscular.

No entanto, a concentracdo séria de IGF1 foi ampliada tanto pela suplementacéo,
como pela quantidade de suplementos produzidos (Tabela 7). O IGF1 € um regulador
endocrino do crescimento muscular em bovinos e constitui, além de sua acéo independente,
ligacdo importante entre 0 hormonio de crescimento e 0 processo metabdlico de crescimento
(Pell & Bates, 1990; Drewnoski et al., 2014). As concentracdes de IGF1 séo responsivas
tanto ao plano nutricional como a composicdo da dieta, sendo a concentracdo de proteina
aparentemente mais importante do que a concentracao energética (Pell & Bates, 1990). Desta
forma, apesar da auséncia de variacdo na concentracdo de metabdlitos circulemges (gli
aminoacidos, NEFA e triglicérides; Tabela 7), a suplementacdo com compostos
nitrogenados causou estimulo anabdlico sobre a sintese de proteina corporal, o que é
verificado pelos maiores BN e EFUN (Tabela 5). Torna-se importante ressaltar que nao
foram observados efeitos da frequéncia de suplementacao sobre estas caracteristicas.

Farmer et al. (2004a) sugeriram alguns mecanismos que podem ser importantes na
diminuicdo do impacto da reducdo da frequéncia de suplementacdo e minimizacdo das

diferencas no desempenho de bovinos em relacdo a suplementacao diaria, entie estes:
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reciclagem de nitrogénio, o aumento na concentracadAR e o prolongamento ou
manutencao dos niveis de amonia nos dias de nao fornecimento de suplemento.

No presente estudo, o beneficio da manutencdo de NAR ndo se mostrou efeito
consistente devido a queda acentuada das concentracdes de amonia a partir do dia em que os
suplementos foram fornecidos (Figura 1). Avaliacdes indiretas do aumento na reciclagem
poderiam ser verificadas por intermédio de decréscimos no BNRU (Detmann et al., 2014b).
Contudo, ndo foram observados efeitos da frequéncia de suplementacdo sobre o BNRU
(Tabela 5).

A avaliacdo conjunta do comportamento de NAR e NUS para os animais
suplementados de forma infrequente (Figuras 1 e 2) sugere a existéncia de mecanismos
metabolicos de tamponamento para a perda de compostos nitrogenados. Geralmente, as
concentracdes de NAR e NUS séo linearmente associadas (Valadares et al., 1997; Costa et
al., 2011). Contudo, as maximas concentracdes de NAR foram observadas no dia de
fornecimento dos suplementos (Figura 1), ao passo que as maximas concentracdes de NUS
somente foram verificadas no dia posterior ao fornecimento dos suplementos (Figura 2),
indicando conservacdo de nitrogénio no organismo dos animais suplementados
infrequentemente. Ressalta-se que as concentracdes de NAR e NUS néo variaram entre dias
para os demais tratamentos.

A soma destes comportamentos fez com que as excrecbes médias diarias de
nitrogénio e nitrogénio ureico na urinaearga de nitrogénio filtrada pelos rins ndo fossem
afetadas pela frequéncia de suplementacdo (Tabela 7). Adicionalmente, ressalta-se que a
EFNU se reduziu do primeiro para o terceiro dia de avaliacdo com a suplementacdo
infrequente com 60% das exigéncias de PDR. Embora sem diferencas entre dias (P>0,05),
percebe-se que queda similar em EFNU foi verificada para a suplementacao infrequnente co

30% das exigéncias de PDR (Figura 3).
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Desta forma, levanta-se a possibilidade de que mecanismos de tamponamento
existentes no metabolismo animal possam auxiliar, talvez de forma coordenada com os
estimulos anabdlicos, na manutencao do status de nitrogénio dos animais nos dias em que a
suplementacao néo é efetuada, garantindo retencédo de nitrogénio no organismo de forma
similar aos animais suplementados diariamente.

Os efeitos positivos verificados com a ampliacdo na quantidade de suplementos sobre
NMIC e sobre EFM parecem ser resultantes de uma deficiéncia global de compostos
nitrogenados na forragem basal. Como ressaltado anteriormente, além de baixa
disponibilidade de material a ser digerido, ha indicio de baixa disponibilidade do nitrogénio
presente na forragem. Assim, a adicdo de maior massa de nitrogénio suplementar propiciou
maior disponibilidade de nitrogénio e de MOD para o crescimento microbiano no riamen

(Detmann et al., 2014b).

Conclusao

A reducdo na frequéncia de suplementacédo nitrogenada em bovinos alimentados com
forragens tropicais de baixa qualidade ndo compromete a eficiéncia nutricional e metabdlica
dos animais. Contudo, o fornecimento de grandes massas de suplementos nitrogenados

resulta em efeitos negativos sobre o consumo voluntario de forragem.
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CAPITULO 2

Desempenho nutricional e caracteristicas metabdlicas em bovinos alimentados com
forragem tropical de média qualidade em respostas a suplementacao infrequente com

compostos nitrogenados

Introducao

As gramineas tropicais sob pastejo durante a estacao seca do ano apresentam declinio
na qualidade nutricional, o que reflete principalmente em baixa concentracdo de proteina
bruta (PB) e incremento na lignificacdo da parede celular. Em contrapartida, durante o
periodo chuvoso, as forrageiras tropicais, exibem alto crescimento e a forragem produzida
possui valor nutritivo superior aqueles observados durante a época seca. Contudo, segundo
Detmann et al. (2014a), as gramineas tropicais raramente podem ser consideradas dieta
equilibrada para animais em pastejo, pois estas irdo exibir invariavelmente uma ou mais
limitagcBes nutricionais que causardo restricbes sobre o consumo deapdigestdo da
forragem ou a metabolizabilidade dos substratos absorvidos.

Os pastos tropicais durante o periodo chuvoso apresentam desequilibrio na relacéo
proteina:energia, com excesso relativo de energia (Detmann et al., 2010). Desta forma, os
programas de suplementacdo utilizados durante a época das aguas devem focar no
estabelecimento de equilibrio dietético que envolva a elevacéo da concentracao dietética de
proteina para que o excedente relativo de substratos energéticos da forragem possa ser
transformado em produto animal (Detmann et al., 2014a).

De forma geral, a eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio no organismo do animal esta

mais fortemente associada ao suprimento de nitrogénio do que ao conteudo de energia da
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dieta e é ampliada pela melhoria nas condi¢cdes do status de proteina no organismo animal
(Detmann et al., 2014b).

A suplementacdo exclusivamente energética em animais em pastejo durante o
periodo das aguas poderia resultar em incrementos no consumo de pasto, porém verifica-se
aumento na eficiéncia metabodlica somente com o fornecimento de compostos nitrogenados
(Figueiras, 2013).

Segundo Detmann et al. (2009), considerando-se situacfes nas quais deficiéncias
ruminais de compostos nitrogenados sédo observadas, os programas de suplementacdo devem
propiciar concentracdo minima de 9 mg de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR) por dL de
fluido ruminal, garantindo aos microrganismos disponibilidade de compostos nitrogenados
para a sintese dos sistemas enziméaticos microbianos responsaveis pela degradacdo dos
carboidratos fibrosos da forragem. Entretanto, a maioria dos estudos em condi¢des tropicais
tem indicado que estimulos sobre o consumo voluntario sdo observados com a elevacéao da
disponibilidade dietética de nitrogénio a patamares superiores aqueles necessarios para a
degradacéo, evidenciando que existem efeitos secundarios ou metabdlicos do nitrogénio
suplementar (Detmann et al., 20L4a

A eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio para ruminantes é considerada baixa e é
também altamente varidvel em comparacdo a outros animais de producdo. Dentro deste
contexto, a baixa eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio em ruminantes em comparacao aos
nao-ruminantes reflete ndo apenas no desempenho produtivo e na eficiéncia econémica, mas
também na emissao de contaminantes para o meio ambiente (Calsamiglia et al., 2010).

O nitrogénio ruminal funcionalmente disponivel (nitrogénio disponivel para o
crescimento microbiano) se origina ndo somente da proteina degradavel no raimen, mas
também do nitrogénio disponibilizado no ramen através da reciclagem de ureia, que €&

formada a partir do nitrogénio absorvido ou do nitrogénio mobilizado de fontes enddgenas.
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O nitrogénio reciclado tem potencial para contribuir significativamente para o suprimento
de nitrogénio ruminal (Wickersham et al., 2004), fator que tem definido o estudo de
estratégias de suplementacéo infrequente para bovinos manejados em pastagens.

Adicionalmente, entre todos os custos envolvidos no processo de suplementacao, o
de transporte e distribuicdo diaria dos suplementos para animais em pastejo sdo bastante
expressivos. Assim, o fornecimento do suplemento em menor frequéncia poderia permitir
ao pecuarista obter relacéo custo:beneficio mais favoravel, uma vez que este sistema permite
otimizacao e racionalizacdo da méao-de-obra, do combustivel e de maquinarios associados
ao processo de suplementacédo (De Paula et al., 2010).

A suplementacao infrequente consiste basicamente no fornecimento da mesma massa
de suplementos ofertados aos animais suplementados diariamente; contudo, a massa é
ofertada de forma acumulada em dias alternados, sendo esta alternancia variavel em funcéo
da estratégia de manejo definida para o sistema de producéo.

O entendimento comparativo dos impactos da suplementacdo com compostos
nitrogenados em diferentes frequéncias de fornecimento poderia fornecer informacdes
essenciais sobre formas de suplementacdo que otimizassem a economia de nitrogénio no
sistema bioldgico representado pelo animal ruminante e também gerar informagdes sobre o
equilibrio entre fornecimento, retencdo corpOrea e perdas ambientais de nitrogénio em
programas de suplementagéo.

Desta forma, objetivose avaliar os efeitos da suplementacéo infrequente com
compostos nitrogenados no rumen sobre o desempenho nutricional, caracteristicas
metabolicas e dinamica ruminal dos compostos fibrosos em bovinos alimentados com

forragem tropical de média qualidade.

Material e Métodos
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O experimento foi conduzido no Laboratério de Animais e no Laboratério de
Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia (DZO) da Universidade Federal de Vicosa,
Vicosa-MG.

Foram utilizados cinco novilhos mesticos, ndo castrados, com peso corporal (PC)
médio inicial de 241+16 kg, fistulados no rimen e no abomaso. Os animais foram mantidos
em baias individuais cobertas, com piso de concreto, dispostas com comedouro e acesso
irrestrito a agua e mistura mineral.

Os procedimentos experimentais foram conduzidos conforme normas da Comisséo
de Etica no Uso de Animais de Producéo da Universidade Federal de Vicosa (CEUAP-UFV
protocolo 17/2013).

A alimentacdo volumosa basal foi constituida por feno de capim braquiaria
(Brachiaria decumbens) com teor médioREde 80,5 g/kg de matéria seddS; Tabela
1), o qual foi fornecido diariamente ad libitum, as 6h00 e 18h00, permitindo-se sobras de
aproximadamente 100 g/kg de forragem fornecida.

Foram avaliados os seguintes tratamentos: controle, sem suplementacdo (somente
forragem); 30/D, suplementacao diaria com o fornecimento diario de 30% das exigéncias de
proteina degradavel no ramen (PDR); 30/1, suplementacéo infrequente (a cada trés dias) com
o fornecimento equivalente diario de 30% das exigéncias de PDR; 60/D, suplementacéo
diaria com o fornecimento diario de 60% das exigéncias de PDR; 60/I, suplementacéo
infrequente (a cada trés dias) com o fornecimento equivalente diario de 60% das exigéncias
de PDR.

As exigéncias de PDR foram calculadas com base no sistema BR-CORTE
(Marcondes et al., 2010), considerando-se um novilho mestico Eusopfabu, nao
castrado, com 250 kg de PC e ganho esperado de 500 g/dia. Para os tratamentos com

fornecimento de 30 e 60% das exigéncias de PDR, foram fornecidos, em média, Q10 e 22
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g de PB suplementar diariamente. No caso dos tratamentos com suplementacao infrequente,
a massa de PB suplementar diaria foi mantida, sendo, contudo, fornecida a cada trés dias,
perfazendo, em média, 330 e 660 g de PB no dia determinadosog@iamentacao, seguido
por dois dias sem o fornecimento de suplemento.

Como fonte de PB suplementar foi utilizada mistura de caseina e ureia:sulfato de
amonio (9:1). O suplemento foi constituido por 85 e 15% de caseina e ureia:sulfato de

amonio, respectivamente, apresentando, aproximadamente, PBAgVS (Tabela 1).

Tabela 1 - Teores médios de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina
(FDNcp), proteina insolivel em detergente neutro (PIDN), carboidratos nao

fibrosos (CNF), lignina e FDN indigestivel (FDNi) no feno e no suplemento

ltem Fend Suplemento
MSt 902,4+2,4 893,5
MO? 944,6+0,5 981,2
PB? 80,5+2,6 1140,0
EE? 9,1+0,4 15
FDNCp2 771,%4,1 -
PIDN? 46,8+2,9 -
CNF?3 83,0+4,4 93,8
Lignina? 58,1+1,9 -
FDNi? 337,3£12 -

lg/kg de matéria naturad.g/kg de matéria secéalculados segundo Detmann & Valadares Filho
(2010).# Média + erro padréo.

Previamente ao inicio do experimento os animais foram adaptados por 15 dias as
condi¢cdes de manejo, as instalacdes e a forragem ofertada.

O experimento foi constituido de cinco periodos experimentais com 24 dias de
duracdo cada. Devido a suplementacdo infrequente ocorrer a cada trés dias, todas as

atividades foram realizadas em conjunto de dias multiplos de trés. Os primeiros nove dias
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de cada periodo experimental foram destinados a adaptacdo dos animais aos suplementos e
as frequéncias de fornecimento.

A suplementacdo caracteristica de cada tratamento foi iniciada no primeiro dia de
cada periodo experimental. O suplemento total foi fracionado em duas porcbes de mesmo
peso, acondicionado em sacos de papel e fornecido diretamente no ramen dos animais
simultaneamente ao fornecimento da forragem (6h00 e 18h00).

O consumo e os coeficientes de digestibilidade foram avaliados do 10° ao 16° dia de
cada periodo. Neste sentido, foi computado o fornecimento de feno médio do 10° ao 15° dias
e as sobras obtidas do 11° ao 16° dias. Amostras do feno fornecido e das sobras deste periodo
foram compostas proporcionalmente, com base no peso seco ao ar, por animal e periodo
experimental.

A excrecdo fecal foi avaliada por intermédio de coletas pontuais de fezes, realizadas
do 11° ao 16° dias de cada periodo experimental, seguindo-se a distribuicdo:- #1f0fia
e 16h00; 12° dia 6h00 e 18h00; 13° dia8h00 e 20h00; 14° dial0h00 e 22h00; 15° dia
—12h00 e 24h00; e 16°dia2h00 e 14h00.

Com o objetivo de se estimar o fluxo abomasal, os animais raoebetre 0 8° e 0
15° dias de cada periodo experimental, 4 g/dia do indic2ad&DTA (Udén et al., 1980).

O indicador foi fracionado em quatro doses de mesmo peso e acondicionados no rimen dos
animais a cada seis horas (06h00, 12h00, 18h00 e 24h00). Desta forma, entre 0 11° e 0 16°
dia de cada periodo experimental, foram realizadas coletas de digesta abomasal seguindo-se
a distribuicdo: 11° dia 6h00; 12° dia-10h00; 13° dia- 14h00; 14° dia- 18h00; 15° dia

22h00; e 16° dia 2h00, sendo coletadas aproximadamente 1 L de digesta em cada horario
As amostras de digesta abomasal foram divididas em duas partes. A primeira parte
(aproximadamente 750 mL) foi utilizada para estimar o fluxo abomasal de digesta, sendo as

amostras filtradas em tecido nailon (malha com porosidade deni0para separacdo das
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fases liquida e solida, as quais foram avaliadas independentemente. A segunda parte
(aproximadamente 250 mL) foi congelada e ao final de cada periodo experimental, foram
realizadas amostras compostas por animal, sendo essas amostras utilizadas para o isolamento
de bactérias (Reynal et al., 2005; Krizsan et al., 2010).

Do 16° ao 18° dias de cada periodo experimental foram realizadas coletas totais de
urina. Foram adaptados aos animais funis coletores sob a regido peniana, os quais foram
acoplados a mangueiras de polietiieno que direcionavam a urina a reservatorios de
polietileno mantidos em caixas de isopor com gelo. As coletas foram iniciadas as 6h00 do
16° dia de cada periodo. Ao final de cada periodo de 24 horas, o total de urina foi mensurado
e duas aliguotas de 50 mL foram obtidas. A primeira foi conduzida ao Laboratério de
Nutricdo Animal do DZO para avaliacado dos teores de nitrogénio total (método INCT-CA
N-001/1; Detmann et al., 2012), ureia (método enzimatico colorimétrico com fator clareante
de lipides; Human® 10505) e creatinina (método do picrato alcalino; Human®A006).
segunda aliquota de urina foi congelada (-80°C), e enviada para laboratério comercial
(Laboratérios Hermes Pardini, Belo Horizonte, MG) para quantificacdo dos teores de 3-
metil-histidina por intermédio de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC).

Nos 19° 20° e 21° dias de cada periodo experimental foram coletadas amostras
sanguineas dos animais as 6h00, 12h00, 18h00 e 24h00, diretamente da veia jugular
utilizando tubos com vacuo e gel acelerador de coagulacdo (BD Vacutainer®, SST I
Advance). Ao final do periodo de coleta foram produzidas trés amostras compostas por
animal em cada periodo experimental, as quais foram enviadas para laboratorio comercial
(Laboratorio Hermes Pardini, Belo Horizonte, MG) para serem analisadas quanto as
concentracdes séricas de: ureia (método enzimatico colorimétrico com fator clareante de

lipides; Human® 10505), creatinina (método do pricrato alcalino; Human® 006), glicose
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(método enzimatico colorimétrico; Biosystems® A15) e triglicérides (método enzimatico
colorimétrico; Biosystems® A15).

Ainda durante os 19°, 20° e 21° dias, imediatamente apds as coletas de sangue foram
tomadas amostras de conteudo ruminal as 6h00, 12h00, 18h00 e 24h00 para avaliacdo do
pH, da concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR) e de acidos graxos volateis
(AGV; acetato, propionato e butirato). As amostras foram coletadas manualmente na
interface liquido:solido do ambiente ruminal, filtradas por camada tripla de gaze e
submetidas a avaliacdo do pH por intermédio de potenciébmetro digital. Em seguida, foi
separada uma aliquota de 40 mL, fixada com 1 mL&H1:1) e congelada (-20°C) para
posterior analise da concentracdo de NAR. Uma segunda aliquota de 20 mL foi fixada com
5 mL de acido meta-fosforico (250 g/L) e congelada (-20°C) para avaliacdo pasterior
concentracdo de AGV.

No 22° e 24° dias foram realizados 0s esvaziamentos ligpara quantificacdo da
massa residente de fibra no ramen e das taxas de degradacéo e passagem do material fibroso.
No 22° dia, o contetdo ruminal foi retirado as 10h00 (4 horas apés a alimentacdo matinal) e
no 24° dia, as 6h00 (antes da alimentacdo mati@amaterial coletado faoondicionado
em recipiente de polietileno e pesado. Ap6s homogeneizacéo, aliquota de aproximadamente
50 g/kg do material foi retirada, sendo o material restante retornado ao rimen dos animais.
Ressalta-se que o esvaziamento ruminal n&do foi realizado duréstedias, como
preconizado para os demais procedimentos, devido ao grande estresse provocado nos
animais.

As amostras de feno, sobras, fezes, digesta abomasal (fases liquida e sdlida) e de
conteudo ruminal (amostra oriunda do esvaziamento), foram secas em estufa com ventilagao
forcada (60°C), processadas em moinho de facas (1 e 2 mm) e compostas, com base no peso

seco ao ar, por animal e periodo experimental.
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Posteriormente, as aliquotas de feno, sobras, fezes e digesta abomasal, processadas
em peneiras de porosidade 1 mm, foram avaliadas quanto aos teores de MS pelo método
INCT-CA G-003/1, matéria organica (MO) pelo método INCT-CA M-001/1, PB pelo
meétodo INCT-CA N-004, extrato etéreo (EE) pelo método INCT-CA G-005/1, fibra em
detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp) pelos métodos INCT-CA F-
002/1, INCT-CA M-002/1 e INCT-CA N-004/1, e lignina pelo método INCT-CA F-005/1,
conforme técnicas descritas por Detmann et al. (2012).

As amostras de digesta abomasal (fases liquida e sélida) foram avaliadas quanto a
sua concentracdo de cobalto por intermédio de espectrofotometria de absorcao atdémica.

As amostras de feno, sobras, fezes, digesta abomasal (fase soélida) e de conteudo
ruminal (amostra oriunda do esvaziamento), processadas em peneira de 2 mm, foram
avaliadas quanto ao teor de FDN indigestivel (FDNi) pelo método INCT-CA F-009/1,
utilizando-se sacos F57 (Ankom®) em procedimento de incubacéo in situ por 288 horas
(Detmann et al., 2032

A excrecao fecal de MS foi estimada pela razdo entre a concentragédo fecal e o
consumo diario de FDNi. O fluxo abomasal de matéria seca foi estimado utilizando a FDNi
como indicador da fase solida e o Co-EDTA como indicador de fase liquida. Para este
procedimento, pressupds-se que a FDNi constituiu indicador ideal, estando, portanto
concentrada apenas na fase soélida, ao passo que o Co-EDTA foi considerado indicador na
ideal, concentrando-se na fase liquida, mas podendo ser parcialmente deslocado para a fase
sélida. Os fatores de reconstituicdo da digesta foram obtidos segundo France & Siddons
(1986).

As taxas relativas a dindmica ruminal da FDN, da FDN potencialmente digestivel
(FDNpd) e da FDNi foram estimadas por intermédio das equagdes:

MRFDN = MRmx[FDNR] @
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MRFDNi = MRmx[FDNIR] Y@

MRFDNpd = MRFDN — MRFDNi ) (3
kFDN = PPN oy —
MRFDN ) (
KIFDNpd = SFONPd o s
MRFDNpd ) (
FaFDN
kpFDN= =24 .
P MRFDN ); (6

FaFDN-CFDNI | 24

kpFDNpd= : :

PrEmP MRFDNpd ), (7
. CFDNiI

kpFDNi= = +24 ); (8

kdFDNpd= kiFDNpd — kpFDNpd ) (9

em gue: MRFDN = massa ruminal de FDN (g); MRm = massa ruminal de MS (g); [FDNR]
= concentracao ruminal de FDN (g/g de MS); MRFDNpd = massa ruminal dpd~@QN
MRFDNi = massa ruminal de FDNi (g); [FDNIR] = concentracao ruminal de FDNi (g/g de
MS); kiFDN = taxa de ingestdo de FDN (/h); CFDN = consumo de FDN (g/dia); kiFDNpd
= taxa de ingestdo de FDNpd (/h); CFDNpd = consumo de FDNpd (g/dia); kpFDN= taxa de
passagem ruminal da FDN (/h); FaFDN = fluxo abomasal de FDN (g/dia); kpFDNpd= taxa
de passagem ruminal da FDNpd (/h); FaFDN = fluxo abomasal de FDN (g/dia); GFDNi
consumo de FDNi (g/dia); kpFDNi = taxa de passagem ruminal da FDNi (/h); e kdEDNpd
taxa de degradacgéo da FDNpd (/h).

A concentracdo de NAR foi quantificada pelo método colorimétrico INCT-CA N-
006/1 (Detmann et al., 2012). As concentracdes obtidas nos diferentes tempos de
amostragem foram combinadas por animal e periodo, dentro de cada dia de coleta,

produzindo-se, ao final, valor Unico, representativo da média diéria de concentracéo de NAR
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para cada um dos dias de avaliacdo. Combinacé&o similar foi conduzida sobre os valores de
pH ruminal.

As amostras de liquido ruminal relativas a avaliacdo da concentracdo de AGV, depois
de descongeladas, foram compostas proporcionalmente (volumes iguais para cada coleta)
por animal e periodo, sendo produzidas entdo amostras relativas aos trés dias de, avaliacdo
as quais foram analisadas por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC;
cromatografo Shimadzu, modelo SPD-10A VP), utilizando-se coluna de fase reversa (fase
movel de acido orto-fosforico em agua, 10 mL/L) e detector ultra-violeta em comprimento
de onda de 210 nm.

As amostras de bactérias associadas as fases liquida e de particula, ambas oriundas
do isolamento na digesta abomasal, foram avaliadas quanto aos teores de nitrogénio (Método
INCT- CA N-001/1; Detmann et al., 2012) e bases puricas (Ushida et al., 1985). A producao
ruminal de compostos nitrogenados microbianos foi quantificada por intermédio do produto
entre concentracae fluxo diario de digesta abomasal. As bases puricas foram utilizadas
como indicador para avaliacdo da concentracdo microbiana na digesta abomasal, tomando-
se como base a relacaanX:Niwtal Nas bactérias isoladas em cada fase.

As estimativas do balanco aparente de compostos nitrogenados foram obtidas pela
subtracdo das excrecfes fecais e urinarias do consumo de nitrogénio. Para este célculo
considerou-se a média de excre¢do urinaria de nitrogénio nos trés dias de avaliacao.

A carga de nitrogénio ureico filtrada pelos rins e a excrecao fracional de nitrogénio

ureico foram estimadas adaptando-se as proposi¢cdes de Reece (2006) por intermédio das

equacoes:

cnNUF = EYC nus ), (10
CSC

EFNU = E9NY ), (11
CNUF
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em que: CNUF = carga de nitrogénio uréico filtrada pelos rins (g/dia); EUC = excrecéo

urinaria de creatinina (g/dia); CSC = concentracdao sanguinea de creatinina (g/dL); NUS =
concentracdo de nitrogénio uréico no soro (g/dL); EFNU = excrecéo fracional de nitrogénio
uréico (g/g); EUNU = excrec¢ao urinaria de nitrogénio ureico (g/dia).

As estimativas de CNUF e EFNU foram avaliadas para cada um dos dias de coletas
urinarias.

Os experimento foi implementado e analisado segundo delineamento em quadrado
latino 5x 5, com cinco tratamentos, cinco animais e cinco periodos experimentais segundo
esquema fatorial 2 2 + 1 (dois niveis de suplementacao: 30 ou 60% das exigéncias de PDR;
duas frequéncias de suplementacao: diaria ou a cada trés dias; mais tratamento controle, sem
suplementacao). Os efeitos de tratamentos foram assumidos como fixos, ao passo que 0s
efeitos de animal e periodo experimental foram assumidos como aleatorios.

As variaveis mensuradas e avaliadas em funcéo de diferentes dias (NAR, NUS, pH
ruminal, concentracdes de AGV, concentracdes sanguineas de glicose e triglicérides,
excrecdes urindrias de nitrogénio, nitrogénio ureico e 3-metilhistidina; CNUF e )EFNU
foram avaliadas em esquema de medidas repetidas no tempo por intermédio de método de
modelos mistos (Kaps & Lamberson, 2004). Para este caso, foi realizada previamente a
escolha da melhor estrutura de matriz de (co)variancias por intermédio do critério de Akaike
corrigido, optando-se por estrutura com simetria composta. O computo dos graus de
liberdade foi realizado segundo o critério de Kenward-Rogers.

Todos o0s procedimentos estatisticos foram conduzidos por intermédio do
procedimento MIXEDdo SAS (Statiscal Analysis System; versao 9.4) adotando-se 0,05

como nivel critico de probabilidade para o erro tipo

Resultados
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De forma geral, o fornecimento de suplemento ndo alterou (P>0,05) o consumo
voluntario, com excecdo dos consumos de PB, o qual foi ampliado (P<0,05) com o
fornecimento de suplementos (Tabela 2). Além disso, verificou-se efeito da quantidade de
suplemento ofertado, para o consumo de PB, o qual foi maior (P<0,05) quando os
suplementos contemplavam 60% das exigéncias de PDR.

Houve efeito da frequéncia de fornecimento de suplementos para os consumos de
MO digerida (MOD)e FDN digerida (FDND), os quais foram menores (P<0,05) nos
tratamentos com fornecimento infrequente. Adicionalmente, os consumos de MS, MS de
forragem, MO e FDN expressos em funcéo do peso corporal foram menores (P<0,05) para
a suplementacéao infrequente em relacdo aos tratamentos cuja suplementacao foi realizada
diariamente (Tabela 2).

Nao foram verificados efeitos (P>0,05) da frequéncia de suplementacdo sobre os
coeficientes de digestibilidade total, ruminal e intestinal, e sobre a concentracdo deaMOD n

dieta (Tabela 3).
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Tabela 2 - Consumo voluntario de matéria seca (MS), MS de forragem (MSF), matéria organiceo{si@g pruta (PB), fibra em detergente
neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp), fibora em detergente neutro indigestivel fONMigerida (MOD) e fibra em

detergente neutro digerida (FDIN FDN néo digerida (FDNND) e relacdo PB:MOD em funcao dos diferentes tratamentos

Tratamentos Valor-P
Item Controle 30/D 30/1 60/D 60/1 EPM Cvs. S Q F QxF
kg/dia

MS 4,984 5,084 4,792 5,541 4,771 0,4158 0,848 0,464 0,090 0,423
MSF 4,984 4,991 4,699 5,355 4,585 0,4158 0,817 0,672 0,090 0,423
MO 4,715 4,808 4,535 5,248 4,518 0,3929 0,842 0,452 0,091 0,419
PB 0,400 0,515 0,486 0,645 0,582 0,0319 <0,001 0,001 0,088 0,501
FDNcp 3,832 3,837 3,617 4,132 3,536 0,3153 0,836 0,633 0,086 0,404
FDNi 1,643 1,601 1,516 1,760 1,530 0,1776 0,726 0,418 0,151 0,491
MOD 2,272 2,445 2,300 2,705 2,204 0,1749 0,386 0,572 0,041 0,230
FDND 2,011 2,102 1,978 2,243 1,822 0,1490 0,857 0,953 0,043 0,241
FDNND 1,821 1,735 1,639 1,890 1,713 0,2320 0,570 0,349 0,267 0,736

PB:MOD? 176 213 216 238 273 - - - - -

o/ kg de peso corporal

MS 19,4 20,6 19,1 21,6 18,2 1,87 0,702 0,949 0,044 0,379
MSF 19,4 20,2 18,8 20,9 17,5 1,87 0,942 0,787 0,045 0,376
MO 18,4 19,5 18,1 20,5 17,2 1,78 0,708 0,954 0,043 0,359
FDNcp 14,9 15,5 14,4 16,1 13,5 1,41 0,966 0,831 0,044 0,375
FDNi 6,4 6,5 6,0 6,8 5,8 0,76 0,835 0,889 0,096 0,548

! Controle, sem suplementacéo; 30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 60é&halas eé¥irias de PDR, respectivamente; D e |,
suplementos ofertados diariamente ou infrequentemente (a cada 3 dias), respectivamente.

2 C vs. S, controle versus suplementados; Q, efeito da quantidade de suplemento;da féiteéncia de suplementacdo; Q x F, interacdo entre quantidade
de suplemento e frequéncia de suplementacao.

3 g PB/kg MOD.
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O fornecimento de suplemento ampliou (P<0,05) os coeficientes de digestibilidade
ruminal, intestinal e total da PB (Tabela 3). Além disso, observou-se efeito da quantidade de
suplemento ofertada, verificando que maiores valores (P<0,05) de digestibilidade ruminal e
total da PB nos tratamentos cuja oferta correspondia a 60% das exigéncias de PDR em
relacdo aos tratamentos com 30% das exigéncias de PDR. Ressalta-se que valores positivos
para digestibilidade ruminal da PB somente foram verificados quando 60% das exigéncias
de PDR foram supridas (Tabela 3).

Houve efeito de interacdo (P<0,05) entre quantidade de suplemento e frequéncia de
suplementacao para o coeficiente de digestibilidade ruminal da MO. Contudo, o0 estudo desse
efeito ndo evidenciou diferenca entre os niveis dos fatores estudados (P>0,05).

Observou-se efeito da quantidade de suplemento (P<0,05) sobre a massa ruminal de
FDNi, sendo que maiores massas foram verificadas com o fornecimento de 30% das
exigéncias de PDR, independentemente da frequéncia de fornecimento dos suplementos.
Houve efeito de interacdo (P<0,05) entre frequéncia de fornecimento e quantidade de
suplemento sobre a massa ruminal de FDN, cujo desmembramento evidenciou que apenas
no tratamento com o fornecimento de 60% das exigéncias de PDR de forma infrequente
houve queda (P<0,05) na massa ruminal de AR&hhum efeito foi verificado sobre a
massa ruminal de FOpdl (P>0,05; Tabela 4).

Nenhum efeito foi verificado (P>0,05) sobre as taxas associadas a dinamica ruminal
dos compostos fibrosos (Tabela 4).

O consumo de nitrogénio apresentou 0 mesmo comportamento verificado para o
consumo de PB (Tabela 5). Por outro lado, nenhum efeito (P>0,05) foi verificado sobre a

excrecéo fecal de nitrogénio.
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Tabela 3 - Coeficientes de digestibilidade (g/g) ruminal, intestinal e total da matéria organica (MO), protai(iaB) e fibra em detergente
neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp) e concentracao dietética de matéria organicé\@erigékg MS) em funcéo dos
diferentes tratamentos

Tratamentos Valor-P?

Item Controle 30/D 30/1 60/D 60/1 EPM Cvs. S Q F QxF
Ruminaf

MO 0,322 0,295 0,362 0,360 0,305 0,0423 0,778 0,895 0,826 0,036

PB -0,335 -0,139 -0,047 0,090 0,005 0,0687 <0,001 0,019 0,946 0,116

FDNcp 0,539 0,501 0,535 0,528 0,518 0,0319 0,331 0,769 0,459 0,202
Intestinaf

MO 0,245 0,297 0,215 0,258 0,263 0,0529 0,675 0,867 0,189 0,138

PB 0,589 0,629 0,601 0,623 0,645 0,0360 0,030 0,172 0,807 0,080

FDNcp -0,014 0,092 0,011 0,051 0,003 0,0494 0,169 0,474 0,075 0,619

Total

MO 0,489 0,509 0,505 0,526 0,496 0,0341 0,177 0,731 0,206 0,303

PB 0,454 0,587 0,589 0,657 0,655 0,0335 <0,001 0,001 0,986 0,868

FDNcp 0,532 0,547 0,543 0,553 0,525 0,0320 0,503 0,646 0,236 0,374

MOD 463 481 478 499 470 32,3 0,173 0,691 0,214 0,303

! Controle, sem suplementacéo; 30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 60é&halas é¥irias de PDR, respectivamente; D e |,
suplementos ofertados diariamente ou infrequentemente (a cada 3 dias), respectivamente.

2 C vs. S, controle versus suplementados; Q, efeito da quantidade de suplemento;da féiteéncia de suplementacdo; Q x F, interacdo entre quantidade
de suplemento e frequéncia de suplementacéo.

3 Calculado como fragdo do que chegou ao local de digestéo.

78



Tabela 4- Massa ruminal de fibra em detergente neutro (MRFDN), fibra em detergente neutro potencialmente disgestivel (MRFDiNml) e de
em detergente neutro indigestivel (MRFDNI), taxas de ingestéo (ki), e de degradacao (kd) diaFINNed e taxas de passagem (kp)
da FDN, da FDNpd, e da FDNi em funcédo dos diferentes tratamentos

Tratamentos Valor-P?
Item Controle 30/D 30/1 60/D 60/1 EPM Cvs. S Q F QxF
g/kg de peso corporal
MRFDN 17,7 17,7 18,0 17,8 15,8 1,64 0,473 0,048 0,100 0,028
MRFDNpd 4,1 3,4 3,5 4,2 3,3 0,52 0,264 0,390 0,315 0,215
MRFDNi 13,6 14,3 14,5 13,6 12,5 1,42 0,895 0,039 0,474 0,275

ki FDN 0,0364 0,0383 0,0337 0,0403 0,0363 0,00508 0,762 0,315 0,067 0,888
ki FDNpd 0,0993 0,1117 0,1059 0,1035 0,1010 0,01491 0,676 0,624 0,757 0,900
kd FDN 0,0194 0,0193 0,0181 0,0203 0,0191 0,00256 0,878 0,380 0,312 0,965
kd FDNpd  0,0927 0,0961 0,0979 0,0931 0,0923 0,01425 0,880 0,738 0,968 0,921
kp FDN 0,0170 0,0191 0,0155 0,0200 0,0172 0,00305 0,597 0,409 0,058 0,800
kp FDNpd  0,0066 0,0156 0,0080 0,0104 0,0087 0,00333 0,227 0,449 0,127 0,313
kp FDNi 0,0201 0,0207 0,0177 0,0232 0,0197 0,00370 0,932 0,231 0,088 0,884

! Controle, sem suplementacdo; 30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 6Qéhalas diérias de PDR, respectivamente; D e |,
suplementos ofertados diariamente ou infrequentemente (a cada 3 dias), respectivamente.

2 C vs. S, controle versus suplementados; Q, efeito da quantidade de suplemento;dg féajteéncia de suplementacdo; Q x F, interacdo entre quantidade
de suplemento e frequéncia de suplementacéo.
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N&o observou-se efeito (P>0,05) da suplementacédo, da quantidade de suplemento,
frequéncia de suplementacéo ou sua interacdo sobre o balanco de compostos nitrogenados
(BN) e sobre a eficiéncia de uso do nitrogénio (EFUN) (Tabela 5)

O balanco de compostos nitrogenados no raimen (BNRU) foi incrementado (P<0,05)
pelo fornecimento de suplementos e foi superior (P<0,05) com o fornecimento de 60% em
relacdo a 30% das exigéncias de PDR. Esta variavel ndo foi afetada (P>0,05) pela frequéncia
de suplementacéo ou pela interacdo entre frequéncia e quantidade de suplementos (Tabela
5). Ressalta-se que somente foram observados valores positivos de BNRU nos animais
suplementados.

O fluxo intestinal de compostos nitrogenados microbianos (NMIC, g/dia), e a
eficiéncia de sintese microbiana (EFM) nao foram afetados (P>0,05) pela suplementacéo,
guantidade de suplementos, frequéncia de suplementacdo ou interacdo quantidade de
suplemento e frequéncia de suplementacéo (Tabela 5).

O pH ruminal ndo diferiu (P>0,05) entre controle e tratamentos envolvendo
suplementacao (Tabela 6). Houve interacdo (P<0,05) entre frequéncia de suplengentacao
guantidade de suplemento, no qual os tratamentos com o suprimento de 30% das exigéncias
de PDR com fornecimento infrequente e 60% das exigéncias de PDR com fornecimento
diario apresentaram menores valores (P<0,05) de pH em relacdo aos demais tratamentos
envolvendo suplementacao. Observou-se efeito de dia (P<0,05) sobre os valores de pH, cujos
maiores valores (P<0,05) de pH ruminal foram observados no primeiro dia de amostragem

(1° dia— 6,38; 2° dia- 6,20 3° dia- 6,19.
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Tabela 5 - Consumo de nitrogénio (CN, g/dia), excrecao fecal de nitrogénio (EFN, g/dia), hadaegteale compostos nitrogenados (BN, g/dia),
eficiéncia de uso do nitrogénio (EFNU, g/g N ingerido), balanco nitrogenado no rimen (BNRU, g/dia), fluxo lidestmapostos
nitrogenados microbianos (NMIC, g/dia) e eficiéncia de sintese microbiana (EFM - g PB amarkfpide MO digerida) em funcéo

dos diferentes tratamentos

Tratamentos Valor-P
Item Controle 30/D 30/1 60/D 60/ EPM Cvs. S Q F QxF
CN 63,9 82,4 77,8 103,2 93,1 5,11 <0,001 0,001 0,088 0,499
EFN 35,3 34,1 31,9 35,8 23,6 4,08 0,408 0,505 0,146 0,777
BN 3,3 9,6 7,1 17,4 9,0 3,90 0,063 0,159 0,122 0,381
EFUN 0,05 0,12 0,09 0,17 0,10 0,047 0,126 0,386 0,206 0,542
BNRU -21,4 -12,1 -4,8 9,0 1,7 5,83 0,001 0,006 0,998 0,100
NMIC 31,1 40,5 44,8 53,6 42,6 7,81 0,073 0,420 0,615 0,262
EFM 84,4 100,2 122,3 123,1 130,9 20,05 0,123 0,417 0,439 0,710

! Controle, sem suplementacéo; 30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 60éhalas é¥irias de PDR, respectivamente; D e |,
suplementos ofertados diariamente ou infrequentemente (a cada 3 dias), respectivamente.

2 C vs. S, controle versus suplementados; Q, efeito da quantidade de suplemento;da féiteéncia de suplementacdo; Q x F, interacdo entre quantidade
de suplemento e frequéncia de suplementacéo.
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A concentracdo de NAR foi incrementada nos tratamentos com suplementacao
nitrogenada em relacdo ao tratamento controle (P<0,05; Tabela 6). Adicionalmente,
observou-se efeito da quantidade de suplemento, evidenciando maiores valores (P<0,05) nos
tratamentos com o suprimento de 60% das exigéncias de PDR em relacdo ao suprimento de
30% das exigéncias de PDR (P<0,05); e efeito de frequéncia de suplementacdo, sendo
maiores valores de NAR observados nos tratamentos cujos suplementos foram fornecidos
de forma infrequente (P<0,05).

Ainda em relacdo a concentracdo de NAR, houve efeito de interacdo entre dias de
amostragem e tratamentos (P<0,05). O desmembramento deste efeito mostrou que apenas
nos tratamentos cuja suplementacéo foi infrequente houve diferenca entre dias (P<0,05),
observando-se maiores valores (P<0,05) de NAR no primeiro dia de amostragem, com queda
gradativa na concentracdo para os demais dias (Figura 1).

A concentracdo ruminal de acidos graxos volateis (AGV) néo diferiu (P>0,05) entre
tratamentos (Tabela 6). Sobre esta vali@bservou-se efeito de dia (P<0,05), havendo
gueda na concentracado de AGV no terceiro dia de amostragem-(B128; 2° dia- 5,271;
3° dia— 4,41)).

Adicionalmente, ndo foram verificados efeitos (P>0,05) de suplementagéo,
guantidade de suplemento, frequéncia de fornecimento, dia de amostragem e as respectivas
interacbes sobre as propor¢cbes molares de acetato, propionato, butirato e sobre a relagéao

acetato:propionato (Tabela 6).
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Tabela 6 - Concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR/dL), pH ruminal, concentracdo ruminal de acidos graxos volateis (AGV
mmol/dL), proporcdo molar de acetato, propionato e butirato (mmol/100mmol) e relacdo acetato:propionato (A:P)oedosunca
diferentes tratamentos

Tratamentos Valor P
Item Controle 30/D 30/1 60/D 60/1 EPM Cuvs. S Q F QxF D TxD
pH 6,30 6,29 6,21 6,19 6,31 0,098 0,302 0,966 0,667 0,027 <0,001 0,655
NAR 6,8 13,8 16,4 21,3 28,0 1,85 <0,001 <0,001 0,009 0,197 <0,001 <0,001

AGV 4,971 4,606 4,810 5,105 5,193 0,4806 0,916 0,227 0,683 0,871 0,046 0,353
Acetato 67,71 66,50 68,08 67,01 67,71 0,860 0,653 0,930 0,148 0,565 0,161 0,609
Propionato 20,64 21,59 21,27 21,21 20,67 0,384 0,125 0,124 0,174 0,723 0,305 0,256
Butirato 11,65 11,91 10,65 11,78 11,62 0,665 0,790 0436 0,195 0,310 0,267 0,579
AP 3,30 3,09 3,22 3,19 3,31 0,098 0,310 0,265 0,162 0,917 0,221 0,425

! Controle, sem suplementacdo; 30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 6Q&halas diérias de PDR, respectivamente; D e |,
suplementos ofertados diariamente ou infrequentemente (a cada 3 dias), respectivamente.

2 C, controle versus suplementados; Q, efeito da quantidade de suplementito Badfequéncia de suplementacéo ; Q x F, interagdo entre quantidade de
suplemento e frequéncia de suplementacéo; D, efeito do dia de amostragBrinieracéo entre tratamento e dia de amostragem.
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Figura 1 - Concentracdo meédia diaria de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR) em funcao
dos dias de amostragem e dos diferentes tratamentos (Controle, sem
suplementacao; 30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 60% das
exigéncias diarias de PDR, respectivamente; D e |, suplementos ofertados
diariamente ou infrequentemente, respectivamente; para maiores detalhes,
consultar a Tabela 6). Médias, dentro dos tratamentos com suplementacéo

infrequente, seguidas por letras diferentes, sao diferentes (P<0,05).

Nado houve efeito de suplementacdo ou da frequéncia de fornecimento dos
suplementos sobre a concentragcéo sanguinea de glicose (P>0,05); entretanto, houve aumento
(P<0,05) na glicose sanguinea quando elevou-se a quantidade de suplemento de 30% para
60% das exigéncias de PDR. Além disso, para essa variavel observou-se também efeito de
dia (P<0,05), cujos valores médios de glicose sanguinea foram maiores no terceiro dia de
amostragem (1° dia44,3; 2° dia- 46,0; 3° dia- 50,4).

Observou-se efeito da frequéncia de suplementacgéo sobre a concentragcdo sanguinea

de triglicérides cujos valores foram maiores (P<0,05) nos tratamentos com fornecimento
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diario em relacdo aos tratamentos com fornecimento infrequente, ndo sendo observados
efeitos de suplementacédo, quantidade de suplemento, dia de amostragem ou suas interacdes
(P>0,05; Tabela 7).

Nado foram verificados efeitos (P>0,05) de suplementacdo, quantidade de
suplemento, frequéncia de fornecimento, dia de amostragem e as respectivas interacdes
sobre a excrecéao urinaria de 3-metil-histidina (Tabela 7).

A suplementacdo aumentou (P<0,05) a excrecao urinaria de nitrogénio, ndo sendo
verificados efeitos (P>0,05) de quantidade de suplemento, frequéncia de fornecimento, dia
de amostragem e das respectivas interacdes (Tabela 7).

A excrecdo urinaria de nitrogénio ureico (EUNU) foi maior nos animais
suplementados em relacdo aos animais do tratamento controle (P<0,05). Adicionalmente,
houve efeito da quantidade de suplemento (P<0,05), cujos tratamentos cuja suplementacao
contemplava 60% das exigéncias PDR apresentaram maiores EUNU em relacdo aos animais
com suplementacdo de 30% das exigéncias de PDR (Tabela 7). Nao foram verificados
efeitos (P>0,05) da frequéncia de suplementacdo, dia de amostragem ou das interacdes

estudadas.
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Tabela 7- Concentracdo sanguinea de glicose (mg/dL), triglicérides (mg/dL), excrecao urinéria de 3-metigti&MtdiH, mg/g de creatinina),

excrecdo urinaria de nitrogénio (EUN, g/dia), excrecao urinéria de nitrogénio uréico (lgldiN), concentracdo de nitrogénio uréico

no soro (NUS, mg/dL), carga de nitrogénio uréico filtrada pelos rins (CNUF, glelkayecao fracional de nitrogénio uréico (EFNU,

g/g) em funcéo dos diferentes tratamentos

Tratamentos Valor P

ltem Controle 30/D 30/1 60/D 60/l EPM C Q F FxQ D TxD
Glicose 46,5 42,3 46,3 48,1 51,4 5,10 0,829 0,031 0,129 0,895 0,003 0,571
Triglicérides 15,7 16,5 15,7 16,7 12,6 2,12 0,799 0,181 0,038 0,132 0,161 0,895
3MTH 105,0 106,9 97,8 102,9 94,1 10,36 0,527 0,629 0,183 0,922 0,170 0,276
EUN 25,6 39,0 45,2 49,9 52,7 4,95 0,001 0,078 0,369 0,727 0,884 0,621
EUNU 8,6 19,1 19,0 28,9 24,5 2,54 <0,001 <0,001 0,075 0,080 0,868 0,617
NUS 7,0 12,0 11,3 15,9 17,1 1,49 <0,001 <0,001 0,664 0,229 <0,001 <0,001
CNUF 18,6 33,5 34,4 45,7 48,9 4 58 <0,001 <0,001 0,422 0,655 0,048 0,124
EFNU 0,467 0,571 0,560 0,682 0,537 0,0509 0,019 0,299 0,077 0,119 0,036 0,927

1 Controle, sem suplementacéo; 30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 60% das exigéncRBRiaespeleivamente;
D e I, suplementos ofertados diariamente ou infrequentemente (a cada 3 dias), respectivamente..
2 C, controle versus suplementados; Q, efeito da quantidade de suplemento; F, efeito da frequéncia eleagimpl®nefeito do dia de

amostragem; k D, efeito da interacao entre tratamento e dia de amostragem.
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A concentracdo de NUS foi ampliada pela suplementacdo (P<0,05) e incrementada
(P<0,05) com o aumento na quantidade de suplemento fornecido, mas nao foi afetada
(P>0,05), em média, pela frequéncia de suplementacéo (Tabela 7). Contudo, houve interacéo
(P<0,05) entre tratamentos e dia de amostragem. O estudo desse efeito mostrou que a
concentracdo de NUS somente variou entre dias de amostragem para os tratamentos com
suplementacao infrequente (P<0,05). Neste caso, para o suprimento infrequente de 30% das
exigéncias de PDR, as concentracdes de NUS mantiveram-se estaveis (P>0,05) nos dois
primeiros dias de avaliacdo, decaindo (P<0,05) ao terceiro dia. Com 0 suprimento
infrequente de 60% das exigéncias de PDR as concentracdes de NUS se elevaram (P<0,05)

no segundo dia de avaliacdo, reduzindo-se (P<0,05) ao terceiro dia (Figura 2).
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Figura 2 - Concentracdo média diaria de nitrogénio ureico no soro (NUS) em funcao dos
dias de amostragem e dos diferentes tratamentos (Controle, sem suplementacéo;
30 e 60, quantidade de suplemento correspondente a 30 e 60% das exigéncias
diarias de PDR, respectivamente; D e |, suplementos ofertados diariamente ou
infrequentemente, respectivamente; para maiores detalhes, consultar a Tabela 7).
Médias, dentro dos tratamentos com suplementagéo infrequente, seguidas por

letras diferentes, séo diferentes (P<0,05).

87



A CNUF e a EFNU foram incrementadas com a suplementacao (P<0,05); além disso,

as estimativas de CNUF foram maiores (P<0,05) nos tratamentos com o suprimento de 60%
das exigéncias de PDR em relacéo aos suplementados com 30% das exigéncias de PDR. Nao
houve efeitos (P>0,05) de frequéncia de suplementacdo e interacdo entre quantidade de
suplementos e frequéncia. No entanto, verificou-se para estas variaveis efeito do dia de
amostragem (P<0,05). No caso da CNUF, os valores permaneceram estaveis entre o primeiro
e 0 segundo dia (P>0,05), havendo decréscimo (P<0,05) no terceiro dia de amostragem (1°
dia - 36,1; 2° dia- 40,6; 3° dia- 31,9. Em relacdo a EFNU, os valores foram maiores

(P<0,05) no terceiro dia de avaliacdo (1°-dy562; 2° dia- 0,497; 3° dia- 0,632.

Discussao

Neste estudo ndo foram verificados efeitos positivos da suplementagcdo com
compostos nitrogenados sobre o consumo voluntario (Tabela 2). Este comportamento
corrobora os resultados obtidos por outros autores em condicdes tropicais ao fornecerem
suplementos proteicos a bovinos alimentados com forragens tropicais de média a alta
qualidade (Zervoudakis et al., 2008; Costa et al., 2011a; Lazzarini, 2011; Figueiras, 2013
De acordo com Van Soest (1994) e Lazzarini et al. (2009a), respostas com a suplementacao
nitrogenada quanto ao consumo de forragem deixam de ser evidentes quando os teores de
PB da forragem basal séo superiores a 70-80 g/kg MS, o que se aproxima da forragem
utilizada neste estudo (Tabela 1). Nesta situacdo, 0s quesitos minimos em compostos
nitrogenados para a atividade fibrolitica microbiana séo supridos (Lazzarini et al., 2009b), o
gue € corroborado para auséncia de efeito sobre a taxa de degradacdo da FDNpd)(Tabel

e sobre os coeficientes de digestibilidade da FDN (Tabela 3).
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Por outro lado, quando considerados os consumos por unidade de tamanho corporal,
verificou-se que a suplementacao infrequente reduziu o consumo voluntario de forragem
(Tabela 2). Concomitantemente, observou-se queda nos consumos de MOD e de FDND.
Assim, considerando-se que nao houve efeito da frequéncia de suplementacdo sobre os
coeficientes de digestibilidade (Tabela 3), pode se inferir gisteen efeitos negativos da
reducao da frequéncia sobre o consumo de forragem basalsdNetabora sem efeito de
interacdo entre frequéncia de suplementacdo e quantidade de suplemento (P>0,05), que
reducdes mais proeminentes no consumo voluntario foram observados com o suprimento
infrequente de 60% das exigéncias de PDR (Tabela 2). Comportamento similar foi verificado
por Drewnoski et al. (2011).

Este efeito se deve a elevada massa de nitrogénio suprida de uma Unica vez no
ambiente ruminal, a qual propiciou valores elevados de NAR no dia do fornecimento dos
suplementos (Figura 1). O excesso de amoénia ruminal implica em excesso de amdnia nos
fluidos circulantes e no meio intra-celular (Visek, 1984). Este quadro ocasiona o
estabelecimento de sensacdes déastar nos animais (Detmann et al., 2007), os quais 0s
levam a reduzir o consumo como tentativa de aproximacdo a uma situacao de conforto.

A reducdo no consumo é de certa forma corroborado pelas taxas associadas a
dindmica de transito da FDN. Apesar de ndo apresentar diferencas significativas, observou-
se tendéncia de reducao nas taxas de ingestéo (P<0,07) e passagem (P<0,06) da FDN quando
os suplementos foram ofertados de forma infrequente (Tapela 4

Os principais efeitos sobre as caracteristicas de digestdo centraram-se sobre o
aumento nos coeficientes de digestibilidade ruminal, intestinal e total da PBocom
suprimento de suplementos e sobre os coeficientes de digestibilidade ruminal e total da PB
com o aumento na quantidade de suplemento (Tabela 3). Para os componentes nao fibrosos

da dieta, os coeficientes de digestibilidade aparente sdo diretamente proporcionais ao
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consumo deste componente, 0 que reflete os altos valores do coeficiente de digestibilidade
verdadeiro e a diluicdo da fracdo metabdlica fecal (Van Soest, 1994; McGuire et al., 2013).
Deve ser destacado que os coeficientes de digestibilidade ruminal da PB (Tabela 3) e,
consequentemente, o balanco de compostos nitrogenados no rimen (Tabela 5), se ampliaram
na medida em que mais nitrogénio foi fornecido, tornado-se positivos na medida em que se
ampliou a quantidade de PB na dieta total.

Valores positivos de balanco de compostos nitrogenados no rimen estao associados
a melhorias no status de nitrogénio no organismo animal e a melhoria na eficiéncia produtiva
(Detmann et al., 2014a).

A complexidade dos efeitos do nitrogénio sobre a producéo de animais em pastejo
nos tropicos aumenta quando consideramos que sua disponibilidade metabdlica afeta o uso
da energia metabolizavel e que a retencao de nitrogénio no organismo animal é reflexo da
eficiéncia de uso de todos os substratos envolvidos na sintese corporal e de produtos
(Detmann et al., 2014a).

De forma geral, o fornecimento de suplementos tendeu a ampliar a retencao de
nitrogénio no organismo animal (P<0,07) e o suprimento de proteina microbiana (P<0,08;
Tabela 5), mesmo com o incremento na perdas urinarias de nitrogénio (Tabela 7). Ressalta-
se que, a despeito dos efeitos negativos sobre o consumo (Tabela 2), a reducao na frequéncia
de suplementacéo nao propiciou reducao na retencao corporal de nitrogénio ou na eficiéncia
de uso do nitrogénio (Tabela 5), assim como verificado no Capitulo 1 desta Tese.

O suprimento adicional de proteina para animais alimentados com forragens
tropicais é responsavel pelo incremtno no status de nitrogénio no organismo, propiciando
maior disponibilidade quantitativa e qualitativa de compostos nitrogenados para func¢des de
producdo (Egan, 1965; Detmann et al., 2014a), ocasionado reducbes no catabolismo

muscular (Detmann et al., 2014b) e ampliacdo das atividades anabdlicas (Drewnoski et al.,
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2014; Capitulo 1). Este comportamento € corroborado pelos resultados obtidos por diversos
autores em condicdes tropiciais (Costa et al., 2011b; Rufino, 2011; Lazzarini, 2011;
Figueiras, 2013).

Ao menos parcialmente, os efeitos da suplementacdo com compostos nitrogenados
sobre o status de nitrogénio podem ser suportados pela elevacédo na concentracao de glicose
sanguinea com o aumento no fornecimento de nitrogénio (Tabela 7). Parte da glicose
demandada pelo animal ruminante pode ser sintetizada a partir de aminoacidos
gliconeogénicos (Van Soest, 1994). No entanto, sob baixa disponibilidade de nitrogénio
amplia-se a demanda de aminoacidos para sintese hepatica de ureia (Parker et al., 1995).
Assim, 0 aumento no suprimento de nitrogénio suplementar paussiaer em menor uso
de aminoacidos gliceogénicos para o0 metabolismo intermediario do nitrogénio,
ampliando, como consequéncia, a disponibilidade de precursores para sintese de glicose.

Por outro lado, deve ser ressaltada a auséncia de efeitos da reducao da frequéncia
de suplementacao sobre a retencao corporal de nitrogénio (Tabela 5), fato que em situacdes
de producao refletiria na manutencdo do desempenho animal em relacdo a animais
suplementados diariamente, como verificado por diversos autores (Canesin et al., 2009;
Simioni et al., 2009; Rosa et al., 2010)

Farmer et al. (2004) sugeriram alguns mecanismos que podem ser importantes na
diminuicdo do impacto da reducdo da frequéncia de suplementacdo e minimizacdo das
diferencas no desempenho de bovinos em relacdo a suplementacédo diaria, entre estes: a
reciclagem de nitrogénio, o aumento na concentracdo de NAR e o prolongamento ou
manutenc¢ao dos niveis de amodnia nos dias de ndo fornecimento de suplemento.

No presente estudo, o beneficio da manutencdo de NAR ndo se mostrou efeito
consistente devido a queda acentuada das concentracdes de amdnia a partir do dia em que os

suplementos foram fornecidos (Figura 1). Avaliacdes indiretas do aumento na reciclagem
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poderiam ser verificadas por intermédio de decréscimos no BNRU (Detmann et al., 2014b).
Contudo, ndo foram observados efeitos da frequéncia de suplementacdo sobre o BNRU
(Tabela 5).

A avaliacdo conjunta do comportamento de NAR e NUS para os animais
suplementados de forma infrequente (Figuras 1 e 2) sugere a existéncia de mecanismos
metabolicos de tamponamento para a perda de compostos nitrogenados. Geralmente, as
concentracdes de NAR e NUS séo linearmente associadas (Valadares et al., 1997; Costa et
al., 2011b). Contudo, as maximas concentracbes de NAR foram observadas no dia de
fornecimento dos suplementos (Figura 1), ao passo que as maiores concentracfes de NUS
somente foram verificadas no dia posterior ao fornecimento dos suplementos, de forma mais
proeminente com o suprimento infrequente de 60% das exigéncias de PDR (Figura 2),
indicando conservacdo de nitrogénio no organismo dos animais suplementados
infrequentemente. Ressalta-se que as concentracdes de NAR e NUS néo variaram entre dias
para os demais tratamentos.

A soma destes comportamentos fez com que as excre¢cfes médias diarias de
nitrogénio e nitrogénio ureico na urina e a carga de nitrogénio filtrada pelos rins ndo fossem
afetadas pela frequéncia de suplementacdo (Tabela 7). Adicionalmente, ressalta-se que a
EFNU se manteve, em média, estavel do primeiro para o segundo dia de avaliacdo, mesmo
considerando-se a elevacéo na concentracao de NUS.

Desta forma, levanta-se a possibilidade de que mecanismos de tamponamento
existentes no metabolismo animal possam auxiliar, talvez de forma coordenada com os
estimulos anabdlicos, na manutencao do status de nitrogénio dos animais nos dias em que a
suplementacdo néo é efetuada, garantindo retencédo de nitrogénio no organismo de forma

similar aos animais suplementados diariamente.
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Conclusao

A reducéao na frequéncia de suplementacao nitrogenada em bovinos alimentados com
forragens tropicais de média qualidade ndo compromete a retencao corporal de compostos
nitrogenados. Contudo, o fornecimento infrequente de suplementos nitrogenados resulta em

efeitos negativos sobre o consumo voluntéario de forragem.
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