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RESUMO

MARIZ, Lays Débora Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2016.
Digestibilidade intestinal dos amino&cidos e utilizacdo déN e bases purinas para

a quantificacdo da sintese da proteina microbiana em zebuinos puros e cruzados
alimentados com diferentes niveis dietéticos de proteina brutaOrientador:
Sebastido de Campos Valadares Filho. Coorientadores: Marcio de Souza éuarte
Marcos Inacio Marcondes

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito dos grupos genéticos e niveis
dietéticos de proteina bruta (PB) sobre o consumo, os locais de digestdo dos
constituintes da dieta, a excre¢cdo dos compostos nitrogenados e a absorcdo de
aminoécidos no intestino delgado de bovinos de corte. Objetivou-se também,
quantificar a sintese de PB microbiana utilizakthb e BP e avaliar a digestibilidade
intestinal verdadeira PB total e da PB microbiana em bovinos de corte alimentados com
trés niveis dietéticos de PB. Oito bovinos, sendo quatro Nelore (com peso corporal (PC)
médio inicial de 241,3+43Kg e 14 meses de idade) e quatro cruzados Angus x Nelore
(com PC médio inicial 263,4+47 Kg e 14 meses de idade), canulados no rumen e no
ileo, foram distribuidos em dois quadrados latinos 4 x 4 sendo um para cada grupo
genético O experimento foi conduzido em quatro periodos de 17 dias, sendo 10 dias de
adaptacao e sete dias de amostragens. As quatro dietas foram constituidas de niveis
crescentes de PB: 10; 12 ou 14% oferecidas a vontade, e dieta de consumo restrito com
12% PB. As dietas foram constituidas de 50% de silagem de milho e 50% de
concentrado com base na MS. Uma coleta total de fezes e urina de cada animal foi
realizada durante trés dias consecutivos. Posteriormente, oito coletas de digesta omasal
e ileal foram realizadas em intervalos de nove horas durante trés dias. Para calcular os
fluxos da digesta omasal e ileal, utilizou-se o sistema de indicador duplo (Co-EDTA e
FDNi) e unico (FDNi), respectivamente. Para quantificar a sintese microbiana, foi
realizada uma infusédo continua de 7,03 g de sulfato de aménio enriquecido com 10% de
atomos de’®>N no rimen de cada animal, em todos os periodos experimentais. As
quantidades de aminoacidos (AA) absorvidas foram calculadas pela diferenca do fluxo
dos AA presentes no omaso e no ileo. O consumo de MS (g/Kg de PC) nao foi afetado
(P > 0,05) pelos grupos genéticos e niveis dietéticos de PB. De maneira geral, as
digestibilidades aparentes parciais e totais dos nutrientes néo diferiram (P > 0,05) entre
grupos genéticos. As digestibilidades aparentes ruminais (%) da MS, MO, EE e CNF

ndo foram afetadas (P > 0,05) pelos niveis dietéticos de PB. Os consumos e as
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digestibilidade totais da PB aumentaram linearmente (P < 0,05) com os niveis dietéticos
de PB. As equacdes obtidas entre as excrec¢des de N total (ENT), urinario (ENU) e fecal
(ENF) com o N ingerido (NI) e o consumo de NDT foram: ENU = 23,213 + 0,716 NI
16,390 NDT r? = 0,75 ENF = 0,438 + 0,092 NI + 4,631 NDT2 # 0,84 ¢ ENT =

23,653 + 0,809 NI 11,756 NDT, = 0,90. Houve efeito linear positivo (P < 0,05)
sobre as quantidades dos AA absorvidos no intestino delgado em resposta aos niveis
crescentes de PB. As digestibilidades verdadeiras estimadas dos AA essenciais, ndo
essenciais e totais foram 77; 74,4 e 75,5%, respectivamente. As refd¢é®¢ nas
bactérias associadas a fase liquida (BAL) e a fase solida (BAP) isoladas no omaso
foram similares (P > 0,05). Houve efeito linear negativo (P < 0,05) dos niveis dietéticos
de PB sobre a relacdON:*N das bactérias isoladas no omaso. A sintese de PB
microbiana foi maior (P < 0,05) para animais cruzados em relacdo ao Nelore. Houve
efeito linear positivo (P < 0,05) para a sintese de PB microbiana em resposta aos niveis
crescentes de PB. Ndo houve diferenga (P > 0,05) BNt bases purinas (BP) para a
eficiéncia microbiana. A digestibilidade da PB microbiana estimada com!B¥ fei

préxima ao valor de 80% reportado pelo NRC e BR Corte. A digestibilidade verdadeira
da PB total estimada foi de 75,4%. Os resultados indicam que os aumentos dos niveis
dietéticos de PB podem potencialmente aumentar as excre¢des de N pelos bovinos de
corte e que as digestibilidades verdadeiras dos aminoacidos sao condizentes com o valor
adotado pelo NRC e BR Corte. Conclui-se também que, as BP podem ser utilizadas
como indicador microbiano alternativo &N e que a digestibilidade intestinal da PB

microbiana no intestino delgado é de aproximadamente 80% em zebuinos.
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ABSTRACT

MARIZ, Lays Débora Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2016.
Intestinal digestibility of amino acids and use of!>N and purine bases for
quantification of microbial protein synthesis in purebred and crossbred zeb cattle

fed different dietary crude protein levels. Adviser: Sebastido de Campos Valadares
Filho. Co-advisers: Mércio de Souza Duarte and Marcos Inacio Marcondes

The objective of this study was to evaluate the effect of genetic groups and
dietary crude levels (CP) on intake, the site of dietary constituents digestion, nitrogen
excretion and absorption of amino acids from the small intestine of beef cattle.
Additionally, the objective was to quantify the microbial protein synthesis t&ihgnd
purine bases (BP) and to evaluate the true intestinal digestibility of total protein and
microbial protein of beef cattle fed three dietary CP levels. Eight animals, being four
Nellore (241 + 43 kg of initial BW; 14 months) and four crossed Angus x Nellore (263
+ 47 kg of initial BW; 14 months), with ruminal and ileum cannulas were distributed
into two 4 x 4 Latin squares, one for each genetic group. Four experimental periods
lasting 17 d each were completed with 10 d for adaptation and 7 d for sampling. The
diets had increasing levels of CP: 10, 12, or 14%, offered ad libitum, and a 12% CP fed
at maintenance level. The diets contained 50% corn silage and 40% concentrate (on a
dry matter (DM) basis). Total fecal and urine collection of each animal was performed
for three consecutive days. A total of eight digesta samples were collected from the
omasum and ileum at 9h intervals over a 3 d period. The double (Co-EDTA and NDFi)
and single marker systems (NDFi) were used to calculate the digesta flow of the
omasum and ileum, respectively. Continuous infusion of 7.03 g of ammonium sulfate
enriched with 10 atom%°N was included in the rumen for each animal in all
experimental periods. The quantities of absorbed amino acids (AA) were calculated by
AA flow difference in the omasum and ileum. The DM intake (4)kgas not affected
(P > 0.05) by genetic groups or dietary CP levels. In general, the partial and total
apparent digestibility of nutrients did not differ (P > 0.05) between genetic groups. The
apparent ruminal digestibility (%) of DM, OM, EE, and NFC were not affected (P >
0.05) by dietary CP levels. The intake and total digestibility of CP increased linearly (P
< 0.05) with dietary CP levels. The equations between the N urinary excretion (NUE),
N fecal excretion (NFE) and total N excretion (TNE) with N intake (NI) and the intake
of TDN were: NUE = 23.213 + 0.716 NI - 16.390 NDT; NFE = 0.438 + 0.092 + 4.631
NI NDT and TNE = 23.653 + 0.809 NI - 11,756 NDT. There was a positive linear effect
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(P < 0.05) on quantities of absorbed AA from small intestine in response to increasing
CP level. The true digestibility of essential AA, nonessential AA and total AA were 77,
74.4 and 75.5%; respectively. TH&:1“N ratio was similar (P > 0.05) between liquid -
(LAB) and solid-associated (SAB) bacteria isolated in the omasum. There was a
negative linear effect (P < 0.05) of dietary CP levels on'tNe 1*N ratio in isolated
bacteria in the omasum. The crossbred animals had a greater microbial protein synthesis
(P < 0.05) than Nellore. There was a positive linear effect (P < 0.05) of microbial
protein synthesis in response to increasing CP levels. There was no difference (P >
0.05) betweert®N and purine bases (BP) for microbial efficiency. The digestibility of
microbial CP estimated by BP aftN was close to the value of 80% reported by the
NRC and BR Corte. The total true digestibility of CP estimated was 75.4%. The results
indicate that increasing dietary CP levels may potentially increase N excretion by beef
cattle and that the true amino acid digestibility values are consistent with the values
adopted by the NRC and BR Corte. Additionally, we conclude that BP can be used as
an alternative microbial indicator {8\ and intestinal digestibility of microbial protein

from small intestine is about 80% in Zebu cattle.



Introducéo Geral

A busca por estratégias que resultam em aumentos na eficiéncia dos sistemas de
producdo de bovinos de corte no Brasil, tem incrementado o interesse pela utilizagao de
animais mesticos Bos taurus x Bos indicus (Euclides Filho et al., 2001). A utilizacao de
animais mesticos cria a oportunidade de exploracdo das caracteristicas desejadas de
ambos grupos genéticos, além de um possivel incremento na produtividade, mesmo com
menor adaptabilidade em relacdo as racas zebuinas puras (Marcondes et al., 2011).
Estudos em condic¢des tropicais, tem demonstrado que existem diferencas na utilizacao
dos alimentos e nas respostas produtivas entre 0os grupos genéticos, sendo que maiores
desempenhos tem sido observados nos animais cruzados em relacdo aos zebuinos
(Euclides Filho et al., 2001; Marcondes et al., 2011).

As diferentes respostas produtivas dos animais, podem ser explicadas através do
entendimento da cinética da digestdo dos nutrientes nos diferentes locais do trato
gastrintestinal, e da disponibilidade dos nutrientes para absor¢céo no intestino delgado
para que possam ser convertidos em produto animal. O ramen tem papel definitivo na
eficiéncia de utilizacdo da dieta, na sintese de nutrientes, assim como nos produtos de
excrecdo fecal e urinaria (Sauvant e Van Milgen, 1995). Portanto, a disponibilidade e a
extensdo do uso dos nutrientes neste local, sdo essenciais para garantir eficiente
produtividade (Franzolin e Alves, 2010).

A contribuicdo da producéo de bovinos de corte nas emissdes de amonia para o
ambiente é vista como importante questdo ambiental. Os bovinos de corte apresentam
baixa eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio (N), sendo que em média apenas 20 a 30%
do N dietético € convertido em produto animal, com a maior parte sendo excretada nas
fezes ou urina (Wessels e Titgemeyer, 1997). As excrecdes de compostos nitrogenados

pelos ruminantes afetam as emissdes de amdnia no ambiente. Enquanto que a uréia
1



urinéria é rapidamente hidrolisada, a producdo de aménia fecal geralmente € baixa
devido a lenta taxa de mineralizacdo dos compostos organicos nitrogenados (Muck e
Steenuis, 1982), isso demonstra que N urinario € mais volatil em relacdo ao N fecal

(Todd et al., 2013). Portanto os fatores que aumentam as excrec¢des de N urinario podem
aumentar as emissdes de amonia (Erickson et al., 2001).

Devido as implicagbes ambientais geradas pelas emissfes de amodnia, tem
aumentado o interesse por estudos que avaliem a relacéo entre a nutricdo de bovinos de
corte com as excrecdes de N. A particdo da excrecdo de N nas fezes e urina é
dependente da dieta e tem sido reportados aumentos nas excre¢cdes dos compostos
nitrogenados com niveis crescentes de PB nas dietas de bovinos de corte (Waldrip et al.,
2013). Cole et al. (2005) e Todd et al. (2006) demostraram que as perdas de N na urina
foram de 24 a 50% maiores em animais que recebiam dieta com 13% de PB
comparados aos animais consumindo 11,5% de PB na dieta.

Os modelos de nutricdo de bovinos de corte, consideram que as exigéncias
dietéticas de proteina metabolizavel (PM) para ruminantes sédo atendidas mediante a
absorcao dos aminoé&cidos no intestino delgado oriundos proteina bruta (PB) microbiana
e da proteina dietética nao degradada no raimen (PNDR) digestivel (Valadares Filho et
al., 2010). Portanto, aumentos nas eficiéncias produtivas dos animais podem ser obtidas
por estratégias dietéticas que maximizem as quantidades de aminoacidos que chegam
no intestino delgado.

A quantidade de aminoacidos absorvidos para manutencéo da producao animal,
sdo dependentes dos fluxos e das digestibilidade intestinais das fragbes protéicas no
intestino delgado (Calsamiglia et al., 1995). Alguns estudos demonstram que os fluxos
das fracdes nitrogenadas para o intestino delgado podem ser maximizados em resposta a

niveis crescentes de PB nas die@drfero et al., 2006; Cunningham et al., 1996).



porém ressalta-se que o0 excesso de nitrogénio nas dietas incrementam as excrecdes de N
pelo animal.

Em condigbes tropicais, dados recentemente publicados tem demonstrado uma
utilizacdo em excesso de PB nas dietas para bovinos. Isso pode ser verificado ao
comparar os consumos de PB observados nos experimentos, com os consumos de PB
preditos pelo sistema de exigéncias de zebuinos puros e cruzados do Brasil (BR-Corte)
descrito por (Valadares et al., 201@maral et al. (2014), trabalhando com bovinos
cruzados em terminacdo também encontraram valores superiores (17%) para 0s
consumos de PB preditos pelo BR Corte em relagdo aos consumos observados. Prados
(2012), trabalhando com bovinos cruzados em crescimento, observou que os valores
estimados para os consumos de PB (1020 g/dia) foram, em média, 17,2% superiores
valores observados para consumo de PB neste experimento (870 g/dia). Estes resultados
indicam que os sistema de proteina metabolizavel necessita de novos ajustes.

Uma possivel explicacdo a necessidade de ajustes pode ser atribuida aos valores
adotados pelo sistema para estimar a proteina metabolizavel. A estimativa da
digestibilidade da fracédo proteica que chega no intestino delgado é essencial elemento
do sistema de PM. O BR Corte considera que a PB microbiana e a PNDR apresentam
um valor constante de digestibilidade de 80%, similar ao proposto pelo sistema
americano NRC (2000) que tem como base a utilizacdo de racas taurinas. Porém,
antigos relatos publicados na literatura internacional indicam que existem variagées nos
valores de digestibilidade dos aminoacidos individuais que alcangam o intestino
delgado (Tas et al., 1981; Storm et al., 1983), mas estes dados sdo ainda limitados e
podem nao ser representativos das caracteristicas dos animais e dietas nos tropicos.

Portanto, para que o sistema de PM seja aprimorado, € necessario que 0s

valores de digestibilidade dos aminoacidos estejam bem estabelecidos, demonstrando a



necessidade de confirmacao do valor de 80% adotado pelos sistemas. Ressalta-se que
apesar da raca Nelore ser a mais difundida no Brasil, na literatura consultada ndo ha
informacgdes sobre a digestibilidade individual dos amino&cidos para essa raga.

Além disso, sendo as exigéncias dos ruminantes de aminoacidos, o
conhecimento dos valores de digestibilidade dos aminoacidos permitira que no futuro
sejam desenvolvidos sistemas que expressem 0s requerimentos de bovinos de corte em
termos de aminoacidos ao invés de proteina metabolizavel.

A gquantificacdo da sintese microbiana no raimen € de grande importancia para a
nutricdo de ruminantes (Broderick e Merchen, 1992). A PB microbiana representa a
principal fonte de aminoacidos metabolizaveis para os ruminantes (Fonseca et al.,
2014), sendo considerada de alta qualidade devido ao seu perfil de amin@acidos
digestibilidade intestinal em torno de 80% (NRC, 2000).

Os indicadores microbiano$N e bases purinas (BP) tém sido amplamente
utilizados para estimar a producdo de proteina microbiana (Rota et al),0&014
estudos envolvendo os fatores que afetam a sintese e eficiéncia microbiana necessitam
de mensuracdes acuradas da producdo microbiana (Reynal et al., 2005), porém nenhum
indicador tem sido considerado completamente satisfatério (Broderick e Merchen,
1992).

Alguns estudos demonstram similaridade nas estimativas obtida¥N@rBP
(Calsamiglia et al., 1996; Reynal et al., 2005). Apesar de bem estabelecido do de
0 alto custo da técnica e a necessidade de utilizacdo de equipamentos mais sofisticados,
tornam o uso de BP uma alternativa promissorano

E importante ressaltar que existe uma inconsisténcia nos dados da literatura
comparando®N e BP (Carro e Miller., 2002), sendo também reportadas estimativas

superiores (Firkins et al., 1987) e inferiores (Carro e Miller, 2002) com o USh éen



comparacao as BP. As peculiaridades de cada técnica, assim como os procedimentos de
andlises nos quais resultam em incompleta degradacdo de purinas nos diferentes
alimentos (Broderick e Merchen, 1992), perdas durante os procedimentos no
isolamento (Carro e Miller, 2002), diferencas nas relagédo N-indicador : N-microbiano
(Calsamiglia et al., 1996) dentre outros, explicam as variacdes das estimativas
observadas entre os marcadores microbianos.

As comparacOes entre indicadores se tornam importantes como forma de se
estabelecer alternativas viaveis para a quantificacdo da sintese proteica permitindo
assim, a ampliacdo de estudos que avaliem adequadamente os valores propostos pelos
sistemas de proteina metabolizavel estabelecidos sob condi¢des tropicais.

Diante do que foi exposto, 0s principais objetivos deste estudo foram:

1- Avaliar o efeito dos grupos genéticos e niveis dietéticos de PB sobre o
consumo, os locais de digestado dos constituintes da dieta e as excrec¢des dos
compostos nitrogenadas tambéma absor¢do verdadeira dos aminoacidos
individuais e totais no intestino delgado de bovinos.

2- Quantificar a sintese de PB microbiana, utilizadtd e BP e avaliar a
digestibilidade intestinal verdadeira PB total e da PB microbiana em
zebuinos puros (Nelore) e cruzados (Angus x Nelore) alimentados com trés

niveis dietéticos de PB.
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Digestibilidade verdadeira de aminoacidos no intestino delgado de bovinos Nelore

e cruzados alimentados com diferentes niveis dietéticos de proteina bruta.
Orientador: Sebastido de Campos Valadares Filho. Coorientadores: Marcio de Souza
Duarte e Marcos Inacio Marcondes



O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito dos grupos genéticos e niveis dietéticos de
proteina bruta (PB) sobre o consumo, os locais de digestdo dos constituintes da dieta e
a excrecdo dos compostos nitrogenados e também a absor¢do de aminoacidos no
intestino delgado de bovinos. Oito bovinos, sendo quatro Nelore (com peso corporal
(PC) médio inicial de 241,3+43Kg e 14 meses de idade) e quatro cruzados Angus X
Nelore (com PC médio inicial 263,4+47 Kg e 14 meses de idade), canulados no rimen e
ileo, foram distribuidos em dois quadrados latinos 4 x 4 sendo um para cada grupo
genético.O experimento foi conduzido em quatro periodos de 17 dias, sendo 10 dias de
adaptacdo e sete dias de amostragens. As quatro dietas foram constituidas de niveis
crescentes de PB: 10; 12 ou 14% oferecidas a vontade, e dieta de consumo restrito com
12% PB. As dietas foram constituidas de 50% de silagem de milho e 50% de
concentrado com base na MS. Uma coleta total de fezes e urina de cada animal foi
realizada durante trés dias consecutivos. Posteriormente, oito coletas de digesta omasal
e ileal foram realizadas em intervalos de nove horas durante trés dias. Para calcular os
fluxos da digesta omasal e ileal, utilizou-se o sistema de indicador duplo (Co-EDTA e
FDNi) e uanico (FDNi), respectivamente. As quantidades de aminoacidos (AA)
absorvidas foram calculadas pela diferenca do fluxo dos AA presentes no omaso e no
ileo. Quando o consumo de matéria seca (MS) foi expresso em g/Kg de PC, ndo houve
diferenca (P > 0,05) entre os grupos genéticos e niveis dietéticos de PB. De maneira
geral, as digestibilidades aparentes parciais e totais dos nutrientes nao diferiram (P >
0,05) entre grupos genéticos. As digestibilidades aparentes ruminais (%) da MS, MO,
EE e CNF nédo foram afetadas (P > 0,05) pelos niveis dietéticos de PB. Os consumos e
as digestibilidade totais da PB aumentaram linearmente (P < 0,05) com o0s niveis
dietéticos de PB. As equacles obtidas entre as excrecbes de N total (ENT), urinario
(ENU) e fecal (ENF) com o N ingerido (NI) e o consumo de NDT foram: ENU =
23,213 + 0,716 N+ 16,390 NDT, = 0,75 ENF = 0,438 + 0,092 NI + 4,631 NDF, *

0,84 e ENT = 23,653 + 0,809 NI11,756 NDT, = 0,90. Houve efeito linear positivo

(P < 0,05) sobre as quantidades dos AA absorvidos no intestino delgado em resposta aos
niveis crescentes de PB. As digestibilidades verdadeiras estimadas dos AA essenciais,
nao essenciais e totais foram 77; 74,4 e 75,5% respectivamente. Os resultados indicam

gue os aumentos dos niveis dietéticos de PB podem potencialmente aumentar as



excrecoes de N pelos bovinos de corte e que as digestibilidades verdadeiras dos

aminoécidos sdo condizentes com o valor adotado pelo NRC e BR Corte.

ABSTRACT

MARIZ, Lays Débora Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2016.
True amino acid intestinal digestibility in Nellore and crossbred cattle fed differet
dietary crude protein levels. Adviser: Sebastido de Campos Valadafr#ko. Co-
advisers: Marcio de Souza Duarte and Marcos Inacio Marcondes
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The objective of this study was to evaluate the effect of genetic groups and dietary
crude levels (CP) on intake, the site of dietary constituents digestion, nitrogen excretion
and absorption of amino acids from the small intestine of beef cattle. Eight animals,
being four Nellore (241+43 kg of initial BW; 14 months) and four crossed Angus X
Nellore (263+47 kg of initial BW; 14 months), with ruminal and ileum cannulas were
distributed into two 4 x 4 Latin squares, one for each genetic group. Four experimental
periods lasting 17 d each were completed with 10 d for adaptation and 7 d for sampling.
The diets had increasing levels of CP: 10, 12, or 14%, offered ad libitum, and a 12% CP
fed at maintenance level. The diets contained 50% corn silage and 40% concentrate (on
a dry matter (DM) basis). Total fecal and urine collection of each animal was performed
for three consecutive days. A total of eight digesta samples were collected from the
omasum and ileum at 9h intervals over a 3 d period. The double (Co-EDTA and NDFi)
and single marker systems (NDFi) were used to calculate the digesta flow of the
omasum and ileum, respectively. The quantities of absorbed amino acids (AA) were
calculated by AA flow difference in the omasum and ileum. The DM intake tpwkas

not affected (P > 0.05) by genetic groups or dietary CP levels. In general, the partial and
total apparent digestibility of nutrients did not differ (P > 0.05) between genetic groups.
The apparent ruminal digestibility (%) of DM, OM, EE, and NFC were not affected (P
> 0.05) by dietary CP levels. The intake and total digestibility of CP increased linearly
(P < 0.05) with dietary CP levels. The equations between the N urinary excretion
(NUE), N fecal excretion (NFE) and total N excretion (TNE) with N intake (NI) and the
intake of TDN were: NUE = 23.213 + 0.716 NI - 16.390 NDT; NFE = 0.438 + 0.092 +
4.631 NI NDT and TNE = 23.653 + 0.809 NI - 11,756 NDT. There was a positive linear
effect (P < 0.05) on quantities of absorbed AA from small intestine in response to
increasing CP level. The true digestibility of essential AA, nonessential AA and total
AA were 77, 74.4 and 75.5%; respectively. The results indicate that increasing dietary
CP levels may potentially increase N excretion by beef cattle and that the true amino
acid digestibility values are consistent with the values adopted by the NRC and BR

Corte.
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1.Introducéo

O cruzamento de racas taurinas e zebuinas representa uma oportunidade de
combinar os atributos favoraveis de ambas as ragas. Estudos em regides tropicais tem
demonstrado que existem diferencas na utilizagdo dos alimentos e superioridade no

desempenho dos animais cruzados em relagéo aos zebuinos (Euclides Filho et al., 2001,
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Marcondes et al., 2011). Os estudos de digestao sao relevantes, pois o entendimento da
disponibilidade e extensdao do uso dos nutrientes nos diferentes locais do trato
gastrintestinal permitem explicar as diferencas nas respostas produtivas entre 0s grupos
genéticos.

A dieta influencia as quantidades de N excretadas através das fezes ou urina,
sendo que 0s aumentos nos consumos da proteina bruta (PB) dietética porporcionam
aumentos nas excrecdes de N, principalmente pela rota urinaria (Waldrip et al., 2013).
A rapida hidrolizac&@o da uréia urinaria no ambiente demonstra que as concentragfes de
N das dietas influenciam potencialmente as emissées de amdnia e assim, 0 USO
adequado de niveis dietéticos de PB implicam ndo somente em melhorias na eficiéncia
de utilizacdo através da reducdo dos nutrientes excretados, mas também em menor
impacto ambiental.

As exigéncias dietéticas de proteina metabolizavel (PM) para ruminaotes sa
atendidas mediante a absorcdo no intestino delgado dos aminoéacidos oriundos da PB
microbiana e da proteina dietética ndo degradada no rumen (PNDR) digestivel
(Valadares Filho et al., 2010). A estimativa da digestibilidade da fracdo proteica que
chega no intestino delgado é essencial elemento do sistema de PM. O sistema de
exigéncias de zebuinos puros e cruzados do Brasil - BR Corte (Valadares et al., 2010),
considera que a PB microbiana e a PNDR apresentam um valor constante de
digestibilidade de 80%, similar ao proposto pelo sistema americano NRC (2000). Na
literatura internacional, antigos relatos indicam que existem variacdes nos valores de
digestibilidade dos aminoacidos individuais que alcancam o intestino delgado (Tas et
al., 1981; Storm et al., 1983), porém estes dados sdo ainda limitados e podem néo ser

representativos das caracteristicas dos animais e dietas nos tropicos.
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Portanto, para que o sistema de PM seja aprimorado, € necessario que os valores
de digestibilidade dos aminoacidos estejam bem estabelecidos, demonstrando a
necessidade de confirmacdo do valor de 80% adotado pelos sistemas. Ressalta-se que
apesar da raca Nelore ser a mais difundida no Brasil, na literatura consultada ndo ha
informacgdes sobre a digestibilidade individual dos aminoécidos para essa raca.

Diante do que foi exposto, a hipotese deste estudo é que o aumento nos niveis
dietéticos de PB eleva as quantidades excretadas dos compostos nitrogenados pelos
bovinos e que o valor de 80% usado para estimar a absorcdo verdadeira dos
aminoacidos no intestino delgado pode ndo ser adequado para os animais e dietas nos
tropicos. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito dos grupos genéticos e niveis
dietéticos de PB sobre o consumo, os locais de digestdo dos constituintes da dieta e as
excrecbes dos compostos nitrogenadmstambém a absorcdo verdadeira dos

aminoacidos individuais e totais no intestino delgado de bovinos.

2. Material e Métodos

Todos os procedimentos com os animais foram aprovadosCpehssdo de
Etica no Uso de Animais de Producdo da Universidade Federal de Vigosa
(CEUAP/UFV), protocolo niumero 06/2013. A técnica de fistulagao ileal utilizada nos

animais deste estudo, foi descrita por Le&o e Coelho da Silva (1980).

2.1. Animais, delineamento experimentadietas

A pesquisa foi conduzida no Confinamento Experimental e no Laboratorio de
Nutricdo de Ruminantes do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Vigosa, Brasil.

Oito bovinos, sendo quatro Nelore (com peso corporal (PC) médio inicial de
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241,3+43Kg e 14 meses de idade) e quatro cruzados Angus x Nelore (com PC médio
inicial 263,447 Kg e 14 meses de idade), canulados no rumen e ileo, foram
distribuidos em dois quadrados latinos 4 x 4 sendo um para cada grupo géhético.
experimento foi conduzido em quatro periodos de 17 dias. Cada periodo foi constituido
de 10 dias de adaptacdo dos animais as dietas experimentais e sete dias de amostragens.
Os animais foram alojados em baias individuais?8providas de comedouro e com
livre acesso a agua durante o experimento.

As quatro dietas experimentais foram constituidas de niveis crescentes de PB:
10; 12 ou 14% oferecidas a vontade, e uma dieta contendo 12% de PB ofertado em
consumo restrito a 1,2% do PC. As dietas foram constituidas de 50% de silagem de
milho (SM) e 50% de concentrado com base na matéria seca (MS). Para 0s animais em
consumo voluntério, a quantidade total diaria de silagem de milho foi fornecida as 7h00
com a metade da quantidade diaria do concentrado, e a outra metade foi fornecida as
15h00 (Pazdiora et al., 2014; Zanetti, 2014). O consumo foi ajustado para manter as
sobras entre 5 a 10% da quantidade oferecida. Os animais em mantencga receberam a
alimentacéo uma vez ao dia, as 7h00.

As dietas experimentais foram formuladas com base no sistema de exigéncias
nutricionais de zebuinos puros e cruzados (BR Corte) descrito por Valadares Filho et al.
(2010). A proporgéo dos ingredientes e composigao nutricional das dietas experimentais

estd demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do quimica e ingredientes das dietas

Dieta (%PB)

Item 10% 12% 14%
Ingrediente % da MS
Silagem de Milho 50,0 50,0 50,0
Milho Géo 39,7 39,6 39,6
Farelo de Trigo 5,9 3,0 0,0
Uréia/SA + Farelo de Sdja 2,2 5,3 8,3
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Cloreto de sédio 0,5 0,5 0,5

Mistura minera 0,5 0,5 0,5
Bicarbonato de Sodio 0,8 0,8 0,8
Oxido de Magnésio 0,3 0,3 0,3
Composigéo quimica
MO 95,4 94,9 94,4
PB 9,9 12,1 14,2
PDR 66,8 69,6 71,6
EE 4,0 4,0 4,0
FDNc* 31,4 30,7 29,9
CNP 50,7 49,4 48,2

lUréia/SA + Farelo de Soja = 83,3% de farelo de soja e 16,7% de uréia + sul
amonio.?Mistura mineral = 223 g/Kg de calcio; 174 g/Kg de fésforo; 24 g/Kc
enxofre; 100 mg/Kg de cobalto; 1.250,0 mg/Kg de cobre; 1.795,0 mg/Kg de fer

mg/Kg de iodo; 2.000,0 mg/Kg de manganés; 15,00 mg/kg de selénio; 5.270,00

de zinco e 1.740,00 mg/kg de fludPDR = proteina@egradavel no rimen, estimada

acordo com a tabela CQBAL 3£EE = Extrato etéreSFDNcp = Fibra em detergen

neutro corrigida para cinzas e protefi@NF = Carboidratos n&o fibrosos.

2.2. Procedimentos experimentais e preparacao das amostras de digesta omasal e ileal

A silagem de milho e as sobras, foram amostradas durante o periodo de coletas e
submetidos & secagem parcial em estufa de ventilacdo for¢cada (55°C) por 72 horas.
Apés a secagem, as amostras foram moidas em moinho de facas com peneiras de 2 e 1
mm (Wiley mill; A. H. Thomas, Philadelphia, PA) e compostas (com base no peso
seco) por animal para cada periodo. Os ingredientes que compuseram o concentrado
foram amostrados diretamente dos silos da fabrica nos dias das misturas dos mesmos.
Estas amostras foram armazenadas para posteriores analises laboratoriais.

Do 11° ao 13° dia de cada periodo experimental os animais foram submetidos a
coleta total de fezes, que foram recolhidas diretamente do piso de concreto. Ao final de
cada dia de coleta (24 horas) as fezes foram pesadas, homogeneizadas e uma amostra
diaria foi submetida a secagem parcial em estufa de ventilagéo forgada (55°C) por 72
horas e moida em moinho de facas com peneiras de 2 e 1 mm, respectivamente (Wiley

mill; A. H. Thomas, Philadelphia, PA). Posteriormente, foi feita uma amostra composta

das fezes de cada animal por periodo, com base no peso seco de cada dia de coleta.
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Para a avaliacdo do balanco dos compostos nitrogenados, foi realizada em cada
periodo experimental, uma coleta total de urina de cada animal, durante as mesmas 72
horas da coleta total de fezes. Foram utilizados funis coletores acoplados a mangueiras,
que conduziram a urina até recipientes plasticos contendo 200 r6@Qe &120%, para
a conservacao do N. Ao final de cada dia de coleta (24 horas) o volume urinario diério
foi quantificado e foi armazenada uma amostra proporcional ao volume diario excretado
de cada animal. Posteriormente foi feita uma amostra composta de urina por periodo
para cada animal proporcional ao total excretado em cada dia. A amostra composta foi
armazenada a -20°C para analise de N-total.

Para estimar o fluxo da digesta omasal foi utilizado o sistema de indicador duplo
(France e Siddons, 1986), no qual foram utilizados os indicaGarEOTA associado
as fases de liquida e pequenas particulas e a fibra em detergente neutro indigestivel
(FDNi) a fase de grandes particulas. Foram realizadas infus6es continuas do Co-EDTA
(5,0 g/d de Co-EDTA ou 0,7 g de Co), diluidas em 2,7 L de &gua via fistula ruminal
com o auxilio de duas bombas peristaticas (model BP-600.4; Milan Scientific
Equipment, Inc., Colombo, Parana, Brazil), a partir do 11° dia de cada periodo
experimental até a Ultima amostragem da digesta no dia 16. Para estimar o fluxo da MS
ileal foi utilizado o FDNi como indicador do sistema Unico.

Um total de 8 coletas de digesta omasal e ileal foram obtidas do 14° ao 16° dia
de cada periodo, com intervalos de nove horas entre as coletas de cada dia. No dia 14 as
coletas foram realizadas as 6h00 e 15h00, no dia 15 as 0Oh00, 9h00 e 18h00 e no dia 16
as 3h00, 12h00 e 21h00.

Foi utilizada a técnica de amostragem omasal descritdyddanen et al. (1997)

e adaptada por Ledo (2002). A coleta da digesta omasal foi realizada, introduzindo-se

no rumen a extremidade de um tubo coletor, conduzindo-o em direcdo ao orificio
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reticulo-omasal, até que a parte inicial ultrapassasse o referido orificio, onde foi mantido
seguro com a mao durante o periodo da coleta. A outra extremidade do tubo coletor foi
adaptada em uma das aberturas do kitassato e a mangueira da bomba a vacuo, na outra
abertura do mesmo. No momento da coleta, a bomba a vacuo foi acionada, e por succao,
a digesta foi coletada através da mangueira até o Kkitassato, sendo coletado
aproximadamente 700 mL de digesta por horéario de coleta.

A amostragem ileal foi realizada nos mesmos horarios da coleta de digesta
omasal ,com o auxilio de sacos plasticos adaptados na extremidade do tubo da fistula
ileal até que a digesta fluisse normalmente, totalizando 200 mL de digesta por horéario
de coleta.

As amostras individuais das digestas omasal e ileal foram imediatamente
congeladas (-20°C) em potes plasticos para posteriormente serem processadas. Ao final
de cada periodo experimental, estas amostras foram descongeladas em temperatura
ambiente e compostas por animal, resultando em uma amostra composta com
aproximadamente 5,6 L de digesta omasal e outra com aproximadamente 1,6 L de
digesta ileal.

A amostra composta da digesta omasal foi filtrada utilizando filtro de nailon a
100 um com é&rea de poros de 44% de superficie (Sefar Nitex 100/44, Sefar, Thal,
Switzerland) obtendo assim duas fases: o filtrado constituindo a fase liquida e de
pequenas particulas e o residuo, a fase de grandes particulas.

ApoOs estes procedimentos, as amostras compostas de digesta omasal e ileal
foram imediatamente congeladas a -80°C e posteriormente liofilizadas e moidas em
moinhos de facas (Wiley mill; A. H. Thomas, Philadelphia, PA) & 2 e 1 mm, sendo

armazenadas para posteriores analises.
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A coleta de sangue foi realizada no 17° dia do periodo experimental, por pungao
da veia jugular, usando tubos com gel separador. Estas amostras foram imediatamente
centrifugadas a 3000 x g durante 15 minutos e entdo o soro foi acondicionado em

recipientes identificados e armazenados a -20°C para posterior anélise de uréia.

2.3. Andlises quimicas

As amostras de alimentos, sobras, fezes e amostras liofilizadas das fases de
digesta omasal e ileal, foram analisadas seguindo os procedimentos descritos por
Detmann et al. (2012) para quantificacdo da MS (INCT-CA G-003/1); PB (INCT-CA
N-001/1); cinzas (INCT-CA M-001/1) e FDN (INCT-CA F-002/1) corrigida para cinzas
(INCT-CA M-002/1) e proteina (INCT-CA N-004/1). As amostras de alimentos, sobras
e e amostras liofilizadas das fases de digesta, processadas em peneira de 2mm, fora
avaliadas quanto ao teor de FDNi pelo método INCT-CA F-009/1, utilizando-se sacos
F57 (Ankon®) em procedimento de incubac&o in situ por 288 horas.

A quantificagdo dos carboidratos n&o fibrosos (CNF) foi realizada de acordo
com Detmann e Valadares Filho (2010a) em que CNF = 100PB — %PB da uréia
+ % de uréia) + %FDNcp + %EE + %MM] em que: FDNcp = fibra em detergente
neutro corrigida para cinzas e proteina.

As amostras das digestas e do indicador Co-EDTA, foram avaliadas quanto a
sua concentracéo de cobalto em espectrofotometro de absorcao atémica (Spctr AA-800;
Varian spectrometer, Harbor City, CA). A solucdo mineral foi preparada segundo
método INCT-CA M-004/1 descritos por Detmann et al. (2012).

As concentracbes de N-total nas amostras compostas de urina foram

quantificadas pelo método (INCT-CA M-002/1) descritos por Detmann et al. (2012).
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As determinagfes das concentragdes dos aminoacidos foram realizadas por
intermédio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A metodologia envolve
a reacao de derivatizacdo pré-coluna com fenilisotiocianato (PITC), formando os PTC
aminoacidos que foram quantificados por HPLC em fase reversa (loop de injecdo de
30uL, pH 6,40, em gradiente linear binario com fluxo de 1mL/min e temperatura da
coluna 58°C), utilizando detecgdo em UV a 254nm.

A quantificacdo da uréia no soro foi realizada pelo método cinético de tempo
fixo, utilizando-se o equipamento automatico para bioquimica, marca Mindray, modelo:

BS200E.

2.4. Célculos

Admitindo-se a falta de representatividade das amostras da digesta entrando no
canal omasal, as concentracfes dos indicadores nas diferentes fases da digesta omasal
foram usadas como base para calcular o fator de reconstituicdo (France e Siddons,
1986). O fluxo total da digesta ileal foi obtido dividindo-se o consumo do indicador pela
sua concentracdo nas amostras da digesta ileal. O fluxo dos nutrientes (g/dia) foi obtido
multiplicando-se sua concentracéo na digesta (g/Kg MS) pelo fluxo de MS.

As digestibilidades aparentes ruminal e intestinal dos nutrientes foram
calculadas em relag&o ao total ingerido.

As estimativas do N retido foram obtidas pela subtracdo das excrec¢des urinarias
e fecais do consumo de N. As estimativas do N absorvido foram obtidas pela subtracéo
das excrec0Oes fecais do consumo de N.

Os fluxos dos aminoacidos no omaso e no ileo foram calculados multiplicando-
se suas respectivas concentracdes nas digesta omasal e ileal pelos fluxos da MS

calculados com o sistema de indicador duplo e Unico, respectivamente. As quantidades
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absorvidas dos aminoacidos no intestino delgado foram calculadas pelas diferencas
entre os fluxos omasal e ileal dos aminoéacidos.

As estimativas das digestibilidades verdadeiras intestinais dos aminoacidos
essenciais, ndo essenciais, totais, da lisina e da metionina foram obtidas através da
equacao: Y= a + bX; onde Y representa o desaparecimento entre dois pontos no trato
gastrintestinal (sendo neste estudo representado pela diferenca entre o fluxo omasal e
ileal); X representa a entrada no intestino delgado (sendo neste estudo representado
pelo fluxo omasal) ; a € um valor negativo que representa as perdas enddgenas; e b a

digestibilidade verdadeira (Van Soest, 1982).

2.5. Analises estatisticas

As variaveis referentes ao consumo, coeficiente de digestibilidade aparente dos
nutrientes e dos aminoé&cidos nos diferentes locais do trato gastrintestinal e quantidades
absorvidas dos aminoacidos foram analisadas por intermédio do PROC MIXED do SAS
(versdo 9.1) utilizando-se o seguinte modelo matematico:
Yijkl=pu+ Gi + Nj+ GNij + A(i)k+ P(i)l + =ijkl
Em que Yjw = variavel dependente, p = média geral=@feito fixo do grupo genético
i confundido com o efeito do quadrado lating, Nefeito fixo do nivel dietético de
proteina bruta j, GIN= efeito fixo da interagdo entre grupo genético i e o nivel dietético
de proteina bruta j, # = efeito aleatorio do animal k aninhado ao grupo genétigg i, P
= efeito aleatorio do periodo 1 aninhado ao grupo genético i, ¢ &ju = erro aleatorio
assumind®e como normal e independentemente distribuido (NID) (0; o%). Os graus
liberdade foram estimados pelo método de Kenward-Roger. O procedimento SLICE dos
SAS (versao 9.1) foi utilizado para o desdobramento das interacbes quando necessario.

Em caso de efeitos significativos para os niveis dietéticos de proteina bruta, os seguintes
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contrastes ortogonais foram estudados: C1: consumo restrito vs. consumo livre, C2:
efeito linear dos niveis dietéticos de proteina bruta 10, 12 e 14% e C3: efeito quadratico
dos niveis proteicos 10, 12 e 14%. Todos os procedimentos estatisticos foram
conduzidos utilizando 0,05 como nivel critico de probabilidade para o erro tipo .

O N ingerido e consumo de NDT foram avaliados quanto a sua capacidade de
predicdo tanto do N urinario, quanto do fecal e N total por meio de regresséo linear

multipla utilizando o procedimento STEPWISE do SAS (versédo 9.1).

3.0. Resultados e Discussao
3.1. Consumo e digestao dos nutrientes no trato gastrintestinal
Ndo houve interacdo significativa (P > 0,05) entre grupo genético e niveis

dietéticos de PB para nenhuma das variaveis de consumo e digestibilidade aparente
avaliadas. Os animais cruzados apresentaram maior (P < 0,05) CMS expresso em kg/dia
em relacdo aos Nelores (Tabela 2), porém quando expresso em fungéo do peso corporal
(g/Kg), ndo houve diferenca (P > 0,05) entre grupos genéticos. O maior PC médio dos
animais cruzados (281,9 Kg) em comparacao aos Nelore (239,4 Kg) resultaram em
maior CMS expresso em kg/dia.

Nao foi verificado efeito significativo (P > 0,05) dos niveis dietéticos de PB sobre
0 CMS (kg/dia e g/kg PC). Este comportamento corrobora com os resultados obtidos
em estudos com bovinos de corte alimentados com niveis de PB que variaram entre 9 e
15% de PB ( Amaral et al., 2014; Obeid et al., 2006; Prates et al. 2015). Porém, estudos
com ruminantes utilizando maiores variacbes de PB na dieta (Broderick, 2003; Grings
et al., 199) tém demonstrado uma resposta positiva sobre a ingestdo de MS, indicando
gue possivelmente a auséncia de efesobre o0 CMS pode ser relacionada a pequena

variagao nos niveis de PB utilizados neste estudo.
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Os consumos dos nutrientes (kg/dia) foram maiores (P < 0,05) para os animais
cruzados em relacdo aos zebuinos puros, isto pode ser atribuido ao comportamento
verificado para o CMS em kg/dia. De forma geral, as digestibilidades aparentes parciais
e totais (kg/dia e % do ingerido) dos nutrientes nao diferiram (P > 0,05) entre grupos
genéticos.

As quantidades digeridas (kg/d) da MS e MO foram menores (P < 0,05) no
consumo restrito em comparacéo ao voluntario. As maiores (P < 0,05) digestibilidades
aparentes ruminais da MO (%) e totais da MS e MO (%) no consumo restrito, podem
ser atribuidas a possiveis aumentos no tempo de retencdo da digesta no rimen com
consequente aumento na extenséo da fermentagao ruminal (Scholljegerdes et al., 2004).

N&o foram verificados efeitos (P > 0,05) dos niveis dietéticos de PB sobre as
digestibilidades aparentes (%) ruminais, no intestino grosso e totais da MS e MO. A
auséncia de efeitos dos niveis de PB nas dietas sobre as digestibilidades aparentes
ruminais da MS e MO, foram reportadas em estudos com bovinos de corte (Chen et al.,
2010; Yuangklang et al., 2010). No entanto, o aumento da digestibilidade da MS tem
sido relacionado positivamente com as quantidades de PB nas dietas (Allen, 2000;
Archibeque et al., 20Q7Isso sugere que fatores envolvidos como, os niveis e as fontes
de PB nas dietas podem justificar as variacdes nas respostas sobre digestibilidades dos

nutrientes reportadas na literatura (Dung et al., 2014) .
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Tabela 2. Efeito dos grupos genéticos e niveis dietéticos de proteina bruta sobre os consumos e digestibilidtededaapsateria seca (MS) e ma
organica (MO) e no consumo e teor de nutrients digestiveis totais (NDT)

Grupo genético Nivel de PB Efeito principaf Contrasté
Item Nelore Cruzado CR 10% 12% 14% EPM GG N GG x N CR x CV L Q
Consumo de MS
kg/dia 4,23 5,38 3,04 5,22 5,22 5,72 0,36 0,02 <0,01 0,22 <0,01 0,09 0,31
g/Kg PC 17,72 19,33 11,94 19,81 20,41 2194 1,75 0,45 <0,01 0,78 <0,01 0,08 0,65
Digestibilidade ruminal
kg/dia 1,52 2,14 1,20 2,11 1,77 2,25 0,26 0,06 0,03 0,06 <0,01 0,44 0,02
% 35,2 39,5 39,5 39,6 32,9 37,5 3,12 0,22 0,06 0,07 0,18 0,43 0,02
Digestibilidade no intestino delgado
Kg/dia 1,03 1,11 0,73 0,94 1,38 1,23 0,12 0,49 <0,01 0,22 <0,01 0,02 <0,01
% 24,5 21,2 24,0 18,1 27,2 22,0 2,74 0,28 <0,01 0,25 0,40 0,09 <0,01
Digestibilidade no intestino grosso
Kg/dia 0,62 0,67 0,42 0,76 0,60 0,78 0,14 0,76 <0,01 0,58 <0,01 0,82 0,05
% 14,6 12,2 13,7 14,3 12,1 13,5 2,83 0,50 0,71 0,58 0,78 0,69 0,29
Digestibilidade total
Kg/dia 3,19 3,93 2,37 3,82 3,77 4,28 0,31 0,056 <0,01 0,35 <0,01 0,08 0,20
% 74,3 72,9 77,2 71,9 72,2 73,0 1,93 0,31 0,04 0,91 <0,01 0,58 0,87
Consumo de MO
Kg/dia 3,96 5,02 2,83 4,89 4,89 5,35 0,34 0,02 <0,01 0,21 <0,01 0,09 0,31
Digestibilidade ruminal
kg/dia 1,72 2,31 1,35 2,25 2,03 2,43 0,25 0,07 <0,01 0,09 <0,01 0,30 0,06
% 42,8 45,8 47,7 45,1 40,8 43,6 3,14 0,40 0,07 0,12 0,03 0,54 0,11
Digestibilidade no intestino delgado
Kg/dia 0,81 0,88 0,55 0,76 1,07 1,01 0,10 0,38 <0,01 0,49 <0,01 0,02 0,04
% 20,5 17,9 19,3 15,5 22,7 19,3 243 0,34 0,02 0,35 0,91 0,07 <0,01
Digestibilidade no intestino grosso
Kg/dia 0,50 0,54 033 063 048 062 013 081 0,01 0,70 <0,01 0,93 0,06
% 12,6 10,5 11,6 12,7 10,4 115 2,83 0,54 0,71 0,76 0,94 0,55 0,32
Digestibilidade total
Kg/dia 3,04 3,74 2,25 3,65 3,60 4,07 0,30 0,06 <0,01 0,36 <0,01 0,08 0,21
% 75,9 74,2 78,7 73,7 73,9 74,4 195 0,24 0,04 0,92 <0,01 0,58 0,98
Consumo de NDT
kg/dia 3,05 3,75 2,25 3,66 3,61 4,09 0,30 0,07 <0,01 0,22 <0,01 0,04 0,13
Teor; % 71,1 69,6 73,5 68,9 69,2 69,9 1,89 0,25 0,08 0,93 0,01 0,60 0,93

ICR = consumo restritéGG = grupo genético; N = nivel dietético de BBV = consumo voluntario; L = efeito linear; Q = efeito quadratico. 24



O efeito linear (P < 0,05) dos niveis dietéticos de PB sobre o CNDT pode ter
sido em funcdo do aumento do consumo de nutrientes digestiveis nas dietas, como
observado para o CPB (Tabeda 3

O CPB aumentou linearmente (P < 0,05) com os niveis de PB, demonstrando
gue maiores concentragdes de PB nas dietas sao relacionadas com maiores consumos de
N em bovinos (Noftsger and St-Pierre, 2003).

Houve efeito quadratico (P < 0,05) sobre a digestibilidade aparente ruminal
(Kg/dia e % do ingerido) da PB em resposta aos niveis crescentes d® PB.
metabolismo de proteina no ramen é resultado da atividade metabdlica dos
microrganismos e envolve dois importantes eventos: a degradacdo da proteina, que
fornece fontes de N para as bactérias ruminais e a sintese de microbiana (Bach et al.,
2005).

As digestibilidades ruminais negativas obtidas nas dietas com 10% PB (-18,2%);
12% PB (-16,3%) e para os animais em consumo restrito (-23,1%), indicam que 0s
fluxos de PB foram maiores em relacdo ao consumo. Este balanco negativo no ramen
pode ser atribuido aos ajustes que ocorrem no metabolismo do animal para manter o
suprimento de N adequado no rimen. Sob suprimento deficiente de N, o animal reduz a
excrecdo urinaria de N e se torna mais dependente de eventos de reciclagem para prover
suprimento adequado de N para assimilagdo na forma de proteina microbiana no

ambiente ruminal (Detmann et al., 2014).
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Tabela 3. Efeito dos grupos genéticos e niveis dietéticos de proteina bruta (PB) sobre os consumos e digegtibiidadala PB e extra
etéereo (EE)

Grupo genético Nivel de PB Efeito principaf Contrasté
ltem Nelore Cruzado CR 10% 12% 14% EPM GG N GG x N CRx CV L Q
Consumo de PB
kg/dia 0,52 0,65 036 053 064 0,82 0,05 0,03 <0,01 0,12 <0,01 <0,01 0,21
Digestibilidade ruminal

g/dia -78,3 -30,4 -79,8 -82,8 -102,7 48,0 0,04 0,23 0,01 0,09 0,32 <0,01 0,03

% -18,3 -9,0 -23,1 -16,3 -18,2 3,0 6,56 0,18 <0,01 0,15 0,01 <0,01 0,03
Digestibilidade no intestino delgado

g/dia 410,3 477,4 304,7 402,1 5275 5409 0,03 <0,01 <0,01 0,14 <0,01 <0,01 0,06

% 80,6 75,6 86,4 755 84,0 664 5,96 0,39 <0,01 0,12 0,01 0,09 <0,01
Digestibilidade no intestino grosso

g/dia 54,0 35,4 38,0 443 41,7 548 0,02 0,22 0,73 0,59 0,48 0,51 0,56

% 10,8 6,0 10,5 8.2 7,7 7,1 3,11 0,16 0,59 0,56 0,20 0,67 0,98

Digestibilidade no intestino total
g/dia 385,9 482,5 263,0 363,7 466,4 643,7 0,04 0,06 <0,01 0,13 <0,01 <0,01 0,16
% 73,2 73,1 734 688 735 77,0 1,63 0,97 <0,01 0,85 0,80 <0,01 0,69
Consumo de EE
kg/dia 0,16 0,20 0,12 10,18 0,22 0,21 0,02 0,02 <0,01 0,39 <0,01 <0,01 0,03
Digestibilidade ruminal

g/dia -29,8 -10,3 -36 -275 -216 -274 0,01 0,20 0,35 0,15 0,08 0,98 0,64

% -16,1 -5,9 -166 -95 -148 -3,0 7,63 0,20 0,20 0,09 0,06 0,78 0,29
Digestibilidade no intestino delgado

g/dia 178,0 189,8 110,0 1858 213,55 226,4 0,02 0,52 <0,01 0,59 <0,01 0,03 0,61

% 104,0 93,0 92,8 102,3 955 1031 8,56 0,18 0,48 0,21 0,25 091 0,29
Digestibilidade no intestino grosso

g/dia -7,9 -10,4 49  -97 42 -17,7 0,01 0,60 0,20 0,43 0,33 0,26 0,11

% -4,5 -5,0 44 53 -2,1 -7,2 3,90 0,81 042 0,68 0,84 0,53 0,13

Digestibilidade total
g/dia 140,4 169,1 81,8 132,0 187,0 1654 0,01 0,06 <0,01 0,53 <0,01 <0,01 <0,01
% 83,4 84,3 86,4 80,1 86,6 822 2,65 0,66 0,05 0,86 0,12 0,43 0,02

ICR = consumo restrit6GG = grupo genético; N = nivel dietético de BBY = consumo voluntario; L = efeito linear; Q = efeito quadratico.
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O balanco positivo de N no rimen observado para a dieta com 14% de PB, pode
estar relacionado a maior disponibilidade de N no ambiente ruminal. Nestas condi¢cdes,
a utilizacéo da proteina metabolizavel se torna mais eficiente pois o N absorvido pode
ser direcionado para a sintese de tecidos corporais ao invés de ser utilizado para eventos
de reciclagem (Detmann et al., 2010b). Ressalta-se que o0 excesso de PB dietética e
maior digestibilidade do N podem levar & maiores quantidades de N-amdnia absorvidos
no rimen, e consequentemeataaiores excrec¢des de N na urina, aumentando assim as
proporgdes de N urinario no total de N excretado (Dong et al., 2014).

No intestino delgado, as quantidades digeridas de PB em Kg/dia, aumentaram
linearmente (P < 0,05) e quando expressa em percentagem, houve efeito quadratico (P <
0,05) com o aumento dos niveis dietéticos de PB.

A digestibilidade aparente total da PB aumentou linearmente (P < 0,05) em
resposta a inclusdo dos niveis crescentes de PB, sendo em média 73%. Os aumentos nas
concentracdes de PB dietética proporcionaram um aumento na digestibilidade aparente
total da PB, possivelmente como resultado da diluicdo do N metabdlico fecal, assim
como do consumo de fontes de proteina mais digestiveis (Broderick, 2003). Dong et al.
(2014) utilizando um banco de dados de 50 estudos com bovinos de corte, observaram
um valor médio de 67,6% em dietas contendo niveis de PB entre 9 a 15%.

A regressao linear obtida entre consumo de PB fyfiXg a quantidade total de
PB absorvida demonstrou que a digestibilidade verdadeira da PB no trato gastrintestinal

foi de 77,8% (Figura 1).
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Figura 1. Relac&o entre a quantidade de PB absorvida no trato gastrointestifdP(g/Kg

eo consumo de PB (g/Rdd.

Os niveis de PB nao afetaram (P > 0,05) as digestdes ruminais (kg/dia e %) do
EE. A digestibilidade ruminal negativa do EE indica que houve sintese de lipideos
microbianos neste local, resultando em aumento do fluxo de lipideos para o trato
gastrintestinal inferior. A digestibilidade aparente (%) do EE no intestino delgado néo
foi afetada (P > 0,05) pelos niveis dietéticos de PB. O alto valor observado para a
digestibilidade aparente no intestino delgado (102,3%; 95,5% e 103,1% para as dietas
de 10%; 12% e 14% de PB) demonstra que este € o principal local de digestdo deste
nutriente.

N&o houve efeito dos niveis dietéticos de PB (P > 0,05) sobre o CFDNcp, CFDN
indigestivel e CFDN indigerida (Tabela 4). O aumento da concentracdo de PB nas
dietas proporcionou um efeito quadréatico (P < 0,05) sobre a digestibilidade ruminal
(Kg/dia e %) da FDNcp. Analisando a digestdo no trato gastrintestinal, observou-se que
em média a digestibilidade ruminal da FDNcp foi de 44,4% e a digestibilidade aparente
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total foi de 60%. Portanto, o rimen foi o principal local da digestdo da fibra,
representando 74% da digestao aparente total.

O valor préximo de zero para a digestibilidade da fibra no intestino delgado,
pode ser considerado padréo para as estimativas de fluxo de MS por indicadores, uma
vez que praticamente n&do ocorre digestdo da fibra neste local. Neste estudo, as
quantidades digeridas de FDNcp em kg/dia no intestino delgado, foram praticamente
nulas, porém quando expressas em percentagem foi obtida uma média de 7,9%. Neste
caso, admite-se que possa ocorrer alguma digestdo de componentes da fibra na parte
distal do intestino delgado, devido a contaminacao por bactérias do intestino grosso, na
regido ileocecal (Coelho da Silva e Le&o, 1979).

Ndo houve efeito dos niveis dietéticos de PB (P > 0,05) sobre o consumo de
CNF. Os aumentos dos niveis proteicos afetaram quadraticamente (P < 0,05) as
qguantidades digeridas (kg/dia) de CNF nos diferentes locais do trato gastrintestinal. Nao
foi observado efeito sobre a digestibilidade aparente total do CNF em resposta aos

niveis de B.
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Tabela 4. Efeito dos grupos genéticos e niveis dietéticos de proteina bruta sobre os consumos e digestibibdteleslafdora em detergente net
corrigida para cinzas (FDNcp) e proteina e dos carboidratos nao fibrosos (CNF)

Grupo genético Nivel de PB Efeito principat Contrasté
ltem Nelore Cruzado CR 10% 12% 14% EPM GG N GG x N CRx CV L Q
CFDNcp
Kg/dia 1,36 1,68 1,00 1,67 1,66 1,77 0,13 0,04 <0,01 0,37 <0,01 0,31 0,46
g/Kg PC 5,70 6,10 394 6,34 649 6,83 0,66 0,61 <0,01 0,87 <0,01 0,30 0,80
Digestibilidade ruminal
Kg/dia 0,65 0,77 059 0,67 083 0,74 0,08 0,21 0,02 0,45 0,01 0,31 0,05
% 48,8 47,1 58,8 40,8 50,5 41,8 4,00 0,69 <0,01 0,19 <0,01 0,73 <0,01
Digestibilidade no intestino delgado
Kg/dia 0,13 0,09 003 0,28 0,05 0,18 0,07 0,61 <0,01 0,35 0,01 0,99 <0,01
% 8,5 4,7 2,6 10,9 2,7 10,2 4,55 0,49 0,01 0,48 0,03 0,81 <0,01
Digestibilidade no intestino grosso
Kg/dia 0,09 0,15 0,08 0,21 0,13 0,15 0,07 0,47 0,59 0,59 0,25 0,50 0,97
% 6,8 8,3 7,7 6,1 7,7 8,6 4,83 0,78 0,91 0,59 0,93 0,49 0,92
Digestibilidade total
Kg/dia 0,86 1,00 069 09 1,00 1,07 0,10 0,11 0,00 0,55 <0,01 0,19 0,90
% 64,4 60,1 69,1 583 609 60,7 3,46 0,13 0,02 0,88 <0,01 0,49 0,64
Consumo de FDN indigestivel
Kg/dia 0,42 0,52 0,30 052 051 0,55 0,04 0,08 <0,01 0,30 <0,01 0,38 0,31
g/Kg PC 1,76 1,89 1,17 199 199 214 0,23 0,64 <0,01 0,77 <0,01 0,34 0,55
Consumo de FDN indigerida
g/Kg PC 2,09 2,47 122 265 255 270 0,26 0,28 <0,01 0,90 <0,01 0,84 0,59
Consumo de CNF
Kg/dia 1,95 2,50 1,38 255 239 259 0,19 0,03 <0,01 0,23 <0,01 0,78 0,14
Digestibilidade ruminal
Kg/dia 1,19 1,62 086 1,70 1,38 1,69 0,17 0,06 <0,01 0,12 <0,01 0,92 <0,01
% 59,1 63,6 62,1 652 553 63,0 4,07 0,30 0,06 0,48 0,73 0,52 0,01
Digestibilidade no intestino delgado
Kg/dia 0,10 0,11 0,11 -0,01 0,26 0,05 0,06 0,84 <0,01 0,96 0,81 0,32 <0,01
% 6,4 51 8,1 -0,3 12,2 2,9 3,69 0,74 <0,01 0,91 0,20 0,28 <0,01
Digestibilidade no intestino grosso
Kg/dia 0,37 0,37 023 049 0,32 044 0,07 0,98 <0,01 0,57 <0,01 0,31 <0,01
% 18,4 14,7 16,2 19,0 144 16,5 3,07 0,22 0,49 0,69 0,84 0,41 0,21
Digestibilidade total
Kg/dia 1,66 2,09 1,20 2,18 195 2,18 0,17 0,05 <0,01 0,32 <0,01 0,97 0,05
% 83,7 83,1 86,3 833 81,7 8272 1,67 0,68 0,03 0,87 <0,01 0,49 0,45

ICR = consumo restritGG = grupo genético; N = nivel dietético de P8V = consumo voluntario; L = efeito linear; Q = efeito quadratico.
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3.2. Balanco dos compostos nitrogenados e nitrogénio uréico no soro

N&o houve interacdo entre grupo genético e nivel dietético de PB (P < 0,05) sobre o
balanco de compostos nitrogenados e nitrogénio uréico no soro (Tabela 5).

Os animais cruzados apresentaram maiores (P < 0,05) quantidades de N retido (g/dia)
em relacdo ao Nelore. Ndo houve efeito (P > 0,05 ) do grupo gesétire o N retido
expresso em relacdo ao N ingerido e absorvido (%).

O aumento dietético de PB resultou em um aumento linear (P < 0,05) nas excre¢des
de N urinario (g/dia), sendo em média 40,4 g/dia. Estudos demonstram que existe uma
relacéo positiva entre o consumo de N e a excrecao total de N na urina (Archibeque et al.,
2007; Brake et al., 2010)

Neste estudo, a equacéo obtida para predizer a excrecdo de N urinario (ENU, g/dia)
em funcdo do N ingerido (NI, g/dia) e do consumo de NDT (CNDT, kg/dia) foi: ENU =
23,213 + 0,716 NI 16,390 CNDT, ¥= 0,75. Esta equacdo demonstra que ocorreu um
aumento na excrecdo dedd 0,7 g x dia para cada grama de N ingerido. Waldrip et al.
(2013) demonstraram que a excrecdo de N urinario em bovinos de corte pode ser melhor
predita em funcédo do consumo diério de N e observaram que a excrecao de N aumentou 0,6 g
x dialem funcéo do aumento em gramas do N ingerido.

A relacdo negativa entre as excre¢cfes de N urinario e CNDT pode estar relacionada
com maior eficiéncia de utilizagdo dos compostos nitrogenados pelos microrganismos
ruminais quando fontes de nutrientes digestiveis sao disponibilizadas adequadamente no
ambiente ruminal. Dentre os fatores que afetam a sintese de PB microbiana, a disponibilidade
e sincronizagao entre energia e compostos nitrogenados no rumen, tém sido conhecidos como
0os mais importantes (Russel et al., 1992). Portanto, a adequada disponibilizacdo de
substratos para o crescimento microbiano permite uma eficiente utilizacdo dos compostos

nitrogenados no ambiente ruminal, reduzindo assim as excre¢des de N para o ambiente.
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As excrecoes fecais variaram de 26,7 para 31,9 g/dia, e apresentaram uma tendéncia
linear (P = 0,07) em resposta aumento da PB dietética. A equacgdo obtida entre a excrecao de
N fecal (ENF, g/dia) com o NI (g/dia) e CNDT (Kg/dia) foi: ENF = 0,438 + 0,092 NI + 4,631
CNDT, ¥ = 0,84.Esta equagdo demonstra que ocorreu um aumento na excrecéde OcOBl
g x dia para cada grama de N ingerido.

A particdo das excrecdes de N na forma de urina e fezes é largamente influenciada
pela dieta (Dong et al., 2014).N urinario é mais volatil em relagdo ao N fecal, indicando
gue a excrecado de N na forma de urina representa uma importante via de contribuicdo para
emissdes de amonia na atmosfera. Esse estudo demonstrou que, o aumento dos niveis de PB
contribuu significantemente para o aumento das excrecdes de N urinério.

A equacéo obtida entre a excrecao de N total (NT, g/dia) com o NI (g/dia) e CNDT
(Kg/dia) foi: ENT = 23,653 + 0,809 N} 11,756 CNDT, ¥ = 0,90. Waldrip et al. (2013)
desenvolveram equacdes para predizer as excrecdes de N fecal e urinaria a Eautiiode e
que variaram os niveis de PB entre 12,5 e 13,5% PB, e observaram que o N urinério
contribuiu com 63% da excrecéo de N total em funcdo do N ingerido em dietas com maiores
concentracoes de N.

O N retido (g/dia) nao foi afetado (P > 0,05) pelos niveis dietéticos de PB. Valadares
et al. (1997) observaram que o balanco de N foi menor para o teor de 7% de PB na dieta em
relacdo a maiores niveis (9,5 a 14,6% de PB), que nao diferiram entre si.

Embora sem efeito significativo, houve um aumento de 25,7% no N retido dos
animais alimentados com 14% em relacdo a 10% de PB. O aumento de N retido em resposta
aos niveis proteicos na dieta pode ser relacionado com uma maior disponibilidade de
aminoacidos em dietas com maiores teores de proteina, proporcionando uma maior taxa de

sintese proteica.
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Tabela 5. Efeito dos grupos genéticos e niveis dietéticos de proteina bruta sobre as excre¢cdes de nitrogénio, balanco de nitrogénio e nitrogér

S0ro
Bactéria Nivel de PB Efeito principat Contrasté

ltemt Nelore Cruzado CR 10% 12% 14% EPM GG N GG x N CRx CV L Q

NU, g/dia 34,18 41,28 29,73 23,93 33,66 63,60 7,16 0,23 <0,01 0,27 0,08 <0,01 0,12
NF, g/dia 22,35 28,21 15,13 26,73 27,34 31,91 2,72 0,08 <0,01 0,72 <0,01 0,07 0,39
N retido, g/dia 27,70 38,84 12,13 35,44 40,96 44,55 5,26 0,04 <0,01 0,89 <0,01 0,10 0,83
N retido/N ing, % 30,73 36,79 20,19 40,64 38,43 35,77 3,77 0,11 <0,01 0,80 <0,01 0,19 0,94
N retido/N abs, % 43,73 50,09 30,16 59,11 52,49 45,87 4,89 0,13 <0,01 0,89 <0,01 0,01 0,99
NUS, mg/dL 13,81 11,18 13,75 9,38 11,38 15,50 1,57 0,06 <0,01 0,17 0,20 <0,01 0,43

INU = excrecdo de nitrogénio urinario; NF = excrecédo de nitrogénio fecal; Nbiogénio uréico no soro; N ing = nitrogénio ingerido; Nab
nitrogénio aborvido?CR = consumo restritdGG = grupo genético; N = nivel dietético de P8Y = consumo voluntario; L = efeito linear; Q = efe

quadratico.
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O N uréico no soro (NUS) aumentou linearmente (P < 0,05) de 9,38 para 13,05
mg/dL com o aumento do nivel de PB dietético. O teor de NUS tem sido utilizado para
obtencdo de informacgBes adicionais sobre a nutricdo protéica de ruminantes, por meio da
resposta metabdlica & determinada dieta (Chizzotti et al., 2006).

Existe uma correlacao positiva entre o consumo diério de N e a concentracao de uréia
no sangue (Valadares et al.,1997; Muscher et al., 2010), porém concentracfes elevadas de
NUS podem estar relacionadasitilizacéo ineficiente da PB da dieta, resultando em maiores
excrecOes de N urinari® comportamento positivo entre a excre¢cdo de N urinario (ENU,
g/dia) com o N uréico no soro NUS (g/dia) foi observado através da equacdo: ENU = 8,566 +

2,383 NU, f = 0,40.

3.3. Digestibilidade intestinal dos aminoacidos

O fluxo dos aminoéacidos no omaso e ileo, as digestibilidades intestinais aparentes e as
quantidades absorvidas dos aminoacidos essenciais estdo demonstradas na Tabela 6. N&o
houve interacdo significativa (P > 0,05) entre grupo genético e nivel dietético de PB para os
fluxos de aminoacidos avaliados.

Os fluxos dos aminoacidos essenciais € ndo essenciais no omaso aumentaram
linearmente (P < 0,05) em resposta aos niveis crescentes de PB. A maximizag&o do fluxo de
aminoacidos para o intestino delgado é de grande interesse na nutricdo de ruminantes, pois as
exigéncias dietéticas de proteina metabolizavel (PM) sdo atendidas mediante a absor¢do no
intestino delgado dos aminoacidos oriundos da PB microbiana e da proteina dietética nao
degradada no rumen digestivel (Valadares Filho et al., 2010). Ressalta-se que a maior parte
dos aminoéacidos absorvidos pelos ruminantes é proveniente da PB microbiana sintetizada no

rdmen.
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Tabela 6. Efeito dos grupos genéticos e niveis dietéticos de proteina bruta sobre os fluxos dos aminoacidos, digeaphiladds e quantidad
absorvidas dos aminoacidos essenciais

Grupo genético Nivel de PB Efeito principaf Contrasté
ltemt Nelore  Cruzado CR 10% 12% 14% EPM GG N GG x N CR x CV L Q
Fluxos dos amino&cidos essenciais e ndo essenciais (g/dia)
AAE no omaso 253,6 275,9 160,8 264,0 288,4 3459 0,02 0,35 <0,01 0,39 <0,01 <0,00 0,38
AANE no omaso 301,5 331,5 189,5 313,7 353,0 409,7 0,03 0,27 <0,01 0,52 <0,01 <0,01 0,69
AAE no ileo 64,5 73,3 43,7 738 716 864 0,01 0,27 <0,01 0,67 <0,01 0,10 0,19
AANE ileo 84,8 96,5 56,8 97,1 93,7 115,2 0,01 0,24 <0,01 0,83 <0,01 0,056 0,11
Quantidades absorvidas dos aminoacidos essenciais (g/dia)
Arginina 19,6 22,6 12,7 205 23,8 27,3 0,002 0,12 <0,01 0,66 <0,01 <0,01 0,91
Histidina 8,7 8,6 5,4 8,3 9,7 11,2 0,001 0,98 <0,01 0,67 <0,01 0,02 0,91
Isoleucina 21,0 23,1 13,1 21,8 245 28,7 0,002 0,24 <0,01 0,25 <0,01 <0,01 0,67
Leucina 38,7 41,7 23,8 39,1 451 529 0,004 0,45 <0,01 0,49 <0,01 <0,00 0,78
Lisina 30,6 31,6 175 30,1 33,3 435 0,004 0,82 <0,01 0,13 <0,01 <0,01 0,21
Metionina 8,1 9,9 5,5 86 10,1 118 0,001 0,05 <0,01 0,90 <0,01 <0,00 0,83
Fenilalanina 19,5 20,4 12,1 195 21,6 26,7 0,002 0,61 <0,01 0,32 <0,01 <0,00 0,45
Treonina 18,1 19,1 10,7 17,5 21,0 24,9 0,002 0,60 <0,01 0,07 <0,01 <0,01 0,87
Triptofano 3,0 3,2 1,9 2,7 38 3,92 0,001 0,65 <0,01 0,30 <0,01 <0,01 0,12
Valina 22,0 22,5 145 220 24,0 28,7 0,003 0,81 <0,01 0,50 <0,01 0,05 0,61
Digestibilidades aparentes dos aminoacidos essenciais (%)
Arginina 77,5 78,2 76,6 76,4 79,7 789 1,76 0,61 0,08 0,56 0,16 0,10 0,11
Histidina 79,7 76,4 78,0 751 804 78,7 2,05 0,02 0,08 0,33 0,93 0,07 0,05
Isoleucina 73,9 73,3 720 728 748 74,8 1,94 0,56 0,12 0,18 0,07 0,15 0,39
Leucina 76,0 75,0 742 735 771 77,1 1,85 0,45 0,02 0,65 0,13 0,01 0,14
Lisina 73,3 72,0 71,1 711 73,1 751 4,41 0,75 0,61 0,30 0,49 0,26 0,99
Metionina 81,4 83,3 81,9 805 834 835 1,78 0,27 0,15 0,32 0,61 0,05 0,26
Fenilalanina 74,2 72,6 725 719 745 74,77 2,13 0,25 0,33 0,30 0,44 0,13 0,43
Treonina 66,3 65,4 64,1 63,7 68,3 674 2,87 0,57 0,14 0,15 0,21 0,12 0,18
Triptofano 68,1 68,4 68,7 61,9 73,1 69,2 5,16 0,93 0,06 0,04 - - -
Valina 72,1 69,6 709 68,7 723 715 2,76 0,16 0,54 0,44 0,95 0,28 0,33
Total 74,2 73,9 727 71,8 751 751 0,02 0,51 0,15 0,39 0,34 0,07 0,27

IAAE = aminoacidos essenciais; aminoacidos ndo esserf@ats= consumo restritdGG = grupo genético; N = nivel dietético de PBY = consumo
voluntério; L = efeito linear; Q = efeito quadratico.
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De maneira geral, com excec¢ao da digestibilidade da histidina, ndo houve efeito (P >
0,05) do grupo genético sobre as quantidades absorvidas e sobre as digestibilidades aparentes
dos aminoécidos essenciais individuais.

As quantidades absorvidas dos aminoécidos essenciais individuais no intestino
delgado aumentaram linearmente (P < 0,05) em resposta aos niveis de PB. Os niveis
dietéticos de PB ndo afetaram (P > 0,05) as digestibilidades aparentes intestinais dos
aminoacidos essenciais individuais, com excecao da leucina. As digestibilidades aparentes
totais dos aminoacidos essenciais foram em média de 74%. A digestibilidade aparente da
lisina no intestino delgado variou de 71,1% a 75,1% entre os niveis de PB e foi em média
73,08%. Para a metionina, a digestibilidade aparente variou 80,5% a 83,5% sendo em média
de 82,5%.

A lisina e metionina sé&o considerados os dois principais aminoacidos limitantes em
bovinos em crescimentd&iemesrud et al., 200Qpest et al., 2002 Tem sido demonstrado
gue, em ingredientes comumente utilizados nas dietas de ruminantes existe uma deficiéncia
destes aminoacidos (Klemesrud et al., 2000; Titgemeyer et al., 1988). Em comparacdo a
composicdo da proteina de concentrados proteicos de origem vegetal, a PB microbiana
contém maior proporgao de metionina e lisina (Valadares Filho et al., 2010), demonstrando a
importancia de maximizar o fluxo da PB microbiana para o intestino delgado através da
manipulagéo da dieta.

As quantidades absorvidas dos aminoacidos ndo essenciais individuais aumentaram
linearmente (P < 0,05) em resposta aos niveis dietéticos de PB (Tabela 7). Houve interacéo (P

< 0,05) entre o grupo genético e nivel dietético de PB para a quantidade absorvidaade cist
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Tabela 7. Efeito dos grupos genéticos e niveis dietéticos de proteina bruta sobre os fluxos dos aminoacidos, digestibilidades aparentes e quantide
dos aminoacidos essencias

Grupo genético Nivel de PB Efeito principaf Contrasté
ltemt Nelore Cruzado CR 10% 12% 14% EPM GG N GG x N CRxCV L Q
Quantidades absorvidas dos aminoacidos ndo essenciais, g/dia

Alanina 28,2 30,6 16,6 28,2 34,0 38,9 0,003 0,45 <0,01 0,07 <0,01 <0,01 0,81
Aspartico 44,1 45,1 26,3 43,1 51,2 57,8 0,01 0,80 <0,01 0,62 <0,01 0,01 0,87
Cistina 5,6 8,31 52 7,2 70 8,5 1,81 0,02 0,01 0,04 - - -

Glutamina 58,2 63,5 36,3 58,7 70,0 78,3 0,01 0,24 <0,01 0,50 <0,01 <0,01 0,78
Glicina 21,6 23,6 12,5 21,3 26,7 30,0 0,003 0,41 <0,01 0,13 <0,01 <0,01 0,54
Prolina 21,5 23,3 12,0 21,3 27,0 294 0,002 0,47 <0,01 0,40 <0,01 <0,01 0,34
Serina 19,8 21,3 12,2 19,1 234 275 0,002 0,45 <0,01 0,25 <0,01 <0,01 0,92
Tirosina 17,6 19,3 11,7 17,7 20,2 24,2 0,002 0,17 <0,01 0,19 <0,01 <0,01 0,60

Digestibilidades aparentes dos aminoacidos ndo essenciais, %
Alanina 69,4 68,9 66,8 67,5 715 70,8 2,35 0,80 <0,01 0,14 0,01 0,02 0,05
Aspartico 79,9 77,8 79,1 774 812 77,6 3,39 0,20 0,33 0,54 0,84 093 0,07
Cistina 61,2 69,7 68,7 64,1 61,1 68,0 11,08 0,03 0,48 0,41 0,34 048 0,30
Glutamina 73,4 72,5 72,3 70,7 756 73,3 2,12 0,46 0,04 0,27 050 0,12 0,02
Glicina 63,2 63,4 60,6 60,9 66,1 65,6 2,83 0,90 <0,01 0,05 0,01 0,01 0,05
Prolina 66,2 65,6 62,3 63,4 69,4 685 2,60 0,73 <0,01 0,65 <0,01 <0,01 0,02
Serina 71,0 70,4 69,8 67,6 73,1 723 2,26 0,67 0,01 0,21 041 0,01 0,04
Tirosina 68,0 66,8 68,3 65,3 68,5 67,6 2,68 0,43 0,42 0,16 051 028 0,26
Total 71,4 70,6 68,9 73,4 719 70,0 0,02 0,50 0,04 0,19 0,27 0,06 0,03
AminoAcidos totafs

Dig. aparente, % 72,7 71,8 71,2 70,2 742 734 0,02 0,48 0,08 0,29 0,30 0,06 0,10
Q.absorvidas, g/dia 40,6 43,8 25,0 40,7 47,6 554 0,04 0,39 <0,01 0,32 <0,01 <0,01 0,89

1Q.absorvidas = quantidades absorvid@R = consumo restritdGG = grupo genético; N = nivel dietético de PB.= consumo restrito; CV = consun
voluntério; L = efeito linear; Q = efeito quadratiéAminoacidos totais = amino4cidos essenciais + aminoacidos ndo essenciais.
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Para as digestibilidades aparentes dos aminoacidos nao essenciais; alanina, glicina,
prolina e serina; houve efeito linear significativo (P < 0,05) em resposta aos niveis dietéticos
de PB. As digestibilidades aparentes totais dos aminoacidos ndo essenciais foram em média
71,7%. A maior digestibilidade aparente dos aminodcidos essenciais em relagdo aos
aminoacidos ndo essenciais foi relatada em outros estudos (Armstrong et al.,, 1977,
Tamminga e Oldham, 1980).

As quantidades absorvidas dos aminoacidos totais (essenciais e ndo essenciais)
aumentaram linearmente (P < 0,05) em resposta aos niveis dietéticos proteicos. O aumento na
absorcdo de todos os aminoacidos, indica que ndo houve limitacdo de transportadores de
aminoacidos no intestino delgado.

As digestibilidades aparentes dos aminoacidos totais ndo foram afetadas (P > 0,05)
pelos niveis dietéticos de PB e apresentaram uma média de 72,6%, proxima as
digestibilidades aparentes dos aminoéacidos (70%) reportadas pelo NRC (1988). Fora
obtidas as seguintes equacfes para 0os aminoacidos essenciais (Figura 2), ndo essenciais
(Figura 3) e aminodcidos totais (Figura 4), respectivamente: Y= - 8,0818 +0,7768,96 ©
Y= -9,4914 + 0,7435,% 0,96 e Y= - 17,051 + 0,7549x?>=0,96. As digestibilidades
verdadeiras dos amino&cidos totais foram de 75,5%. Essas estimativas obtidas foram
préximas a ao valor de 80% reportados pelo NRC (2000) para digestibilidade verdadeira dos

aminoacidos.
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dial) no intestino delgado (ID) e o fluxo de aminoacidos totais no omaso (g)x dia

As digestibilidades verdadeiras dos aminoacidos essenciais e ndo essenciais
totais foram de 77,0% e 74,4% respectivamente.

A equacédo obtida entre a quantidade de lisina absorvida e o fluxo de lisina no
omaso foi : Y= -2,0041 + 0,779x%= 0,88. Portanto, a digestibilidade verdadeira da

lisina obtida neste estudo foi de 77,9% .

40



¥ =0,779x -2,0041
R2=10,8844 °

[ [¥¥] Lh [o3} 1
[} [} [} [} [}
1 1 1 1 1

'6
-0
.
.

—
=]
1
®

Quantidade de lisina absorvida, g xdia-!
e
=

0 T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Fluxo de lisina no omaso, g  dia!

Figura 5. Relac&o entre a quantidade de lisina absorvida (¢})xedifluxo de lisina no
omaso (g x did).
A Figura 6 demonstra a relacdo entre a quantidade de metionina absorvida (g x

dial) e fluxo de metionina no omaso (g x 8ia

20
&
= 18 - ¥ =0,8643x - 0,4077
x R2=0,9792 .
% 16 |
=]
s
£ 14 -
=
= 12 1 .
= 00{8
.2 10 L)
D e
s 8 «*
2 o
[} e
= ¢ -
= 6 »
= [ N
=
E 4 o*
&
2 T T T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Fluxo de metionina no omaso, g x dia’l

Figura 6. Relac&o entre a quantidade de metionina absorvida (4 e diaxo de

metionina no omaso (g x dix

41



A equacdo obtida, Y = -0,4077 + 0,8643%0,97 indica que a digestibilidade
verdadeira da metionina neste estudo foi de 86,4%. Outros estudos também relataram
altos valoes para a digestibilidade da metionina (Armstrong e Hutton, 1975; Lee e
Tasaki, 197Y.

Nesse estudo, os valores para a digestibilidade dos aminoacidos foram proximos
ao reportado pelo sistema americano NRC e BR Corte. Apesar disso, a escassez de
dados na literatura, justificam a aplicacdo de novos estudos para a avaliacdo das

digestibilidades dos aminoacidos sob condicfes tropicais.

4.0. Concluséo

O consumo de MS e as digestdes dos nutrientes nos diferentes locais do trato
gastrintestinal sdo similares entre os animais zebuinos e cruzados. As equac¢fes obtidas
para as excrecdes de N foram: ENU = 23,213 + 0,716 N§,390 CNDT, ¥= 0,75
ENF = 0,438 + 0,092 NI + 4,631 CND¥ = 0,84 e ENT = 23,653 + 0,809 NI11,756
CNDT, ? = 0,90. N&o ha efeito dos grupos genéticos e nem dos niveis de PB sobre as
digestibilidades aparentes dos aminoacidos essenciais e totais. As digestibilidades
verdadeiras dos aminoacidos essenciais, ndo essencias e totais sdo de 77%; 74,4% e
75,5% respectivamente. A digestibilidade verdadeira da lisina € de 77,9% e da
metionina € de 86,4%. Os resultados indicam que as excrecbes dos compostos
nitrogenados sdo positivamente relacionadas com o aumento dos niveis de PB nas dietas
e que os valores de digestilidades dos aminoacidos obtidos sob condi¢des tropicais sao

condizentes com o valor reportado pelo NRC e pelo BR Corte.
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Utilizacdo de >N e bases purinas para a quantificacdo da sintese microbiana e
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digestibilidade intestinal da proteina bruta microbiana de zebuinosOrientador:
Sebastido de Campos Valadares Filho. Coorientadores: Marcio de Souza éuarte
Marcos Inacio Marcondes.

O objetivo desse estudo foi quantificar a sintese de proteina bruta (PB) microbiana
utilizando >N e bases purinas (BP) e avaliar a digestibilidade intestinal verdadeira da
PB total e da PB microbiana em bovinos alimentados com trés niveis dietéticos de PB.
Oito bovinos, sendo quatro Nelore (com peso corporal (PC) médio inicial de
241,3+43Kg e 14 meses de idade) e quatro cruzados Angus x Nelore (com PC médio
inicial 263,447 Kg e 14 meses de idade), canulados no rumen e ileo, foram
distribuidos em dois quadrados latinos 4 x 4 sendo um para cada grupo géhético.
experimento foi conduzido em quatro periodos de 17 dias (10 dias de adaptacédo e sete
dias de amostragens). As quatro dietas foram constituidas de niveis crescentes de PB:
10; 12 ou 14% oferecidas a nivel de consumo voluntario, e dieta de consumo restrito
com 12% PB, sendo constituidas de 50% de silagem de milho e 50% de concentrado
com base na MS. O fluxo de MS omasal foi obtido utilizando o sistema de dois
indicadores: Co-EDTA para a fase liquida e de pequenas particulas e fibra em
detergente neutro indigestivel (FDNi) para a fase de grandes particulas. Para estimar o
fluxo da MS ileal foi utilizada a FDNi como indicador Unico. Foi realizada uma infusdo
continua de 7,03 g de sulfato de amonio enriquecido com 10% de atonds, de
fornecendo uma quantidade de 150 mgleé diariamente para cada animal. As
relacBes®N:*N nas bactérias associadas a fase liquida (BAL) e a fase sélida (BAP)
isoladas no omaso foram similares (P > 0,05). Houve efeito linear negativo (P < 0,05)
dos niveis dietéticos de PB sobre a reldCBo'“N das bactérias isoladas no omaso. A
sintese de PB microbiana foi maior (P < 0,05) para animais cruzados em relacdo aos
Nelore. Houve efeito linear positivo (P < 0,05) para a sintese de PB microbiana em
resposta aos niveis crescentes de PB. N&o houve diferenca (P > 0,05Neatbases
purinas (BP) para a producdo e eficiéncia microbiana. A digestibilidade da PB
microbiana estimada com BP¥ foi proxima ao valor de 80% reportado pelo NRC

BR Corte. A digestibilidade verdadeira da PB total estimada foi de 75,4%. Os
resultados indicam que as BP podem ser utilizadas como indicador microbiano
alternativo ao™N e que a digestibilidade intestinal da PB microbiana no intestino

delgado é de aproximadamente 80% em zebuinos.
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ABSTRACT

MARIZ, Lays Débora Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2016.
Quantification of ruminal microbial growth and microbial crude protein intestinal
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digestibility in Zebu cattle using ®N and purine bases.Adviser: Sebastido de
Campos Valadares Filho. Co-advisers: Marcio de Souza Duarte and Marcos Inacio
Marcondes.

The objective of this study was to evaluate the effect of genetic groups and dietary
crude levels (CP) on intake, the site of dietary constituents digestion, nitrogen excretion
and absorption of amino acids from the small intestine of beef cattle. Additionally, the
objective was to quantify the microbial protein synthesis usiNgand purine bases

(BP) and to evaluate the true intestinal digestibility of total protein and microbial
protein of beef cattle fed three dietary CP levels. Eight animals, being four Nellore (241
+ 43 kg of initial BW; 14 months) and four crossed Angus x Nellore (263 + 47 kg of
initial BW; 14 months), with ruminal and ileum cannulas were distributed into two 4 x 4
Latin squares, one for each genetic group. Four experimental periods lasting 17 d each
were completed with 10 d for adaptation and 7 d for sampling. The diets had increasing
levels of CP: 10, 12, or 14%, offered ad libitum, and a 12% CP fed at maintenance
level. The diets contained 50% corn silage and 40% concentrate (on a dry matter (DM)
basis). Total fecal and urine collection of each animal was performed for three
consecutive days. A total of eight digesta samples were collected from the omasum and
ileum at 9h intervals over a 3 d period. The double (Co-EDTA and NDFi) and single
marker systems (NDFi) were used to calculate the digesta flow of the omasum and
ileum, respectively. Continuous infusion of 7.03 g of ammonium sulfate enriched with
10 atom%*N was included in the rumen for each animal in all experimental periods.
The *N:¥N ratio was similar (P > 0.05) between liquid - (LAB) and solid-associated
(SAB) bacteria isolated in the omasum. There was a negative linear effect (P < 0.05) of
dietary CP levels on théN: 1N ratio in isolated bacteria in the omasum. The crossbred
animals had a greater microbial protein synthesis (P < 0.05) than Nellore. There was a
positive linear effect (P < 0.05) of microbial protein synthesis in response to increasing
CP levels. There was no difference (P > 0.05) betwerand purine bases (BP) for
microbial efficiency. The digestibility of microbial CP estimated by BP ‘@Ndwas

close to the value of 80% reported by the NRC and BR Corte. The total true digestibility
of CP estimated was 75.4%. The results indicate that BP can be used as an alternative
microbial indicator to'®N and intestinal digestibility of microbial protein from small

intestine is about 80% in Zebu cattle.
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1. Introducéo

A proteina microbiana sintetizada no ramen representa a principal fonte de

aminoacidos metabolizaveis absorvidos pelos ruminantes (Fonseca et al., 2014), sendo

51



gue a maioria dos microrganismos que fluem para o intestino delgado séo de origem
bacteriana (NRC, 2000). Portanto, a quantificacdo da sintese microbiana no raimen é de
grande importancia para a nutricdo de ruminantes (Broderick e Merchen, A992).
quantificacdo da sintese microbiana sob diferentes condicbes dietéticas permite o
adequado balanceamento dos compostos nitrogenados no rumen, com consequente
reducdes nos custos e perdas de N nas dietas.

Diversos indicadores microbianos externos e internos tem sido utilizados para
estimar a producéo de proteina microbiana, dentre é3ies, bases purinas (BP) s&o
amplamente utilizados (Rotta et al., 2014). Estudos envolvendo os fatores que afetam a
sintese e eficiéncia microbiana necessitam de mensuracdes acuradas da producao
microbiana (Reynal et al.,, 2005), porém nenhum indicador microbiano tem sido
considerado completamente satisfatério (Broderick e Merchen, 1992).

Na literatura dados comparan$fN e BP s&o inconsistentes (Carro e Miller,
2002). A utilizagdo d&°N como indicador microbiano apresentou estimativas de sintese
microbiana similares (Calsamiglia et al., 1996; Reynal et al., 2005), maiores (Firkins et
al., 1987; Rotta et al., 2014) e menores (Carro e Miller, 2002) em comparacao as BP. As
peculiaridades de cada técnica, assim como o0s procedimentos de andlises explicam as
variacfes obtidas nos diferentes estudos (Broderick e Merchen, 1992; Carro e Miller,
2002). Apesar de bem estabelecido o us®Ngo alto custo da técnica e a necessidade
de utilizacdo de equipamentos mais sofisticados, tornam o uso de BP uma alternativa
promissora aé°N.

Em recentes estudos sob condi¢Ges tropicais, tem sido reportados 0 uso em
excesso de proteina nas dietas de bovinos de éartargl et al., 2012Costa e Silva.,

2011), indicando que osistema de exigéncias de zebuinos puros e cruzados do Brasil -
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BR Corte (Valadares et al., 2010¢cessita de novos ajustes para evitar perdas de N e
aumentar a eficiéncia do seu uso de N no metabolismo dos animais.

O BR Corte considera o valor de 80% para a digestibilidade intestinal da PB
microbiana, sendo este valor descrito pelo sistema americano NRQ (RE0@em
como base a utilizacdo de racas taurinas. Apesar da raca Nelore constituir grande parte
do rebanho bovino brasileiro, na literatura consultada, ndo foram obtidos valores de
digestibilidade intestinal da proteina microbiana.

A hipétese deste estudo € que a sintese de proteina microbiana pode ser obtida
adequadamente pelas BP e que o valor de 80% para a digestibilidade intestinal da PB
microbiana pode néo ser adequado. O objetivo deste estudo foi quantificar a sintese de
PB microbiana utilizandé°N e BP e avaliar a digestibilidade intestinal verdadeira PB
total e da PB microbiana em zebuinos puros (Nelore) e cruzados (Angus X Nelore)

alimentados com trés niveis dietéticos de PB.

2. Material e Métodos

Todos os procedimentos com os animais foram aprovadosCpetéssao de
Etica no Uso de Animais de Producio da Universidade Federal de Vicosa
(CEUAP/UFV), protocolo numero 06/2013. A técnica de fistulacdo ileal utilizada nos

animais destestudo, foi descrita por Ledo e Coelho da Silva (1980)

2.1. Animais, delineamento experimental e dietas

A pesquisa foi conduzida no Confinamento Experimental e no Laboratério de
Nutricdo de Ruminantes do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Vigosa, Brasil.

Oito bovinos, sendo quatro Nelore (com peso corporal (PC) médio inicial de
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241,3+43Kg e 14 meses de idade) e quatro cruzados Angus x Nelore (com PC médio
inicial 263,4+47 Kg e 14 meses de idade), canulados no rumen e ileo, foram
distribuidos em dois quadrados latinos 4 x 4 sendo um para cada grupo géhético.
experimento foi conduzido em quatro periodos de 17 dias. Cada periodo foi constituido
de 10 dias de adaptacédo dos animais as dietas experimentais e sete dias de amostragens.
Os animais foram alojados em baias individuais?8providas de comedouro e com
livre acesso a agua durante o experimento.

As quatro dietas experimentais foram constituidas de niveis crescentes de PB:
10; 12 ou 14% oferecidas a nivel de consumo voluntario, e dieta de consumo restrito a
1,2% do PC com 12% PB. As dietas foram constituidas de 50% de silagem de milho
(SM) e 50% de concentrado com base na matéria seca (MS). Para os animais em
consumo voluntario, a quantidade total diaria de SM foi fornecida as 7h00 h com a
metade da quantidade diaria do concentrado, sendo a outra metade do concentrado
fornecida as 15h00 (Pazdiora et al., 2014; Zanetti, 2014). O consumo foi ajustado para
manter as sobras entre 5 a 10% da quantidade oferecida. Os animais em mantenca
receberam a alimentacdo uma vez ao dia, as 7h00.

As dietas experimentais foram formuladas com base no sistema de exigéncias
nutricionais de zebuinos puros e cruzados (BR Corte) descrito por Valadares Filho et al.
(2010). A proporcao dos ingredientes e composi¢ao nutricional das dietas experimentais

estd demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo quimica e ingredientes das dietas

Dieta (%PB)
ltem 10% 12% 14%
Ingrediente % da MS
Silagem de Milho 50,0 50,0 50,0
Milho Géo 39,7 39,6 39,6
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Farelo de Trigo 5,9 3,0 0,0

Uréia/SA + Farelo de Sdja 2,2 5,3 8,3
Cloreto de sédio 0,5 0,5 0,5
Mistura minera 0,5 0,5 0,5
Bicarbonato de Sadio 0,8 0,8 0,8
Oxido de Magnésio 0,3 0,3 0,3
Composicao quimica
MO 95,4 94,9 94,4
PB 9,9 12,1 14,2
PDR? 66,8 69,6 71,6
EE* 4,0 4,0 4,0
FDNcp° 31,4 30,7 29,9
CNF® 50,7 49,4 48,2

lUréia/SA + Farelo de Soja = 83,3% de farelo de soja e 16,7% de uréia + suli
amonio.?Mistura mineral = 223 g/Kg de célcio; 174 g/Kg de fosforo; 24 g/Kg de enx
100 mg/Kg de cobalto; 1.250,0 mg/Kg de cobre; 1.795,0 mg/Kg de ferro; 90 mg/
iodo; 2.000,0 mg/Kg de manganés; 15,00 mg/kg de selénio; 5.270,00 mg/kg de
e 1.740,00 mg/kg de flioiPDR = proteinadegradavel no rimen, estimada de acordo
a tabela CQBAL 3.0/EE = Extrato etérec>DNcp = Fibra em detergente neu
corrigida para cinzas e protei@NF = Carboidratos nao fibrosos.
2.2. Procedimentos experimentais e preparacao das amostras de digesta omasal e ileal
Do 11° ao 13° dia de cada periodo experimental foram realizadas amostragens
total de fezes e de urina. Do 14° ao 16° dia de cada periodo experimental foram
realizadas amostragens da digesta omasal e ileal. Adicionalmente, os alimentos e sobras
foram amostrados.
Para estimar o fluxo da digesta omasal foi utilizado o sistema de indicador duplo
(France e Siddons, 1986), no qual foram utilizados os indicaGarEOTA associado
as fases de liquida e pequenas particulas e a fibra em detergente neutro indigestivel
(FDNi) a fase de grandes particulas. Para estimar o fluxo da MS ileal foi utilizado o
FDNi como indicador do sistema unico.
Foram realizadas infusées continuasCadeEDTA (5,0 g/d de Co-EDTA ou 0,7
g de Co), diluidas em 2,7 L de agua via fistula ruminal com o auxilio de duas bombas

peristaticas (model BP-600.4; Milan Scientific Equipment, Inc., Colombo, Parana,

Brazil), a partir do 11° dia de cada periodo experimental até a ultima amostragem da
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digesta no dia 16. Foi incluida na solugcéao previamente relacionada, 7,03 g de sulfato de
amonio enriquecido com 10% de atomos ‘& [sulfato de aménio {NH4).SQj]
[Sigma Aldrich (Isotec), Miamisburg, OH], fornecendo uma quantidade de 150 mg de
15N diariamente para cada animal. A infusdo do sulfato de aménio foi realizada até o
altimo dia de coleta de digesta e teve inicio 60 horas antes da primeira coleta de digesta,
em todos os periodos experimentais, para resultar em distribuicdo unifotfhemioa
incorporacgédo dd®NHs no pool microbiano ruminal (Broderick and Merchen, 1992)
Antes de iniciar a infusdo dtN, em cada periodo experimental, uma amostra do
conteudo ruminal foi coletada de cada animal e armazenada a -20°C para determinacao
do N presente na digesta ruminal (backgrdund

Um total de 8 coletas de digesta omasal e ileal foram obtidas do 14° ao 16° dia
de cada periodo, com intervalos de nove horas entre as coletas de cada dia. No dia 14 as
coletas foram realizadas as 6h00 e 15h00, no dia 15 as Oh00, 9h00 e 18h00 e no dia 16
as 3h00, 12h00 e 21h00.

Foi utilizada a técnica de amostragem omasal descrita por Huhtanen et al. (1997)
e adaptada por Ledo (2002). As amostragens e preparacfes das amostra omasal foram
detalhadas em (Mariz et al., 2013). A amostragem ileal foi realizada com o auxilio de
sacos plasticos adaptados na extremidade do tubo da fistula ileal até que a digesta
fluisse normalmente. Apds as amostragens, todas as amostras de digesta omasal e ileal
foram imediatamente congeladas a - 80°C e posteriormente liofilizadas e moidas em
moinhos de facas (Wiley mill; A. H. Thomas, Philadelphia, PA) a 2 e 1 mm, sendo
armazenadas para posteriores analises.

Para o isolamento das bactérias, foi utilizado os procedimentos de Reynal et al.
(2005) com modificacdes sugeridas por Krizsan et al. (2010). As amostras foram

compostas por animal a cada quatro amostragens (6h00, 15h00, Oh00O, 9h00, e 18h00,
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3h00, 12h00 e 21h00 horas) de aproximadamente 300 ml e 200 mL de digesta omasal e
ileal respectivamenteesultando em 1,2 L de amostra composta de digesta omasal e
800 mL de digesta ileal. As amostras compostas, foram filtradas através de filtro de
nylon 100 um com 44% de area de superficie de poro (Sefar Nitex 100/44, Sefar, Thal,
Switzerland) e o material sélido remanescente sobre o filtro foi lavado com 800 mL de
solucéo salina (0,9% NacCl). O filtrado foi centrifugado a 1.000 x g por 10 min a 5°C
para isolamento de bactérias associadas a fase liquida (BAL). Em seguida, o
sobrenadante de cada amostra composta foi transferido para tubos e re-centrifugado a
11.250 x g por 30 min a 5°C, sendo o sobrenadante resultante descartado. O pellet
remanescente foi re-suspenso em 20 mL de tampao McDougall (McDougall, 1948) e re-
centrifugado a 16.250 x g por 20 min a 5°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
armazenado em bandejas metalicas com tampa a -40°C para posterior obtencdo de BAL.
Para o isolamento de bactérias associadas as particulas (BAP), o material sélido
retido no filtro de 100 um durante a coleta e os pellets formados a partir da primeira
etapa da centrifugacéo para isolamento de BAL foram transferidos para recipientes de
1L, aos quais foram adicionados 700 mL de solucdo salina (0,90% NaCl) contendo
0,1% (vol./vol.) de Tween 80. O conteudo foi homogeneizado e mantido durante uma
noite a 4°C. No dia seguinte, o conteudo foi filtrado através do filtro de nylon 100 um e
o filtrado foi submetido aos mesmos procedimentos de centrifugacao descritos para o
isolamento de BAL. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi armazenado em
bandejas metalicas com tampa a -40°C. Os pellets resultantes do isolamento de BAL e
BAP foram armazenados a -80°C, foram liofilizados (Freezemobile 24, Virtis, Gardiner,
NY) e, em seguida, macerados com um pildo e um almofariz plasticos e armazenados
em recipientes plasticos com tampa a -20°C para posteriores analises quimicas de MS,

matéria organica (MO), PB, BP'\.
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2.3. Analises quimicas

As amostras de alimentos, sobras, fezes e amostras liofilizadas das fases de
digesta omasal e ileal, foram analisadas seguindo os procedimentos descritos por
Detmann et al. (2012) para quantificacdo da MS (INCT-CA G-003/1); PB (INCT-CA
N-001/1); cinzas (INCT-CA M-001/1) e FDN (INCT-CA F-002/1) corrigida para cinzas
(INCT-CA M-002/1) e proteina (INCT-CA N-004/1). As amostras de alimentos, sobras
e e amostras liofilizadas das fases de digesta, processadas em peneira de 2mm, fora
avaliadas quanto ao teor de FDNi pelo método INCT-CA F-009/1, utilizando-se sacos
F57 (Ankon®) em procedimento de incubag&o in situ por 288 horas.

A quantificacdo dos carboidratos nao fibrosos (CNF) foi realizada de acordo
com Detmann e Valadares Filho (2010) em que CNF =10%PB — %PB da uréia +
% de uréia) + %FDNcp + %EE + %MM] em que: FDNcp = fibra em detergente neutro
corrigida para cinzas e proteina.

As amostras das digestas e do indicador Co-EDTA, foram avaliadas quanto a
sua concentracdo de cobalto em espectrofotdmetro de absorcao atémica (Spctr AA-800;
Varian spectrometer, Harbor City, CA). A solucdo mineral foi preparada segundo
método INCT-CA M-004/1 descritos por Detmann et al. (2012).

As analises de BP foram realizadas nas fases isoladas das bactérias e nas
digestas omasal e ileal, de acordo com Ushida et al. (1985) com modificacdes de Zinn
and Owens (1986). Para as andlise$Neas amostras de BAL, BAP, digesta omasal e
ileal foram analisadas de acordo com Machado et al. (2013). O excesso de atomos de
15N foi mensurado utilizando um espectrometro de massa de razéo isotopica (Delta S;
Finnigan MAT, Bremen,Germany). Amostras contendo aproximadamente 100 ug de N

foram pesadas e colocadas em cépsulas de 5 a 8mm para as futuras leituras. A taxa dos
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isGtopos estaveis do mesmo elemento quimide:}¢N) foi avdiada em termos de A

per mil, de acordo com padréao internacional especifico.

2.4. Andlise Estatistica

A composicao bacteriana foi comparada em esquema de parcelas subdivididas
por intermédio do PROC MIXED do SAS (versado 9.1) utilizando-se o seguinteanodel
matematico:

Yijklm=u+ Qi + Nj+ Bk + BNjk + A(i)l + P(i)m+ Eijkim + &ijlm
em que Yx = variavel dependente, p = media geral, Qi = efeito aleatério do quadrado
latino; Nj = efeito fixo dietético de PB j,kB- efeito da bactéria isolada (BAL e BAP) k,
BNjk = efeito fixo da interacé@o entre o nivel dietético de PB j e a bactéria isolagia k, A
= efeito aleatério do animal | aninhado ao quadrado latingi=Refeito aleatério do
periodo m aninhado ao quadrado latino i, Eijklm = efeito residual aleatério entre e a
bactéria isolada dentro das unidades experuierix = erro aleatorio assumindo-se
como normal e independentemente distribuido (NID) (0; 62%).

As variaveis relativas a sintese e eficiéncia microbiana foram comparadas em
esquema de parcelas subdivididas por intermédio do PROC MIXED do SAS (versao
9.1) utilizando-se o seguinte modelo matematico:

Yijklm = p + Gi + Nj + Ik + NIjk + IGki + NGji + INGijk + A(i)l + P(i)m
+ Eijkl+ &ijlm

em que Yx = variavel dependente, u = média geral, Gi = efeito aleatério do grupo
genético confundido com o quadrado latino; Nj = efeito fixo do nivel de PB da dieta j,
My = efeito fixo do indicador microbiand®l e BP) k, Nk = efeito fixo da interacdo
entre nivel de PB j e o indicador microbiano kyI& efeito fixo da interacdo entre o
indicador microbiano k e o grupo genético i, jN&efeito fixo da interagdo entre nivel

de PB j e o grupo genético i, @A= efeito aleatoério do animal | aninhado ao grupo
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genético i, by = efeito aleatorio do periodo m aninhado ao grupo genético i, Eijklm =
efeito residual aleatério entre e o indicador microbiano realizada dentro das unidades
experimentais; jk = erro aleatorio assumindo-se como normal e independentemente
distribuido (NID) (0; 62%).

Em caso de efeitos significativos para os niveis dietéticos de proteina bruta, os
seguintes contrastes ortogonais foram estudados: C1: consumo restrito vs. consumo
livre, C2: efeito linear dos niveis dietéticos de proteina bruta 10, 12 e 14% e C3: efeito
quadratico dos niveis proteicos 10, 12 e 14%. Todos os procedimentos estatisticos

foram conduzidos utilizando 0,05 como nivel critico de probabilidade para o erro tipo .

3.0. Resultados e Discusséo
3.1 Composicdo quimica das bactérias e reldad'N
A composicdo quimica e o enriqguecimentold nas bactérias (BAL e BAP)
estdo apresentadas na Tabela 2. Nao houve interacdo significativa (P > 0.05) entre
bactérias isoladas nas duas fases e niveis de PB na dieta para o N (% da MS), N (% da

MO) e a relacad°N: 1N.
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Tabela 2. Efeito dos niveis de proteina sobre a composicdo e réMcad nas bactérias isoladas

Bactéria Nivel de PB Efeito principaf Contrasté
ltem® BAL BAP CR 10% 12% 14% EPM B N BxN CRxCV L Q
Amostragem no omaso
N; % da MS 6,35 5,90 6,22 5,89 6,11 6,28 0,11 <0,01 <0,01 0,45 0,16 <0,01 0,82
N; % da MO 7,51 7,17 7,48 7,06 7,29 7,51 0,12 <0,01 <0,01 0,20 0,06 <0,01 0,97
N:N; A por mil 462,69 454,41 613,97 474,16 436,81 309,26 28,71 0,12 <0,01 0,72 <0,01 <0,01 0,08
Amostragem no ileo

N; % da MS 5,00 4,76 4,90 4,84 4,81 4,98 0,08 <0,01 0,47 0,95 - - -
N; % da MO 6,35 6,36 6,34 6,25 6,30 6,52 0,13 0,87 0,35 0,99 - - -

IBAL = bactéria associada a fase liquida; BAP = bactéria associada a fase?G&igdaconsumo
dieta;* L= efeito linear; Q = efeito quadratico.

restritdB = bactéria; N = nivel de proteina bruta
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As bactérias associadas a fase liquida (BAL) apresentaram maiores (P < 0,05)
teores de N (% da MS) em relacdo a BAP, independentemente do local de amostragem
(omaso ou ileo). Porém, a literatura tém demonstrado inconsisténcia sobre as diferencas
na composicao entre BAL e BAP. Reynal et al. (2005) observaram que as concentracdes
dos aminoacidos individuais metionina e triptofano foram 24% e 11% maiores na BAL
em relacdo a BAP. No entanto, Machado et al. (2013), trabalhando com contaminacéo
microbiana em residuos de forrageiras tropicais incubados no rimen, ndo observaram
diferencas na composicédo de BAL e BAP.

Houve efeito (P < 0,05) dos niveis protéicos sobre o teor de N (% da MS) nas
bactérias isoladas no omaso. O teor de N aumentou de 5,89% para 6,28% entre 0s niveis
de 10% e 14% de PB. Colmenero e Broderick (2006) também observaram efeito linear
positivo no contetdo de N das bactérias isoladas no rimen em resposta aos niveis
crescentes proteicos. Ao contrario, Prates (2015) ndo observou efeito dos niveis
dietéticos proteicos sobre os teores de N (% da MS) das bactérias isoladas e encontrou
os valores de 6,85; 7,36; 7,18 e 7,60% para os niveis de 9; 11; 13 e 15% de PB nas
dietas de animais Nelore.

O N (% da MO) foi maior (P < 0,05) para a BAL em relacdo a BAP amostradas
no omaso. O N (%MO) aumentou de 7,06 para 7,51% entre os niveis de 10 e 14% de
PB. Rotta et al. (2014) também observaram diferencas no N (% MO) entre BAL e BAP
amostradas no omaso, sendo este teor maior na BAL (8,2%) em relacdo a BAP (7,8%).
Os teores de N (% da MO) foram similares (P > 0,05) entre as bactérias isoladas na
digesta ileal, demonstrando que as diferencas no conteudo de N das bactérias foram

removidas quando a MS foi descontada do conteudo de cinzas.
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A relacdo®N:¥N nao diferiu (P > 0,05) entre BAL e BAP isoladas na digesta
omasal. A similaridade no enriqguecimento de BAL e BAP, também foi encontrada em
outros estudos com bovinos (Krizsan et al., 2010; Rotta et al., 2014). De forma
divergente, diferengas no enriquecimento entre as bactérias isoladas tem sido reportadas
(Carro e Miller, 2002; Reynal et al., 2005) e geralmente atribuidas as diferencas na
habilidade dos dois grupos de bactérias em utilizar a amdnia livre como fonte de N,
implicando na necessidade de avaliar a contribuicio da BAL e BAP no fluxo
microbiano separadamente, fato que néo foi encontrado nessa pesquisa.

Houve efeito (P < 0,05) dos niveis dietéticos de PB sobre a refi&iN das
bactérias. Nos animais em consumo restrito o enriquecimertfd dei 51% maior (P
< 0,05) em relacdo aos animais no consumo voluntario. O enriquecimelid mies
bactérias foi menor com o nivel de 14% de PB em relagdo aos niveis de 10% e 12% de
PB, que ndo diferiram entre si. O menor enriquecimentSNi@as bactérias em dietas
com maiores concentracdes de proteina pode ser justificado pela diluitZo-Nds
com o provavel aumento de MHbrmado a partir da maior degradacdo proteica em

resposta ao aumento do nivel de PB da dieta (Colmenero e Broderick, 2006).

3.2. Sintese e eficiéncia de proteina microbiana

Ndo houve interacdo significativa (P > 0,05) entre o grupo genético, nivel
dietético de PB e indicador microbiano (Tabela 3). A sintese de PB microbiana foi
maior (P < 0,05) para animais cruzados em relagdo aos Nelore. O maior consumo de
MS e PB (P < 0,05) e também uma tendéncia (P = 0,07) para maior consumo de NDT
dos animais cruzados em relagdo aos animais zebuinos observado neste experimento
(dados descritos no capitulo 1), provavelmente proporcionaram maior disponibilidade

de substratos degradados no rimen para a otimizacdo da sintese microbiana.
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Tabela 3. Efeito dos grupos genéticos, niveis dietéticos de PB e indicadores microbianos sobre asiite9ee(gficiéncia de
proteina microbiana (g x K

Grupo genético Nivel de PB Indicador mic3 Contrasteb
ftem Nelore Cruzado CR 10% 12% 14% BP N EPM g\F; XL Q
PB mic 471,72 532,58 338,34 487,38 572,26 610,62 497,99 506,32 21,28 <0,01 <0,01 0,45

PB mic/MODR 281,89 241,15
PB mic/MOVDR 172,38 156,13

PBmic/PB total 77,68

77,86

252,12 225,76 293,31 274,89
166,51 145,96 175,36 169,30
78,67 7990 7544 77,05

256,90 266,14 3,70
160,69 167,82 1,45
76,79 78,74 3,18

P-valoP

GG
PB mic 0,02
PB mic/MODR 0,10
PB mic/MOVDR 0,04
PBmic/PB total 0,95

N IM
<0,01 0,72
0,08 0,34
0,06 0,26
0,81 0,56

GG x N N x IM GG xIM

0,80 0,93 0,98
0,18 0,53 0,34
0,20 0,57 0,36
0,28 0,66 0,48

GG x Nx IM
0,41
0,18
0,15
0,21

IPBmic = proteina bruta microbiana; PBmic/MODR = proteina bruta microbiana/ matéria organica degradéumlemy
PBmic/MOVDR = proteina bruta microbiana/ matéria organica verdadeiramente degradavel no rimen; P®taiciPBroteina
bruta microbiana/ proteina bruta toLR = consumo restritéBP = bases purina®CV = consumo voluntario; L = efeito linear;
= efeito quadratic.GG = grupo genético; N = nivel dietético de PB; IM = indicador microbiano.
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N&o houve efeito (P > 0,05) do grupo genético sobre as eficiéncias expressas em
PB microbiana /matéria organica degradada no riumen (MODR), porém a eficiéncia
considerada em relacdo a matéria organica verdadeiramente degradada no rumen
(MOVDR) foi maior (P < 0,05) para os zebuinos puros.

Os animais em consumo restrito apresentaram menor (P < 0,05) sintese de
proteina microbiana em relagcdo ao consumo voluntario, que pode ser relacionado ao
limitado aporte de substratos disponiveis no rimen para a sintese microbiana. No
consumo restrito a producao microbiana média foi de 338,3 g/ dia enquanto que a média
no consumo voluntario foi de 556,75 g/dia.

Houve efeito linear positivo (P < 0,05) para a sintese de proteina microbiana em
resposta aos nivies crescentes de PB. A disponibilidade de N no rimen pode limitar as
sintese de proteina microbiana (Galyean e Tedeschi, 2014), portanto o aumento da
sintese de proteina microbiana pode estar relacionado ao maior aporte de proteina
degradavel nas dietas com maiores concentracfes proteicas nas dietas.

N&o foi observado efeito significativo (P > 0,05) dos niveis de PB sobre as
eficiéncias de proteina expressas em PBmic/MODR; PBmic/MOVDR e na relacdo PB
microbiana/PBtotal. Geralmente ndo h& efeito de dietas sobre a eficiéncia microbiana,

pois 0 aumento na sintese se associa com 0 aumento no consumo de energia.

3.3. Indicadores microbianos e digestibilidade intestinal da proteina

N&o houve diferenca (P > 0,05) entre os indicadores microbianos para a sintese e
a eficiéncia microbiana. A similaridade entre os indicadores microbianos, indica que o
15N e as BP sdo adequados para estimar a sintese e eficiéncia de proteina microbiana.

Devido ao alto custo da técnica ¥l e a necessidade de utilizagdo de equipamentos
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sofisticados, a utilizacdo de BP como alternativa ao uséNjeparece ser promissora
pela sua maior facilidade e menores custos.

Estudos comparando diferentes indicadores ainda s&o inconsistentes. Reynal et
al. (2005) concluiram que’dN forneceu estimativas mais acuradas e precisas do fluxo
de N ndo amoniacal em relacdo as BP. Rotta et al. (2014) sugeriram a utiliz&¥io de
para estimar a sintese microbiana e a eficiéncia microbiana quando a amostragem for
realizada no omaso, porém observou que quando a amostragem é realizada no abomaso,
as BP podem ser utilizadas para substitdiiNo Os diferentes resultados reportados na
literatura, demonstram que estudos comparando as aplicacéo de diferentes técnicas para
estimar a sintese e eficiéncia proteica ainda sdo necessarios. A falta de padronizacdo dos
métodos utilizados nos diferentes estudos dificultam as comparagcbes entre o0s
indicadores (Reynal et al., 2005).

O uso de'>N é bem estabelecido, e devido a sua distribuicdo uniforme nas
células microbianas, o enriquecimento’ed® pode ndo ser fortemente afetado pela lise
durante o processo de isolamento das bactérias em relacéo a técnica de BP (Valadares
Filho et al., 2010). Como as BP séo quase que exclusivamente localizadas no citoplasma
das bactérias, o processo de lise pode resultar em reducdo da relacdo N purina:N
microbiano e consequentemente na superestimacéo do fluxo de N microbiano (Carro e
Miller, 2002). Neste estudo, ndo foi demonstrada diferenca entre os métodos e as
estimativas da sintese de proteina microbiana utilizando as BP foram muito préximas
em relagdo aé®N (498,0 e 506,3 g/dia), indicando que o processo de isolamento pode
nao ter afetado significantemente as perdas de purinas.

Ressalta-se que para calcular as exigéncias de PNDR no sistema de PM
estabelecido no em condicdes tropicais, considera-se que a PB microbiana possui uma

digestibilidade intestinal de 80%, sendo estes fatores descritos pelo sistema americano
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NRC (2000), o que justifica uma avaliagdo desses valores em condi¢cbes de dietas e
animais criados no Brasil.

Nas Figuras 1 e 2 estdo demonstradas as estimativas das digestibilidades
verdadeiras intestinais da PB microbiana. A estimativa da digestibilidade da PB
microbiana obtida com as BP foi de 87,4% e déihde 76,2%. Portanto, no presente
estudo os valores obtidos foram préximos ao valor de 80% sugerido pelo NRC e pelo

BR Corte.
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Figura 1. Relacdo entre a quantidade de proteina bruta (PB) microbiana
absorvida no intestino delgado (ID) e o fluxo de PB microbiana obtida com as bases

purinas.
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Nesse estudo, a digestibilidade verdadeira intestinal estimada da PB total foi de

75,4% (Figura 3).
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Apesar de ter sido verificada proximidade nos valores neste estudo com o0s
reportados pelo NRC e pelo BR Corte; a falta de consisténcia nos resultados
demonstrados na literatura utilizando diferentes indicadores microbianos, demonstram a
necessidade de novos estudos para a quantificacdo da sintese proteica como forma para

ajustar os sistemas de PM.

4.0. Concluséao

Considerando a similaridade nas estimativas de sintese microbiana utilizando os
diferentes indicadores e o alto custo da téciAfdy as bases purinas podem ser
utilizadas como indicador microbiano alternativo '8N. As digestibilidades da PB
microbiana estimadas com BP (87,4%)°N (76,2%) em condigdes tropicais, S&o

préximas ao valor reportado pelo NRC (2000) e adotados pelo BR Corte (2010).
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