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RESUMO

ZORZI, Karina, M.Sc., Universidade Federa de Vicosa, fevereiro de 2008. Dinamica
de degradacéo in vitro da fibra em detergente neutro de capim-braquiéria em
funcdo de suplementacdo com diferentes niveis e fontes de compostos
nitrogenados. Orientador: Augusto César de Queiroz. Co-Orientadores: Edenio
Detmann e Mério Fonseca Paulino.

Efetuaram-se dois experimentos in vitro com o objetivo de avaliar a dindmica de
degradacéo in vitro da fibra em detergente neutro (FDN) de forragem tropical de atae
baixa qualidade em funcdo da suplementacdo com diferentes niveis e fontes de
compostos nitrogenados. Nos dois experimentos utilizou-se como fonte de proteina
verdadeira a caseina e de nitrogénio ndo-protéico a mistura uréasulfato de amoénia
(U:SA; 9:1). No experimento 1, objetivou-se avaliar a dinamica de degradacdo in vitro
da FDN de forragem tropica de ata qualidade em funcdo da suplementacdo com
compostos nitrogenados. Utilizou-se como forragem basal amostra de capim-braquiéria,
colhida durante a estacéo chuvosa. Os trés primeiros tratamentos constituiram da adicéo
dos niveis 0,5, 1,0 e 2,0 mg de caseina por mL de solucdo final de incubacéo. Para
inclusdo da mistura U:SA, considerou-se a adicdo a0 meio da mesma quantidade de
equival entes protéicos fornecidos pelos niveis 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL de caseina. No total,
sete foram os tratamentos avaliados, incluindo-se um tratamento controle (somente
forragem). Os tratamentos foram avaliados em ambiente ruminal simulado por
incubagdo in vitro, sendo submetidos a diferentes tempos de incubagéo: O, 3, 6, 9, 12,
24, 36, 48, 72 e 96 horas. O procedimento foi repetido quatro vezes, perfazendo o total
de quatro avaliagbes por tempo de incubagdo para cada tratamento. Os residuos de
incubacdo foram avaliados quanto ao teor de FDN e interpretados por intermédio de
modelo logistico ndo-linear. Verificou-se que a suplementacdo com caseina, no nivel
0,5 mg/mL, ampliou em 1,1% a taxa de degradacéo da FDN potencia mente degradavel
(kFDNpd). Para os niveis 1,0 e 2,0 mg/mL produziu-se efeito inibitério sobre as
estimativas deste parametro em comparacéo ao tratamento controle (-6,4 e -9,1%,
respectivamente). Por outro lado, a adicdo isolada de uréia ab meio, independentemente
do nivel de suplementag@o, ampliou kFDNpd, sendo observado acréscimo médio de
7,6%. A concentracdo de nitrogénio amoniaca (NA) no meio foi elevada pela
suplementacdo. Contudo, a suplementacdo com uréia, mesmo baseada nos mesmos

niveis de proteina bruta (PB) utilizados com a suplementacdo com caseina, conferiu
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valores superiores de NA ao meio de incubacdo. No experimento 2 objetivou-se avaliar
a dinamica da degradacéo in vitro da FDN de forragem tropical de baixa qualidade em
funcdo da suplementacdo com compostos nitrogenados em diferentes relacdes proteina
verdadeira:nitrogénio ndo-protéico. Os procedimentos de avaliagdo foram similares ao
experimento 1, utilizando-se contudo amostra de capim-braguiéria colhida durante a
estacdo seca como forragem basal. O procedimento de incubag&o foi repetido trés vezes,
totalizando trés avaliacOes por tempo de incubacdo para cada tratamento. O tratamento
base para a definicdo dos demais foi constituido da adicdo de caseina a0 meio de
incubacdo de forma a elevar-se o teor de PB da forragem basal ao nivel de 8%, com
base na matéria seca. Os tratamentos constituiram-se da substitui¢cdo fracional (0, 1/3,
2/3 e 1) da PB oriunda da caseina por PB oriunda da mistura U:SA, acrescendo-se o
tratamento controle (forragem). Verificou-se que a suplementacdo protéica elevou em
56,8 a 96,0% a kFDNpd em comparag&o ao tratamento controle e causou reducéo de 4,5
a 7,4 horas sobre as estimativas de laténcia discreta. Observou-se que a utilizagdo
exclusiva de uréia elevou em 159% a estimativa de kFDNpd em relacdo a
suplementacéo exclusiva com caseina. Contudo, a avaliacdo do perfil de substituicéo
permitiu evidenciar valores maximos de taxa de degradagéo e eficiéncia microbiana sob
arelacdo 2/3 U:SA:1/3 caseina.
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ABSTRACT

ZORZI, Karina, M.Sc., Universidade Federa de Vicosa, February, 2008. In vitro
degradation dynamics of neutral detergent fiber of signal grass according to
supplementation with different levels and sources of nitrogenous compounds.
Adviser: Augusto César de Queiroz. Co-Advisers: Edenio Detmann and Méario
Fonseca Paulino.

Two experiments in vitro were carried out to evaluate the in vitro degradation
dynamics of neutral detergent fiber (NDF) of high and low-quality tropical forage
according to supplementation with different levels and sources of nitrogenous
compounds. In the two experiments casein was used as true protein source and the
mixture ureac ammonium sulfate (U:AS, 9:1) was used as non-protein nitrogen source.
At the first experiment, it was evaluated the in vitro degradation dynamics of NDF of
high-quality tropical forage according to supplementation with nitrogenous compounds.
A sample of signal grass, taken from a pasture during rainy season, was used as basal
forage. Three treatments were defined by the levels of casein in fina incubation
solution: 0.5, 1.0 and 2.0 mg of casein/mL. The U:AS was included in the medium to
form another three treatments, such the protein equivalents were the same that defined
for casein supplementation. A treatment containing only forage was used as a control.
The treatments were evaluated by an in vitro incubation procedure. The incubation
times were: 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72 and 96 hours. The incubation procedure was
repeated four times. The incubation residues were evaluated for NDF, followed by the
adjustment of alogistic non-linear model. The casein supplementation at the level of 0.5
mg/mL increased the degradation rate of potentially degradable NDF (kpdNDF)
(+1.1%). However, supplementation with 1.0 and 2.0 mg/mL decreased the estimates of
this parameter compared to control treatment (-6.4 and -9.1%, respectively). On the
other hand, supplementation with urea caused a average increment of 7.6% on kpdNDF
estimates. The concentration of ammonia nitrogen (AN) was higher with the
supplementation. However, the urea supplementation, at the same levels of casein
supplementation, produced higher AN levels in the incubation medium. At the second
experiment, it was evaluated the in vitro degradation dynamics of NDF of low-quality
tropical forage according to supplementation with nitrogenous compounds at different
rations true protein:non-protein nitrogen. The experimental materials and procedures

were such as in the first experiment, however a sample of signal grass taken from a
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pasture during dry season was used as basal forage. The incubation procedure was
repeated three times. The reference treatment was defined through addition of casein in
the incubation medium, such that the crude protein (CP) level of the basal forage was
raised to 8.0%, as dry matter basis. In this way, the treatments were defined from
fractiona replacement of CP from casein by CP from U:AS (0, /3, 2/3 and 1). A
treatment containing only forage was used as a control. The protein supplementation
increased from 56.8 to 96.0% the kpdNDF compared to control treatment. At same
time, the supplementation reduced the discrete lag time (-4.5 to -7.4 hours). The total
replacement of casein by urea caused an increase of 15.9% on kpdNDF. However, the
evaluation of replacement profile indicated that maximum estimates of degradation rate
and microbial growing were obtained on 2/3 UAS. 1/3 casein ratio.



INTRODUCAO GERAL

As pastagens constituem a principal fonte de nutrientes para a bovinocultura no
Brasil, destacando-se dos demais meios de alimentagdo pelo baixo custo de producéo e
ata praticidade (Paulino et a., 2006). Os pastos tropicais sdo caracterizados por
apresentar rapida taxa de crescimento durante o periodo chuvoso, levando a maturidade
das plantas, as quais contém atos niveis de constituintes da parede celular. Desta
maneira, 0s animais em pastejo tém disponibilidade de forragem de bom valor nutritivo
por curto espaco de tempo, pois 0 pasto, durante a estagdo seca, decresce rapidamente
em digestibilidade, constituindo o principal fator limitante para a producdo animal
(Leng, 1984).

No periodo das chuvas, embora as forragens tropicais sob pastejo possuam teor
adeguado de proteina bruta (PB), os ganhos de peso obtidos estédo aguém do observado
sob condi¢bes similares em regides temperadas. Esta discrepancia poderia ser, em parte,
atribuida a alta degradabilidade da PB da forragem, o que provoca perda excessiva de
compostos nitrogenados no ambiente ruminal na forma de ambnia, gerando déficit
protéico em relacdo as exigéncias do animal para ganhos elevados (Poppi & McLennan,
1995).

Durante esse periodo, em funcéo da baixa assimilagéo do nitrogénio dietético em
proteina microbiana e da alta digestibilidade dos componentes da forragem, excessos de
compostos cetogénicos podem ser verificados no metabolismo animal (Leng, 1990;
Detmann et al., 2005). Desta forma, sem adequado suprimento de proteina
metabolizavel, o excesso de compostos energéticos deve ser eliminado, ampliando a
producdo de calor corporal (Poppi & McLennan, 1995). Este quadro pode, em muitos
casos, implicar redugdo no consumo pelos animais, mecanismo natural para adequacéo
da temperatura corporal aniveis mais proximos ao conforto.

Segundo Detmann et a. (2005), embora durante o periodo de chuvas as
principais deficiéncias nutricionais do pasto estejam relacionadas a proteina, a melhoria
da qualidade da forragem implica em alteracdo do enfoque nutricional dessas
deficiéncias, passando de dietéticas durante o periodo da seca, para metabdlicas durante
o0 periodo de chuvas. Assim, dentro do contexto acima apresentado, respostas positivas
sobre o crescimento microbiano no ramen e sobre o desempenho animal seriam obtidas,
durante o periodo das chuvas, a partir da suplementacdo energética ou com proteina

verdadeira degradavel no rumen. Seguindo tais argumentos, em termos teoricos, a



suplementacdo com fontes de nitrogénio ndo-protéico ndo conduziria a melhorias na
utilizacdo dos substratos fibrosos no ambiente ruminal; podendo, em alguns casos, gerar
comprometimento sobre o desempenho animal.

Contudo, resultados recentes conduzidos em condic¢des tropicais tém permitido
evidenciar incrementos na producéo animal a partir da suplementacéo com fontes de
compostos nitrogenados néo-protéicos durante o periodo favoravel ao crescimento da
forragem (Paulino et al., 2005; Porto, 2005), 0 que contraria 0S pressupostos tedricos
apresentados anteriormente.

Paez-Bernal (2007) e Costa et al. (2008) relataram que a suplementac&o isolada
com proteina verdadeira causa efeitos deletérios sobre a utilizacdo da fibra em
detergente neutro (FDN), o que foi atribuido a possiveis interacbes negativas entre
espécies microbianas fibroliticas e ndo-fibroliticas.

Entretanto, releva-se a necessidade de estudos que procurem ampliar o
entendimento da interagdo entre a suplementacdo com diferentes fontes protéicas e a
utilizacdo dos carboidratos fibrosos de forragem de boa qualidade, como aquela
observada durante o periodo de crescimento favoravel em gramineas tropicais.

Por outro lado, durante o periodo da seca, as forrageiras tropicais, em
consequéncia da estacionalidade da producéo, ndo fornecem quantidades suficientes de
nutrientes para a produgdo maxima dos animais. Desta forma, os fatores climéticos séo
responsaveis pela baixa disponibilidade qualitativa e quantitativa de forragem no
periodo seco, com conseguiente diminuicéo no desempenho dos animais manejados em
pastagens.

Sendo assim, 0s pastos tropicais, especialmente na época da seca, raramente
constituem dieta balanceada, no senso de que seus constituintes organicos e inorganicos
estgam presentes em concentragdes e propor¢cbes que melhor satisfacam as
necessidades dos animais (Paulino et al., 2001). Essa forragem de baixa qualidade
nutricional apresenta altos teores de fibra e baixos teores de PB, geramente abaixo de 7
a 8%, valor limitante para que 0s microrganismos ruminais apresentem plena
capacidade de utilizagdo dos carboidratos fibrosos da forragem basal (Lazzarini, 2007;
Sampaio, 2007).

Nessa situagéo, na qual o aimento ou a reciclagem enddgena de nitrogénio néo
atendem aos requerimentos microbianos, ocorre limitacdo no crescimento e atividade

dos microrganismos (Sniffen et al., 1993) e por conseqiiéncia queda na digestibilidade



da parede celular, resultando em diminuicdo no consumo de matéria seca e baixo
desempenho animal.

Em tal condicdo, os animais passam por caréncias multiplas (Paulino, 1999),
sendo que a proteina (ou compostos nitrogenados) assume papel prioritério, tornando-se
necess&ria a suplementacdo dos animais, a qual reflete mudancas no consumo de
forragem, na disponibilidade de energia dietética, na magnitude dos pools de
precursores bioguimicos do metabolismo e no desempenho animal. Desta forma,
amplia-se a taxa de degradacdo ruminal e a sintese de proteina microbiana, resultando
assim em maior aporte de nutrientes para o intestino e acidos graxos voléteis para o
metabolismo energético (Detmann et al., 2004).

Contudo, em recentes estudos conduzidos em condigdes tropicais verificou-se
gue a dteracdo do perfil de origem dos compostos nitrogenados presentes nos
suplementos (proteina verdadeira ou nitrogénio ndo-protéico) pode afetar a utilizagcdo da
FDN da forragem basal (Paez-Bernal, 2007), o consumo volunté&rio e a produgdo
microbiana (Acedo et al., 2007) e o desempenho animal durante o periodo seco do ano
(Moraes et al., 2008). Este comportamento parece refletir melhor adequacéo do perfil
dos compostos nitrogenados suplementares no tocante as exigéncias microbianas (Paez-
Bernal, 2007).

Todavia, ha necessidade de mais estudos sobre os beneficios da suplementacéo
de bovinos com compostos nitrogenados de diferentes origens sobre a dinamica de
degradacdo da FDN quando a producdo animal se baseia em forragens de baixa
qualidade, para que seja entdo al cangada a otimizagao na utilizacdo de suplementos.

Neste contexto, definiram-se como objetivos nesta dissertacdo:
l.avadiar a dindmica de degradacéo in vitro da FDN de forragem tropical de alta
qualidade em funcdo da suplementacdo com diferentes fontes e niveis de compostos

nitrogenados; e

2.avaiar a dindmica da degradacéo in vitro da FDN de forragem tropical de baixa
qualidade em funcdo da suplementacdo com compostos nitrogenados em diferentes

rel agles proteina verdadei ra:nitrogénio ndo-protéico.
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CAPITULO 1

Degradacéo ruminal in vitro da fibra em deter gente neutro de forragem tropical de
alta qualidade em funcéo da suplementacdo com diferentes niveis e fontes de
compostos nitrogenados*

Resumo — Objetivou-se avaliar a dinamica de degradacdo in vitro da fibra em
detergente neutro (FDN) de forragem tropical de alta qualidade em funcdo da
suplementagcdo com compostos nitrogenados. Utilizou-se como forragem basal amostra
de capim-braquidria, colhida durante a estagdo chuvosa. Utilizou-se como fonte de
proteina verdadeira a caseina e de nitrogénio ndo-protéico a mistura uréasulfato de
amonia (U:SA; 9:1). Os trés primeiros tratamentos constituiram da adicdo dos niveis
0,5, 1,0 e 2,0 mg de caseina por mL de solucdo fina de incubagdo. Para inclusdo da
mistura U:SA, considerou-se a adicdo ao meio da mesma quantidade de equivalentes
protéicos fornecidos pelos niveis 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL de caseina. No total, foram
avaliados sete tratamentos, incluindo-se um tratamento controle (somente forragem). A
degradacéo da FDN foi avaliada em ambiente ruminal simulado por incubagéo in vitro,
sendo submetidos a diferentes tempos de incubacdo: O, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72 e 96
horas. O procedimento foi repetido quatro vezes, perfazendo o total de quatro
avaliacOes por tempo de incubacdo para cada tratamento. Os residuos de incubacdo
foram avaliados quanto ao teor de FDN e interpretados por intermédio de modelo
logistico ndo-linear. Verificou-se que a suplementacdo com caseina, no nivel 0,5
mg/mL, aumentou em 1,1% a taxa de degradacdo da FDN potencialmente degradavel
(KFDNpd). Para os niveis 1,0 e 2,0 mg/mL observou-se efeito inibitério sobre as
estimativas deste pardmetro em comparagdo ao tratamento controle (-6,4 e -9,1%,
respectivamente). Por outro lado, a adicdo isolada de uréia ao meio, independentemente
do nivel de suplementacdo, ampliou kFDNpd, sendo observado acréscimo médio de
7,6%. A concentracdo de nitrogénio amoniacal (NA) no meio de incubacdo foi elevada
pela suplementacdo. Contudo, a suplementacdo com uréia, mesmo baseada nos mesmos
niveis de proteina bruta utilizados com a suplementacdo com caseina, conferiu valores
superiores de NA ao meio de incubagéo.

Palavras-chave: capim-braguiaria, caseina, nitrogénio amoniacal, suplemento, uréia

! Trabalho submetido & Revista Brasileira de Zootecnia, sob o protocolo 00041-08.



In vitro rumen degradation of neutral detergent fiber of high-quality tropical
forage accor ding to supplementation with different levels and sour ces of
nitr ogenous compounds

Abstract — It was evaluated the in vitro degradation dynamics of neutral detergent fiber
(NDF) of high-quality tropical forage according to supplementation with nitrogenous
compounds. A sample of signal grass, taken from a pasture during rainy season, was
used as basal forage. Casein was used as true protein source and the mixture urea
ammonium sulfate (U:AS, 9:1) was used as non-protein nitrogen source. Three
treatments were defined by the levels of casein in final incubation solution: 0.5, 1.0 and
2.0 mg of casein/mL. The U:AS was included in the medium to form another three
treatments, such the protein equivalents were the same that defined for casein
supplementation. A treatment containing only forage was used as a control. The
treatments were evaluated by an in vitro incubation procedure. The incubation times
were: 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72 and 96 hours. The incubation procedure was repeated
four times. The incubation residues were evaluated for NDF, followed by the
adjustment of alogistic non-linear model. The casein supplementation at the level of 0.5
mg/mL increased the degradation rate of potentially degradable NDF (kpdNDF)
(+1.1%). However, supplementation with 1.0 and 2.0 mg/mL decreased the estimates of
this parameter compared to control treatment (-6.4 and -9.1%, respectively). On the
other hand, supplementation with urea caused a average increment of 7.6% on kpdNDF
estimates. The concentration of ammonia nitrogen (AN) was higher with the
supplementation. However, the urea supplementation, at the same levels of casein
supplementation, produced higher AN levels in the incubation medium.

K eywor ds. ammonia nitrogen, casein, signal grass, supplement, urea

Introducéo

As pastagens constituem a principal fonte de nutrientes para a bovinocultura no
Brasil, destacando-se dos demais meios de alimentagdo pelo baixo custo de producéo e
ata praticidade (Paulino et a., 2006). Os pastos tropicais sdo caracterizados por
apresentar rapida taxa de crescimento durante o periodo chuvoso, levando a maturidade
das plantas, as quais contém atos niveis de constituintes da parede celular. Desta
maneira, 0s animais em pastejo tém disponibilidade de forragem de bom valor nutritivo

por curto espago de tempo, pois 0 pasto, com a chegada da estagdo seca, decresce
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rapidamente em digestibilidade, constituindo o principal fator limitante para a produgéo
animal (Leng, 1984).

No periodo das chuvas, embora as forragens tropicais sob pastejo possuam teor
adeguado de proteina bruta (PB), os ganhos de peso obtido estédo aquém do observado
sob condi¢bes similares em regides temperadas. Esta discrepancia poderia ser, em parte,
atribuida a alta degradabilidade da PB da forragem, o que provoca perda excessiva de
compostos nitrogenados no ambiente ruminal na forma de amonia, gerando déficit
protéico em relacdo as exigéncias para ganhos elevados (Poppi & McL ennan, 1995).

Durante este periodo, em funcdo da baixa assimilagdo do nitrogénio em proteina
microbiana e da alta digestibilidade dos componentes da forragem, excessos de
compostos cetogénicos podem ser verificados no metabolismo animal (Leng, 1990;
Detmann et a., 2005). Desta forma, sem adequado suprimento de proteina
metabolizavel, 0 excesso de compostos energéticos deve ser eliminado, ampliando a
producdo de calor corporal (Poppi & McLennan, 1995). Este quadro pode, em muitos
casos, implicar reducdo no consumo pelos animais, mecanismo natural para adequacéo
da temperatura corporal aniveis mais préximos ao conforto.

Segundo Detmann et a. (2005), embora durante o periodo de chuvas as
principais deficiéncias nutricionais do pasto estejam relacionadas a proteina, a melhoria
da qualidade da forragem implica em alteracdo do enfoque nutricional dessas
deficiéncias, passando de dietéticas durante o periodo da seca, para metabdlicas durante
o periodo de chuvas. Assim, dentro do contexto acima apresentado, respostas positivas
sobre o crescimento microbiano no rimen e sobre o desempenho animal seriam obtidas,
durante o periodo das chuvas, a partir da suplementacdo energética ou com proteina
verdadeira degradavel no rimen. Seguindo tais argumentos, em termos teoricos, a
suplementacdo com fontes de nitrogénio ndo-protéico ndo conduziria a melhorias na
utilizagcdo dos substratos fibrosos no ambiente ruminal, podendo, em alguns casos, gerar
comprometimento sobre o desempenho animal.

Contudo, resultados recentes conduzidos em condicdes tropicais tém permitido
evidenciar incrementos na producéo animal a partir da suplementacéo com fontes de
compostos nitrogenados nédo-protéicos durante o periodo favoravel ao crescimento da
forragem (Paulino et al., 2005; Porto, 2005), 0 que contraria 0S pressupostos tedricos
apresentados anteriormente.

Paez-Bernal (2007) e Costa et al. (2008) relataram que a suplementac&o isolada

com proteina verdadeira causa efeitos deletérios sobre a utilizacdo da fibra em
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detergente neutro (FDN), o que foi atribuido a possiveis interacbes negativas entre
espécies microbianas fibroliticas e ndo-fibroliticas.

Entretanto, releva-se a necessidade de estudos que procurem ampliar o
entendimento da interagdo entre a suplementacdo com diferentes fontes protéicas e a
utilizacdo dos carboidratos fibrosos de forragem de boa qualidade, como aquela
observada durante o periodo de crescimento favoravel em gramineas tropicais.

Desta forma, de acordo com os pressupostos aqui apresentados, definiu-se como
objetivo neste trabalho avaliar a dinamica de degradacdo in vitro da FDN de forragem
tropical de alta qualidade em funcéo da suplementagcdo com diferentes fontes e niveis de

compostos nitrogenados.

Material e M étodos

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Laboratorio de Nutricdo
Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa. A forragem
utilizada nos procedimentos de avaliagdo in vitro foi proveniente de amostras de
Brachiaria decumbens Stapf. colhidas ao inicio da estacdo chuvosa (dezembro de 2006)
por intermédio de simulagdo manua de pastejo em piquete do setor experimental de
Gado de Corte do Departamento de Zootecniada UFV.

A forragem, apos seca sob ventilagdo forcada (60°C/72 h), foi processada em
moinho de facas (1 mm). Posteriormente, procedeu-se a quantificacdo dos teores de
matéria seca (MS), matéria organica (MO), PB, extrato etéreo (EE), fibra em detergente
&cido (FDA) e lignina por solubilizacdo da celulose por acido sulfurico (72% p/p),
segundo métodos descritos em Silva & Queiroz (2002). As avaliagdes quanto aos teores
de FDN foram conduzidas segundo recomendaces de Mertens (2002). Os teores de
FDN e FDA foram também expressos na forma corrigida para cinzas e compostos
nitrogenados, sendo os procedimentos de correcdo conduzidos segundo métodos
descritos por Mertens (2002) e Licitraet al. (1996), respectivamente (Tabela 1).

Procedeu-se, ainda, a quantificacdo dos compostos nitrogenados ndo-protéicos

na forragem, segundo o método do &cido tricloroacético (Licitraet al., 1996).



Tabela 1 - Composic¢do quimica daforragem e dos suplementos

Item?! Forragem Caseina Uréa:SA(9:1)
M&? 213,4 901,3 982,1
MO?3 907,4 978,7 997,6
PB3 . 146,2 878,9 2610,0
PBnnp 746,1 - -
EE3 23,1 5,6 -
CT3 738,1 94,2 -
FDNs3 586,7 - -
FDNcp? 497,5 - -
PIDN* 204,7 - -
CNP 240,6 94,2 -
FDAs3 240,2 - -
FDACc 208,1 - -
Pl DAEB 22,7 - -
Lignina® 19,9 - -

YMS = matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; PByye = PB oriunda de compostos
nitrogenados ndo-protéicos, EE = extrato etéreo; CT = carboidratos totais; FDN = fibra em detergente
neutro; FDNcp = fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina. PIDN = proteina insolGvel
em detergente neutro; CNF = carboidratos ndo-fibrosos, FDA = fibra em detergente &cido; FDAcp = fibra
em detergente &cido corrigida para cinzas e proteina; PIDA = proteina insol(vel em detergente acido. 2/
g/kg de matérianatural. 3 g/kg de MS. ¥/ g/kg de PB.

Os tratamentos constituiram de diferentes fontes e niveis de compostos
nitrogenados, sendo utilizado como fonte de proteina verdadeira a caseina e de
nitrogénio ndo-protéico a mistura uréia:sulfato de aménia (U:SA; 9:1). Trés tratamentos
congtituiram da adi¢éo dos niveis de 0,5, 1,0 e 2,0 mg de caseina por mL de solucéo
final de incubag&o. Para inclusdo da mistura U:SA, considerou-se a adi¢édo ao meio da
mesma quantidade de equivalentes protéicos fornecidos pelos niveis 0,5, 1,0 e 2,0
mg/mL de caseina. Desta forma, denominou-se os tratamentos contendo a mistura U:SA
como “equivalentes caseind’. No total, foram avaliados sete tratamentos, incluindo-se
um tratamento controle, sem a adi¢&o de compostos nitrogenados (somente forragem).

As seguintes fontes foram utilizadas: caseina oriunda do leite bovino (po
purificado; Sigma C-5890), uréia PA (Merck 108487) e sulfato de aménio PA (Merck
101217). A composi¢ao quimica dos suplementos € apresentada na Tabela 1.

Aliquotas de forragem (350 mg de MS) foram acondicionadas em frascos de
vidro tipo “penicilina” com 50 mL de volume total. Sete aliquotas de 400 mL de
solucgéo de McDougall (McDougall, 1949) foram preparadas em frascos erlenmeyer,
procedendo-se ao gjustamento do pH para 6,8 por aspersdo com didxido de carbono. A
cada frasco adicionou-se caseina ou U:SA de forma a se fornecer os niveis de

compostos nitrogenados referentes a cada tratamento, como descrito anteriormente.
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Procedeu-se a transferéncia de 28 mL de solucdo tampdo para cada frasco
contendo forragem, segundo os tratamentos, os quais foram mantidos em saa
climatizada (39°C) para hidratacdo das amostras.

Durante o processo de hidratagdo, foi coletado liquido ruminal proveniente de
um bovino doador, fistulado no rimen, mantido nas proximidades da sala de incubac&o.
O animal doador foi alimentado ad libtum com silagem de capim—elefante (Pennisetum
purpureum Schum.) e suplementado com 1 kg/dia de farelo de soja, ndo sendo
submetido a jejum anteriormente a coleta. A alimentacdo base do animal doador, em
conjunto da auséncia do periodo de jejum, visou a obtencdo de indculo ruminal com
caracteristicas similares a animais mantidos em pastos tropicais durante o periodo das
aguas, sem suplementacdo. O animal teve disponibilidade irrestrita de agua e mistura
mineral completa (6% de fosforo).

O liquido foi coletado na regido de interface liquido:sdlido do ambiente ruminal,
filtrado por uma camada tripla de gaze, acondicionado em recipiente térmico e
imediatamente transportado a sala de incubagéo.

Foram adicionados 7 mL de in6culo rumina por frasco, procedendo-se
imediatamente a saturacdo com didxido de carbono e a vedagdo dos frascos. A relagdo
final para os tratamentos foi de 100 mg de MS de forragem /10 mL de solugéo final e 1
mL de in6culo ruminal/4 mL de solucdo tampéo (Tilley & Terry, 1963). Os frascos
foram mantidos a 39°C, sob agitac&o orbital (40 rpm). Procedeu-se a retirada dos gases
oriundos da fermentacdo a cada trés horas com o auxilio de agulhas.

Foram avaliados os tempos de O, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72 e 96 horas de
incubacdo. O procedimento de incubacdo foi repetido quatro vezes, perfazendo-se o
total de quatro avaliagcdes por tempo de incubacdo para cada tratamento.

Ao final de cada tempo de incubagdo, os frascos foram retirados da sala
climatizada e submetidos a mensuragdo do pH com potenciémetro digital, sendo o
conteldo filtrado sob vacuo em cadinhos filtrantes (porosidade grossa). A fragdo liquida
foi reservada em recipientes plasticos, nos quais foi acrescentado 1 mL de H,SO, (1:1),
sendo armazenados a -20°C para posterior andlise da concentracdo de nitrogénio
amoniacal (NA).

Os cadinhos foram ent&o acondicionados em frascos de polietileno (120 mL),
aos guais adicionaram-se 50 mL de detergente neutro (Mertens, 2002). Depois de
vedados, os frascos foram autoclavados (105°C/1 hora), de forma a se extrairem todos

0os componentes solUveis em detergente neutro (método de micro-extragéo; Pell &
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Schofield, 1993). Ap0s esse tratamento, procedeu-se novamente a filtracdo sob vacuo e
lavagem sequiencial do residuo com agua quente e acetona. A FDN residual foi obtida
apos secagem do material em estufa ndo-ventilada (105°C/16 horas).

Os residuos de FDN nos diferentes tempos, para cada tratamento, foram
submetidos, por intermédio do agoritmo de Gauss-Newton (Souza, 1998), ao
ajustamento do modelo logistico ndo-linear descrito por Van Milgen et a. (1991):
Rt:UX[C><exp(—p><t)—p><exp(—c><t)]+| (1);

(c-p)
em que. Rt = residuo ndo-degradado de FDN no tempo “t” (%); U = fracdo
potencialmente degradavel da FDN (FDNpd) (%); | = fracdo indegradavel da FDN (%);
c = taxa fracional de degradacéo da fracdo potencialmente degradéavel da FDN (h™); p =

taxa fracional delaténcia (h™); et = tempo (h).

A funcdo descrita em (1) € simétrica em relagéo as taxas fracionais ¢ e p, sendo
comumente assumido que 0os menores valores estdo associados ac (Vieiraet a., 1997).
Contudo, para 0os casos em gue c e p tendem a mesma estimativa, indeterminacéo
matematica sera observada. Assim, para 0s casos em que isto foi observado, 0 modelo
foi re-parametrizado segundo aregrade L’Hospital (Van Milgen et a., 1991):

Rt =U x (1+ A xt)xexp(-Axt)+| (2);
em que: L = taxa fracional conjunta de laténcia e degradacéo (h); sendo os demais
termos definidos anteriormente.

Antecipa-se que para todos os tratamentos avaliados fez-se necessaria a re-
parametrizacdo da equacdo (1), sendo, desta forma, empregada apenas a equacao (2) na
descricao dos perfis de degradacéo.

Para este caso, em virtude de o parémetro A representar conjuntamente as taxas
de laténcia e degradacdo, estimou-se a taxa fracional de degradacdo a partir de A
utilizando-se as propriedades da distribuicdo gama-2 (Ellis et a., 1994):
c'= 0,596351 3);
em que: ¢ = taxafraciona de degradacdo da FDNpd (h™).

As estimativas de laténcia discreta foram obtidas segundo derivactes de Vieira
et al. (1997):

L - RO-RE)

R(0) i (4);
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em que: L = laténcia discreta (h); R(0) = residuo de FDN néo degradado em t = 0 (%);
R(t) = residuo ndo-degradado de FDN obtido no ponto de inflexdo da curva de
degradacéo (%); R’(t) = derivada da curva gjustada de degradacdo para o ponto de
inflexdo (méxima taxa de degradacdo do substrato) (h™); t; = tempo equivalente ao
ponto de inflex&@o da curva de degradagéo (h).

Os vaores de t; foram obtidos segundo as descricdes de Van Milgen et al.
(1991):

1 .
ti = Z (5):

A taxa especifica de crescimento microbiano sobre a FDNpd foi estimada
segundo proposi¢des de Beuvink & Kogut (1993):
R'(t)
U (6)
em que: Sgr = taxa especifica de crescimento microbiano (h™).

Sr

A partir das estimativas de Sgr, obtiveram-se as eficiéncias de crescimento
microbiano sobre a FDNpd, segundo proposi¢cdes de Pirt (1965):

% = % + %n ;
em que Y = eficiéncia microbiana (g células - g* carboidratos degradados); m =
exigéncia de mantenca das bactérias (g carboidratos - g* células - h''); e Ym = eficiéncia
tedrica méxima dos microrganismos sobre o substrato (g células - g* carboidratos
degradados).

Adotou-se como referéncia ao parametro Ym o valor de 0,4 g células - g*
carboidratos degradados e para m o valor de 0,05 g carboidratos g* céulas - h*,
conforme especificagcdes de Russell et al. (1992).

Ressalta-se que as estimativas para 0 parametro Sgr foram obtidas com base nos
valores médios das fracbes U (77,92+1,22) el (22,08+1,69), sob o pressuposto de estas
serem caracteristicas Unicas e exclusivas do substrato (forragem) (@rskov, 2000).

As amostras da fragéo liquida, depois de descongeladas, foram centrifugadas a
1500 x g por 10 minutos, sendo 0 sobrenadante analisado quanto aos teores de NA
segundo o método colorimétrico de Chaney & Marbach (1962).

Os modelos gjustados para os perfis de degradacdo em funcédo dos diferentes
tratamentos foram comparados de forma descritiva. Por sua vez, os valores de pH e

concentracdo de NA obtidos para os diferentes tempos de incubagdo foram avaliados
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segundo delineamento em blocos completos casualizados, considerando-se cada partida
de incubacdo como bloco, em esquemafatorial 7 x 10 (sete tratamentos e dez tempos de
incubacdo). Todos os procedimentos estatisticos, tanto lineares, como néo-lineares,
foram conduzidos por intermédio do programa SAS (Satistical Analisys System),

adotando-se 0,05 como nivel critico de probabilidade para o erro tipo |.

Resultados e Discussao

As edtimativas dos parédmetros de degradacdo da FDN da forragem sdo
apresentadas na Tabela 2. Antecipa-se que as diferencas quanto a laténcia discreta
foram consideradas de pequena magnitude, sendo, portanto, omitidas da discussao.

Verificou-se que a suplementacdo com caseina no nivel 0,5 mg/mL ampliou em
1,1% a taxa de degradacdo da FDNpd. Contudo a suplementacdo com este composto
relativa aos niveis 1,0 e 2,0 mg/mL produziu efeito inibitorio sobre as estimativas deste
pardametro em comparagdo ao tratamento controle (forragem), sendo observadas
reducdes de 6,4 e 9,1%, respectivamente (Tabela 2; Figura 1).

Por outro lado, a adi¢éo isolada de uréia ao meio, independentemente do nivel de
suplementacdo, ampliou a taxa de degradacdo da FDNpd, sendo observado acréscimo
medio de 7,6% (Tabela 2; Figura 1).

Reflexo deste comportamento foi observado sobre a eficiéncia de crescimento
microbiano sobre a FDNpd (EFM) (Tabela 3). A adi¢do de caseina nos niveis 0,5, 1,0 e
2,0 mg/mL implicou variagdes de +0,4, -2,4 e -3,4% sobre EFM em relacdo ao
tratamento controle. Por outro lado, variacfes positivas na ordem de 2,5, 2,8 e 2,3%
foram observadas com a adicéo de uréia, nos nivels descritos anteriormente (Tabela 3).

A queda da degradacéo ruminal dos carboidratos fibrosos com a adicdo de
proteina verdadeira tem sido relatado por alguns autores. Cone & Van Gelder (1999)
constataram reducéo na taxa de producéo de gases por unidade de matéria organica in
vitro a medida que caseina foi adicionada ao meio. Em estudo similar in vitro, Oliveira
et a. (2005) observaram reducéo proporciona a adicdo de caseina a0 meio sobre a taxa

de producéo de gases a partir de celulose.
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Tabela 2- Estimativas da taxa fraciona comum de laténcia e degradacdo (1), taxa
fracional de degradacéo obtida a partir da conversdo do parametro A (C') e laténcia
discreta (L) para a degradagdo rumina da fibra em detergente neutro potencialmente
degradavel (FDNpd), valor relativo da taxa de degradacdo (VRTD) e desvios-padréo
assintoticos (DPA) para os perfis de degradacéo ajustados em fungdo dos tratamentos

Fonte Nivel ltem

A (hY) ¢ (h)r L(h) VRTD DPA nm
(%)

Controle 0,1003+0,0089 0,0598+0,0053 2,81 1000 968 40
05  0,1014+0,0067 0,0605+0,0040 278 1011 7,22 40
Caseina 1,0  0,0939+0,0062 0,0560+0,0037 3,00 936 7,36 39
2,0  0,0912+0,0056 0,0544+0,0033 309 909 656 40
05  0,1079+0,0073 0,0643+0,0044 261 1076 744 39
Uréia 1,0  0,1087+0,0059 0,0648+0,0035 2,59 1084 573 38
20 0,1071+0,0068 0,0639+0,0041 263 1068 6,78 39

Y Estimado segundo propriedades da distribuicBio Gama-2: ¢’ = 0,59635\1. % Estimado em relacdo ao
tratamento basal (sem suplementacdo). 3 Os nimeros diferentes de repeticdes para cada tratamentos sdo
devidos a eliminacdo de outliers (val ores absurdos) verificados nos perfis de degradacéo.

Em adicdo, Paez-Bernal (2007) e Costa et a. (2008) verificaram reducéo de 13,6
e 19,1% nataxa de degradacéo da FDNpd de forragem tropical de alta qualidade com a
adicdo de caseina ao meio de incubag&o in vitro, respectivamente.

Segundo Paulino et a. (2006), interagbes microbianas, competicbes ou
alteracbes na prioridade de utilizacdo de substratos parecem ser 0s possiveis efeitos
causados pela suplementacdo com proteina verdadeira sobre a utilizacdo da FDNpd em
forragens tropicais de ata qualidade.

O efeito negativo da caseina sobre a degradacdo da FDNpd, assim como
observado com os niveis de suplementacdo 1,0 e 2,0 mg/mL (Tabela 2; Figura 1), foi
denominado por Paez-Berna (2007) e Costa et a. (2008) como “efeito proteina’.
Segundo estes autores, este efeito poderia ser atribuido a ocorréncia de interagoes
antagonistas entre espécies microbianas, ou sgja, a inibicdo do crescimento de uma ou
mais espécies em fungdo da producdo de compostos inibidores por outras espécies.

Como exemplo de compostos inibidores envolvidos em interagcbes amensais
destacam-se as bacteriocinas, as quais podem ser definidas como peptideos e proteinas
produzidos por intermédio de sintese ribossomal, as quais apresentam estreito espectro
de atividade antimicrobiana, a qual, por sua vez, € caracterizada pelo fato do
microrganismo produtor apresentar algum mecanismo de auto-protecdo (Parente &
Ricciardi, 1999).
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Figura 1 - Comportamento descritivo da taxa fracional de degradacédo da FDNpd em
funcdo da suplementacédo com caseina ou uréia.

Resultados obtidos in vitro permitem indicar que a ampliagdo no fornecimento
de aminoéacidos implica incremento na producdo de bacteriocinas como reflexo do
favorecimento do crescimento de algumas espécies microbianas (e.g. Lactococcus sp.)
(De Vuyst & Vandamme, 1993; Kim et a., 1997; Parente & Ricciardi, 1999; Aasen et
al., 2000), o que poderia suportar os resultados obtidos neste estudo.

Segundo Wolin et a. (1997) a acdo de bacteriocinas pode reduzir a atividade
celulolitica no rimen, o que é reforcado com as estimativas da taxa de crescimento
especifico e eficiéncia de crescimento microbiano sobre a FDNpd (Tabela 3).

Efeitos deletérios com a suplementacdo com uréia, portanto, ndo seriam obtidos
devido ao fato de néo se adicionar aminoacidos ao meio. Neste sentido, comportamento
similar ao obtido neste estudo com a suplementagdo com uréia foram obtidos por Paez-
Bernal (2007).

Por outro lado, verificou-se que para o menor nivel de suplementacdo (0,5
mg/mL) a caseina implicou pequeno estimulo sobre a utilizagdo da FDNpd (Tabelas 2 e
3; e Figura 1), contrariando os resultados obtidos para os niveis mais elevados de
suplementacao.

Segundo Bryant (1973), os processos fibroliticos e do crescimento das bactérias
gue os redlizam devem ser enfatizados na importancia das interacbes com outras
espécies microbianas, as quais provém compostos essenciais, como vitaminas do
complexo B e &cidos graxos de cadeia ramificada, os quais funcionam como precursores
de aminoacidos essenciais, acidos graxos estruturais e alguns aldeidos.
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Tabela 3- Maxima taxa de degradacdo (u — h™), taxa de crescimento especifico de
microorganismos (Sgr — h™%) e eficiéncia de crescimento microbiano sobre a
FDNpd daforragem (EFM — g M S microbiana/lkg de carboidrato degradado)
em funcdo dos tratamentos

Fonte Nivel [tem?
U Sor EFM
Controle 3,7338 (100,0) 0,0369 (100,0) 259,4 (100,0)
0,5 3,7747 (101,1) 0,0373 (101,1) 260,4 (100,4)
Caseina 1,0 3,4955 (93,6) 0,0345 (93,5) 253,3(97,6)
2,0 3,3950 (90,9) 0,0336 (91,1) 250,6 (96,6)
0,5 4,0167 (107,6) 0,0397 (107,6) 266,0 (102,5)
Uréa 1,0 4,0465 (108,4) 0,0400 (108,4) 266,6 (102,8)
2,0 3,9869 (106,8) 0,0394 (106,8) 265,3 (102,3)

1/Os valores entre parénteses indicam os valores relativos ao tratamento controle (forragem).

Neste contexto, a adicdo de peguena quantidade de proteina verdadeira
degradavel poderia ser suficiente para causar pequeno estimulo sobre o crescimento
pela disponibilizacdo de precursores para sintese microbiana, sem que se observe,
concomitantemente, expressao significativa do efeito proteina.

Este comportamento pode ser reforcado pelos resultados obtidos por Paez-
Bernal (2007), o qual observou em experimento in vitro que a substituicdo de parte da
uréiapor caseinaimplicou estimulos sobre a taxa de degradacéo da FDNpd de forragem
similar a avaliada neste estudo.

Os valores de pH ruminal ndo foram influenciados pelos diferentes tratamentos
ou tempos de incubagdo (P>0,05), mantendo-se dentro dos limites considerados
adequados a atividade dos microrganismos celuloliticos (Mould et al., 1983).

Por outro lado, a concentracdo de NA foi afetada somente pelos efeitos
principais (tratamentos e tempo) (P<0,05), ndo sendo observados efeitos de interacdo
(P>0,05). A concentragdo de NA aumentou com o0 tempo de incubagdo (P<0,05),
independentemente do tratamento avaliado (Figura 2).

A concentracdo de NA tem sido empregada freqiientemente como referéncia a
qualificacdo das condi¢cdes ruminais para as atividades microbianas, principalmente
para 0s microrganismos que degradam carboidratos fibrosos, os quais empregam o NA
como fonte nitrogenada preferencial para crescimento (Russell et al., 1992). A
concentracdo de NA deve estar em condigbes adequadas para a otimizacdo do

crescimento microbiano e posterior utilizacdo dos substratos fibrosos da forragem.
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Figura 2 - Comportamento descritivo para a concentragéo de nitrogénio amoniacal (NA)
no meio em fungdo do tempo de incubagdo [(a): controle (forragem); (b):
caseing; e (c): equivalente caseina obtido a partir da uréia].

Sampaio (2007) sugeriu, em condicdes tropicais, valores de 5,32 e 6,24 mg
NA/dL para que os microrganismos mantenham crescimento estavel no ambiente
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ruminal e possuam plenas condigdes de utilizagdo da FDNpd da forragem basal,
respectivamente.

Mesmo se tratando de experimento in vitro, onde ndo se observam os eventos de
reciclagem de NA no ambiente ruminal verificados in vivo, observou-se que a auséncia
de suplementacdo ndo conferiu niveis médios de NA considerados, segundo os
referenciais apontados por Sampaio (2007), adequados para a utilizacdo da FDNpd da
forragem (Figura 3). Em adicéo, verificou-se que a suplementagdo conferiu niveis mais

adeguados de NA ao meio de incubacéo (Figuras 2 e 3).
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Figura 3 - Estimativa da concentracdo de nitrogénio amoniacal em fungdo do nivel e
fonte de suplementacéo (valor médio para todos os tempos de incubacéo) [Y
= 3,88014 + 2,99405X; + 4,44645X,; R? = 0,9888; em que: X; = nivel de
caseina (mg/mL); e X, = nivel de equivalentes em caseina a partir da uréia

(mg/mL)].

Em contraste direto, a suplementacdo com uréia, mesmo baseada nos mesmos
niveis de PB utilizados com a suplementacdo com caseina, conferiu valores superiores
(P<0,05) de NA ao meio de incubacdo (Figura 3). Esta melhor eficiéncia na definicdo
de caracteristicas mais adequadas ao crescimento microbiano pode contribuir, em
adicdo a auséncia do efeito proteina, para a melhor utilizagdo da FDNpd observada com
a suplementagcdo com uréia (Tabelas 2 e 3).

Por outro lado, observou-se que, independentemente do nivel de suplementagéo,
os estimulos observados com a suplementacdo com uréia tenderam a ser estaveis
(Figura 1). Por intermédio da equagdo de regressdo expressa na Figura 3, observou-se
que a suplementacdo com o nivel 0,5 mg/mL conferiu concentragdo média de NA de

19



aproximadamente 6,10 mg/dL, valor préximo ao sugerido por Sampaio (2007) para que
se estabelecam condicdes plenas de utilizacdo dos carboidratos fibrosos da forragem
basal, justificando a estabilidade das estimativas da taxa de degradacdo da FDNpd nos
niveis mais elevados de suplementacéo (Figura 1).

Assim, estes resultados permitem indicar que aimplementacdo de niveis de NA
adegquados no ambiente ruminal podem constituir a principal via de estimulos sobre a
degradacéo da FDNpd de forragem tropical de alta qualidade com a suplementacéo com

uréia.

Conclusoes

A suplementac&o com proteina verdadeira causou reducéo da taxa de degradacéo
da fibra em detergente neutro de forragem tropical de alta qualidade, o que parece
refletir a ocorréncia de interagdes amensais entre espécies microbianas.

Por outro lado, a suplementacéo com uréia causou beneficios sobre a utilizacéo
dos compostos fibrosos, possivelmente em funcéo da auséncia de interagdes amensais e
por implementar melhor disponibilidade de nitrogénio amoniacal para o crescimento

microbiano.
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CAPITULO 2

Degradacéo in vitro da fibra em deter gente neutro de forragem tropical de baixa
qualidade em funcéo de suplementacédo com diferentesrelacbes proteina
ver dadeir a:nitr ogénio nao-protéico

Resumo — Objetivou-se avaliar a dinamica da degradacdo in vitro da fibra em
detergente neutro (FDN) de forragem tropical de baixa qualidade em funcéo da
suplementagdo com compostos nitrogenados em diferentes relacBes proteina
verdadeira:nitrogénio ndo-protéico. Utilizou-se como forragem basal amostra de capim-
braquiédria, colhida durante a estagdo seca. Utilizou-se como fonte de proteina
verdadeira a caseina e de nitrogénio ndo-protéico a mistura uréasulfato de amonia
(U:SA; 9:1). O tratamento base para a defini¢do dos demais foi congtituido da adicdo de
caseina a0 meio de incubagdo de forma a elevar-se o teor de proteina bruta (PB) da
forragem basal ao nivel de 8%, com base na matéria seca. Os tratamentos foram
construidos a partir da substituicéo fracional (0, 1/3, 2/3 e 1) da PB oriunda da caseina
por PB oriunda da mistura U:SA, acrescendo-se tratamento controle (forragem). Os
tratamentos foram avaliados em ambiente ruminal simulado por incubagdo in vitro,
sendo submetidos a diferentes tempos de incubacdo: O, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72 e 96
horas. O procedimento foi repetido trés vezes, totalizando trés avaliacdes por tempo de
incubagdo para cada tratamento. Os residuos de incubagdo foram avaliados quanto ao
teor de FDN e interpretados por intermédio de modelo logistico ndo-linear. Verificou-se
gue a suplementacdo protéica elevou em 56,8 a 96,0% a taxa de degradacdo da FDN
potencialmente degradavel (kFDNpd) em comparacdo ao tratamento controle e causou
reducéo de 4,5 a 7,4 horas sobre as estimativas de laténcia discreta. Observou-se que a
utilizac8o exclusiva de uréia elevou em 15,9% a estimativa de kKFDNpd em relagcéo a
suplementacdo exclusiva com caseina. Contudo, a avaliacdo do perfil de substituicéo
gradativa permitiu evidenciar valores maximos de taxa de degradacéo e eficiéncia
microbiana sob arelacdo 2/3 U:SA:1/3 caseina.

Palavras—chave: capim-braquiaria, caseina, nitrogénio amoniacal, taxa de degradacéo,

uréa
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I'n vitro rumen degradation of neutral detergent fiber of low-quality tropical
forage according to wpplementqtion with c_iifferent true protein:non-protein
nitrogen ratios
Abstract — It was evaluated the in vitro degradation dynamics of neutral detergent fiber
(NDF) of low-quality tropical forage according to supplementation with nitrogenous
compounds at different rations true protein:non-protein nitrogen. A sample of signal
grass, taken from a pasture during dry season, was used as basal forage. Casein was
used as true protein source and the mixture urea: ammonium sulfate (U:AS, 9:1) was
used as non-protein nitrogen source. The reference treatment was defined through
addition of casein in the incubation medium, such that the crude protein (CP) level of
the basal forage was raised to 8.0%, as dry matter basis. In this way, the treatments were
defined from fractional replacement of CP from casein by CP from U:AS (0, 1/3, 2/3
and 1). A treatment containing only forage was used as a control. The treatments were
evaluated by an in vitro incubation procedure. The incubation times were: 0, 3, 6, 9, 12,
24, 36, 48, 72 and 96 hours. The incubation procedure was repeated three times. The
incubation residues were evaluated regarding NDF, followed by the adjustment of a
logistic non-linear model. The protein supplementation increased from 56.8 to 96.0%
the degradation rate of potentially degradable NDF (kpdNDF) compared to control
treatment. At same time, the supplementation reduced the discrete lag time (-4.5to0 -7.4
hours). The total replacement of casein by urea caused an increase of 15.9% on
kpdNDF. However, the evaluation of replacement profile indicated that maximum
estimates of degradation rate and microbial growing were obtained on 2/3 U:AS: 1/3

casein ratio.

Keywords. ammonia nitrogen, casein, degradation rate, signal grass, urea

Introducéo

As forrageiras tropicais, em conseqiiéncia da estacionalidade da producéo, ndo
fornecem quantidades suficientes de nutrientes para a producéo eficiente dos animais.
Assim, 0s animais em pastejo tém disponibilidade de forragem de bom valor nutritivo
por curto espaco de tempo, pois 0 pasto, com a chegada da estacdo seca, decresce
rapidamente em digestibilidade, constituindo o principal fator limitante para a produgdo
animal (Leng, 1984).
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Desta forma, os fatores climaticos sdo responsaveis pela baixa disponibilidade
qualitativa e quantitativa de forragem no periodo seco, com conseguiente diminui¢do no
desempenho dos animais manejados em pastagens.

Sendo assim, 0s pastos tropicais, especiamente na época da seca, raramente
constituem dieta balanceada, no senso que seus constituintes organicos e inorganicos
estejam presentes em concentragdes e proporcdes que melhor satisfacam as
necessidades dos animais (Paulino et al., 2001). Essa forragem de baixa qualidade
nutricional apresenta altos teores de fibra e baixos teores de proteina bruta (PB),
geralmente abaixo de 7 a 8%, valor limitante para que 0S microrganisSmos ruminais
apresentem plena capacidade de utilizagdo dos carboidratos fibrosos da forragem basal
(Lazzarini, 2007; Sampaio, 2007).

Nessa situagéo, onde o alimento ou a reciclagem enddgena de nitrogénio néo
atendem aos requerimentos microbianos, ocorre limitacdo no crescimento e atividade
dos microrganismos (Sniffen et a., 1993) e por consequiéncia queda na digestibilidade
da parede celular, resultando em diminuicdo no consumo de matéria seca e baixo
desempenho animal.

Em tal condigdo, os animais passam por caréncias multiplas (Paulino, 1999),
sendo que a proteina (ou compostos nitrogenados) assume papel prioritario, tornando-se
necessaria a suplementacdo dos animais, a qual reflete mudangcas no consumo de
forragem, na disponibilidade de energia dietética, na magnitude dos pools de
precursores bioquimicos do metabolismo e no desempenho animal. Desta forma,
amplia-se a taxa de degradacdo ruminal e a sintese de proteina microbiana, resultando
assim em maior aporte de nutrientes para o intestino e acidos graxos voléteis para o
metabolismo energético (Detmann et al., 2004).

Contudo, em recentes estudos conduzidos em condigdes tropicais verificou-se
gue a ateracdo do perfil de origem dos compostos nitrogenados presentes nos
suplementos (proteina verdadeira ou nitrogénio nao-protéico) pode implicar alteragdes
sobre a utilizacdo da fibra em detergente neutro (FDN) da forragem basal (Paez-Bernal,
2007), sobre o consumo voluntario e produgcdo microbiana (Acedo et a., 2007) e sobre
0 desempenho animal durante o periodo seco do ano (Moraes et al., 2008). Este
comportamento parece refletir melhor adequacédo do perfil dos compostos nitrogenados
suplementares no tocante as exigéncias microbianas (Paez-Bernal, 2007).

Todavia, ha necessidade de mais estudos sobre os beneficios da suplementagdo

com compostos nitrogenados de diferentes origens sobre a dindmica de degradacdo da
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FDN quando a producéo se baseia em forragens de baixa qualidade, para que seja entéo
alcancada a otimizacéo na utilizagcdo de suplementos.

Desta forma, objetivou-se avaliar a dindmica da degradacdo in vitro da FDN de
capim-braquiaria (Brachiaria decumbens Stapf) de baixa qualidade em funcdo da
suplementagdo com compostos nitrogenados em diferentes relacBes proteina
verdadeira:nitrogénio néo-protéico.

Material e M éodos

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Laboratério de Nutricdo
Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigcosa. A forragem
utilizada nos procedimentos de avaliacdo in vitro foi proveniente de amostras de
Brachiaria decumbens Stapf. coletadas por intermédio de cortes rente ao solo em
piquetes sob pastejo continuo do setor de Gado de Corte do Departamento de Zootecnia
da UFV, entre os meses de julho a setembro de 2007 (periodo da seca).

A forragem, ap0s seca sob ventilagdo forcada (60°C/72 h), foi processada em
moinho de facas (1 mm). Posteriormente, procedeu-se a quantificagdo dos teores de
matéria seca (MS), matéria organica (MO), PB, extrato etéreo (EE), fibra em detergente
acido (FDA) e lignina por solubilizagdo da celulose por acido sulfurico (72% pl/p),
segundo métodos descritos em Silva & Queiroz (2002). As avaliagdes quanto aos teores
de FDN foram conduzidas segundo recomendacdes de Mertens (2002). Os teores de
FDN e FDA foram também expressos na forma corrigida para cinzas e compostos
nitrogenados, sendo os procedimentos de correcdo conduzidos segundo métodos
descritos por Mertens (2002) e Licitra et al. (1996), respectivamente (Tabela 1).

Os tratamentos constituiram de diferentes fontes e niveis de compostos
nitrogenados, sendo utilizado como fonte de proteina verdadeira a caseina e de
nitrogénio ndo-protéico a mistura uréiasulfato de amonia (U:SA —9:1).

O tratamento base para a definicdo dos demais foi constituido da adicdo de
caseina a0 meio de incubacédo de forma a elevar-se o teor de PB da forragem basal ao
nivel de 8%, com base na MS. Este patamar foi definido em funcéo das recomendagdes
de Lazzarini (2007) e Sampaio (2007), como sendo 0 nivel minimo de compostos
nitrogenados para que 0s microrganismos apresentem plenas condi ¢ces para degradacdo

dos carboidratos fibrosos da forragem basal.
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A partir desta definicdo, os tratamentos foram construidos a partir da
substituicdo fracional (0, 1/3, 2/3 e 1) da PB oriunda da caseina por PB oriunda da
mistura U:SA, acrescendo-se, ainda tratamento controle (somente forragem). Desta
forma, cinco foram os tratamentos avaliados: 1. Forragem (controle); 2. Forragem + PB
caseina; 3. Forragem + 2/3 PB caseina + 1/3 PB U:SA; 4. Forragem + 1/3 PB caseina +
2/13PB U:SA; eb5. Forragem + PB U:SA.

Tabela 1 - Composicao quimica daforragem e dos componentes dos suplementos

[tem? Forragem Caseina UréiaSA(9:1)
M& 479,1 901,3 982,1
MO? 928,2 978,7 997,6
PB3 41,3 878,9 2610,0
EE3 49 5,6 -
CT3 882,0 94,2 -
FDNs3 742,7 - -
FDNcp? 690,2 - -
PIDN* 4923 - -
CNF 191,8 94,2 -
FDA3 420,5 - -
FDAC] 382,2 - -
Pl DAB3 213,8 - -
Lignina® 72,1 - -

YMS = matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo; CT = carboidratos
totais; FDN = fibra em detergente neutro; FDNcp = fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e
proteina. PIDN = proteina insolUvel em detergente neutro; CNF = carboidratos ndo-fibrosos; FDA = fibra
em detergente acido; FDAcp = fibra em detergente acido corrigida para cinzas e proteina; PIDA =
proteinainsolivel em detergente &cido. 2/ g/kg de matérianatural. 3 g/kg de M S. ¥/ g/kg de PB.

As seguintes fontes foram utilizadas: caseina oriunda do leite bovino (po
purificado; Sigma C-5890), uréia PA (Merck 108487) e sulfato de aménio PA (Merck
101217). A composi¢ao quimica dos suplementos € apresentada na Tabela 1.

Aliquotas de forragem (350 mg de MS) foram acondicionadas em frascos de
vidro tipo “penicilina” com 50 mL de volume total. Cinco aliquotas de 300 mL de
solucéo de McDougall (McDougall, 1949) foram preparadas em frascos erlenmeyer,
procedendo-se ao ajustamento do pH para 6,8 por aspersdo com didxido de carbono. A
cada frasco, adicionou-se caseina ou U:SA de forma a se fornecer os niveis de
compostos nitrogenados referentes a cada tratamento. Procedeu-se a transferéncia de 28
mL de solucéo tampéo para cada frasco contendo forragem, segundo os tratamentos, 0s
quais foram mantidos em sala climatizada (39°C) para hidratagdo das amostras. A

composicao final dos componentes adicionados a cada frasco € descritana Tabela 2.
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Durante o processo de hidratagdo, foi coletado liquido ruminal proveniente de
um bovino doador, fistulado no rimen, mantido nas proximidades da sala de incubagéo.
O animal doador foi alimentado ad libtum com silagem de cana de agucar, sendo
submetido a jejum de alimentos (12 horas) anteriormente a coleta. A alimentagdo base
do animal doador, em conjunto com o periodo de jejum, visou a obtencdo de indculo
ruminal com caracteristicas similares a animais mantidos em pastos tropicais durante o
periodo seco, sem suplementacdo. O animal teve disponibilidade irrestrita de agua e

mistura mineral completa (6% de fésforo).

Tabela 2 - Descricéo dos componentes adicionados ao sistema in vitro de acordo com os
diferentes tratamentos

Fonte Protéica Relacéo Protéica
Caseina 1 2/3 /3 0
Uréia Foragem g 1/3 213 1
Forragem (mg)* 350 350 350 350 350
Caseina (mg)t 0 154 10,2 51 0
U:SA (9:1) (mg)* 0 0 1,7 35 5,2
Inéculo Ruminal (mL) 7 7 7 7 7
Tamp&o de McDougall (mL) 28 28 28 28 28

1/ Com base na matéria seca.

O liquido foi coletado na regido de interface liquido:solido do ambiente ruminal,
filtrado por uma camada tripla de gaze, acondicionado em recipiente térmico e
imediatamente transportado a sala de incubagéo.

Foram adicionados 7 mL de in6culo rumina por frasco, procedendo-se
imediatamente a saturacdo com didxido de carbono e a vedagdo dos frascos. A relagdo
final para os tratamentos foi de 100 mg de MS de forragem/10 mL de solucéo final e 1
mL de in6culo ruminal/4 mL de solucdo tampéo (Tilley & Terry, 1963). Os frascos
foram mantidos a 39°C, sob agitacdo orbital (40 rpm). Procedeu-se a retirada dos gases
oriundos da fermentagdo a cada trés horas com o auxilio de agulhas.

Foram avaliados os tempos de O, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72 e 96 horas de
incubacdo. O procedimento de incubacao foi repetido trés vezes, perfazendo-se o total
de trés avaliacBes por tempo de incubagéo para cada tratamento.

Ao final de cada tempo de incubacdo, os frascos foram retirados da sala
climatizada e submetidos a mensuracdo do pH com potenciémetro digital, sendo o
conteldo filtrado sob vacuo em cadinhos filtrantes (porosidade grossa). A fracdo liquida

foi reservada em recipientes pléasticos, nos quais foi acrescentado 1 mL de H,SO,4 (1:1),
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sendo armazenados a -20°C para posterior andlise da concentracdo de nitrogénio
amoniacal (NA).

Os cadinhos foram entdo acondicionados em frascos de polietileno (120 mL),
aos quais adicionaram-se 50 mL de detergente neutro (Mertens, 2002). Depois de
vedados, os frascos foram autoclavados (105°C/1 hora), de forma a se extrairem todos
0s componentes sollveis em detergente neutro (método de micro extracdo; Pell &
Schofield, 1993). Apoés esse tratamento, procedeu-se novamente a filtragdo sob vacuo e
lavagem sequencial do residuo com &gua guente e acetona. A FDN residual foi obtida
apos secagem do material em estufa ndo-ventilada (105°C/16 horas).

Os residuos de FDN nos diferentes tempos, para cada tratamento, foram
submetidos, por intermédio do algoritmo de Gauss-Newton (Souza, 1998), ao
gjustamento do modelo logistico ndo-linear descrito por Van Milgen et al. (1991):

Rt —U x LCXEXP(=px1) — pxexp(-Ccx1)] | (1);
(c-p)

em que. Rt = residuo ndo-degradado de FDN no tempo “t” (%); U = fragdo

potencialmente degradavel da FDN (FDNpd) (%); | = fracéo indegradavel da FDN (%);

c = taxa fracional de degradaco da fracéo potencialmente degradavel da FDN (hh); p =

taxa fracional delaténcia (h™); et = tempo (h).

A funcdo descrita em (1) € simétrica em relagdo as taxas fracionais ¢ e p, sendo
comumente assumido que os menores valores estdo associados ac (Vieiraet a., 1997).
Contudo, para os casos em que c e p tendem a mesma estimativa, indeterminacéo
matematica sera observada. Assim, para 0s casos em gue isto foi observado, 0 modelo
foi re-parametrizado segundo aregrade L’Hospital (Van Milgen et a., 1991):

Rt =U x (1+ Axt)xexp(-Axt)+1 (2);
em que: L = taxa fracional conjunta de laténcia e degradacéo (h™); sendo os demais
termos definidos anteriormente.

Para este caso, em virtude de o parametro A representar conjuntamente as taxas
de laténcia e degradacdo, estimou-se a taxa fracional de degradacdo a partir de A
utilizando-se as propriedades da distribuicdo gama-2 (Ellis et al., 1994):
c'=0,596351 3);
em que: ¢ = taxa fracional de degradacdo da FDNpd (h™) para os casos em que o
model o re-parametrizado for utilizado (Equagéo 2).
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As estimativas de laténcia discreta foram obtidas segundo derivacdes de Vieira
et al. (1997):

L :—R(OF)Q,ES(“) +t (4
em que: L = laténcia discreta (h); R(0) = residuo de FDN néo degradado em t = 0 (%);
R(t) = residuo ndo-degradado de FDN obtido no ponto de inflexdo da curva de
degradacéo (%); R’(t) = derivada da curva gjustada de degradacdo para o ponto de
inflexdo (méxima taxa de degradacdo do substrato) (h™); t; = tempo equivalente ao
ponto de inflex&@o da curva de degradagéo (h).
Os valores de t; foram obtidos segundo as descri¢es de Van Milgen et al. (1991)
(Equacdes 1 e 2, respectivamente):
=@ -In(p) )
(c-p)

t = (6);

1
)
A taxa especifica de crescimento microbiano sobre a FDNpd foi estimada
segundo proposi¢des de Beuvink & Kogut (1993):
R'(t.
= # (7;
em que: Sgr = taxa especifica de crescimento microbiano (h™).

Sr

A partir das estimativas de Sgr, obtiveram-se as eficiéncias de crescimento
microbiano sobre a FDNpd, segundo proposi¢coes de Pirt (1965):

T @)
em que: Y = eficiéncia microbiana (g céulas - g* carboidratos degradados); m =
exigéncia de mantenca das bactérias (g carboidratos - g* células - h'); e Ym = eficiéncia
tedrica méxima dos microrganismos sobre o substrato (g células - g* carboidratos
degradados).

Adotou-se como referéncia ao parametro Ym o valor de 0,4 g células - g*
carboidratos degradados e para m o valor de 0,05 g carboidratos g* céulas - h,

conforme especificagOes de Russell et al. (1992).
Ressalta-se que as estimativas para 0 parametro Sgr foram obtidas com base nos
valores médios gerais das fragbes U (46,81+3,24) el (53,19+3,24), sob o pressuposto de

estas serem caracteristicas Unicas e exclusivas do substrato (forragem) (@rskov, 2000).
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As amostras da frag8o liquida, depois de descongeladas, foram centrifugadas a
1500 x g por 10 minutos, sendo o sobrenadante analisado quanto aos teores de NA
segundo método colorimétrico de Chaney & Marbach (1962).

Os modelos gjustados para os perfis de degradacéo em funcdo dos diferentes
tratamentos foram comparados de forma descritiva. Por sua vez, os valores de pH e
concentracdo de NA obtidos para os diferentes tempos de incubacdo foram avaliados
segundo delineamento em blocos completos casualizados, considerando-se cada partida
de incubagéo como bloco, em esquema fatorial 5 x 10 (cinco tratamentos e dez tempos
de incubagdo). Quando pertinente, as médias de pH e concentragdo de NA foram
comparadas pelo teste de Tukey-Kramer. Todos os procedimentos estatisticos, tanto
lineares, como ndo-lineares, foram conduzidos por intermédio do programa SAS
(Statistical Analisys System), adotando-se 0,05 como nivel critico de probabilidade para

oerrotipol.

Resultados e Discussao

Verificou-se que a suplementacéo protéica elevou em 56,8 a 96,0% (média de
76,5%) ataxa de degradacdo da FDNpd em comparacdo ao tratamento controle (Tabela
3). De forma similar, a suplementacéo protéica causou reducédo de 4,5 a 7,4 horas sobre
as estimativas de laténcia discreta.

Em experimento similar in vitro, Costa et al. (2008) verificaram incremento de
68,5% sobre a taxa de degradacdo da FDNpd de capim-braquiéria de baixa qualidade
com a suplementag&o exclusiva com caseina, corroborando os resultados aqui obtidos.

O incremento na taxa de degradacdo da FDNpd por intermédio da adicdo de
compostos hitrogenados reitera a natureza prioritaria da proteina na suplementacéo de
animais mantidos em pastagens durante a estagdo seca, situacdo na qual a extragdo de
energia a partir dos carboidratos fibrosos torna-se limitada por deficiéncia de compostos
nitrogenados para a sintese dos sistemas enziméticos dos microrganismos ruminais
(Satter & Slyter, 1974; Leng, 1990; Paulino et al., 2006; e Sampaio, 2007).

Por outro lado, a laténcia discreta estima, por aproximacdo, 0 tempo necessario
para que 0s eventos preparatorios as atividades de degradacéo ocorram, envolvendo
aspectos fisicos (e.g. hidratacdo) e microbiol 6gicos (e.g. fixacdo ao substrato, sintese de

enzimas, etc). Desta forma, a reducéo na laténcia corrobora o fato de 0 meio tornar-se
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mais adequado ao crescimento microbiano com a inclusdo de compostos nitrogenados
(Sampaio, 2007).

Tabela 3 - Estimativas da taxa fracional de degradacdo (c), taxa de laténcia (p), taxa
fraciona comum para laténcia e degradacdo (L), taxa fraciona de
degradacéo obtida a partir da conversdo do parametro A (c’), valor relativo
da taxa de degradacdo (VRTD) e tempo de laténcia discreta (L) para a
degradagdo ruminal da fibra em detergente neutro potencialmente
degradavel (FDNpd), e desvios-padrdo assintéticos (DPA) para os perfis de
degradacéo ajustados em funcdo dos tratamentos

Fonte Protéica Relacdo Protéica
Caseina 1 2/13 13 0
Uréia Forragem 0 U3 213 1
c 0,0232+0,0156 0,0246+0,0334
p 0,1028+0,1105 0,0610+£0,0932
Y (h‘l) 0,0227+0,0048 0,0356+0,0080 0,0445+0,0049
c (h'l)l 0,0135+0,0028 0,0212+0,0047 0,0265+0,0029
VRTD (%)2 100,0 156,8 1714 196,0 181,7
VRTD (%)3 100,0 109,3 125,0 115,9
L (h) 12,4 7.9 5,0 6,3 6,9
DPA 3,67 5,41 3,42 3,60 3,28

1/ Estimado segundo propriedades da distribuicdo gama-2: ¢ = 0,59635).7 Valor relativo da taxa de
degradacso em relacso aforragem. ¥ Valor relativo da taxa de degradacso em relacio & caseina.

Segundo Sampaio (2007) e Lazzarini (2007), os efeitos observados sobre a
degradacdo ruminal da fibra de forragem tropical de baixa qualidade com a
suplementacdo com compostos nitrogenados caracterizam a dindmica de degradacéo da
FDN no ambiente ruminal como processo de segunda ordem (ou processo cinético de
Michaelis-Menten) (Mertens, 2005), ou segja, a caréncia de sistemas enzimaticos em
niveisinferiores a 7-8% de PB (referéncia adotada neste trabalho para a suplementacéo)
implica reacbes de ordem zero (definidas pela deficiéncia de enzimas), as quais séo
convertidas em ordem um (definidas pelas caracteristicas do substrato) a medida que
compostos nitrogenados sdo adicionados a0 meio. Desta forma, a suplementacdo com
compostos nitrogenados implica ampliagdo dos sistemas enziméticos microbianos no
ambiente ruminal.

De fato, a suplementagdo com compostos nitrogenados elevou em 55,9 a 95,2%
a taxa de crescimento especifico de microrganismos e em 34,4 a 52,8% a eficiéncia de
crescimento microbiano sobre a FDNpd (Tabela 4), o que indica, indiretamente, maior

disponibilidade enzimética para a degradacdo da fibra basal.
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Um dos aspectos envolvidos na melhor adequacdo do meio de crescimento no
tocante a producdo de enzimas microbianas é a disponibilidade de NA, o qua é
utilizado preferencialmente como precursor para sintese de proteina pelos
microrganismos fibroliticos (Russell et al., 1992). Neste contexto verificou-se que a
suplementacdo protéica elevou (P<0,05) a disponibilidade de NA no meio de incubagéo
(Tabela5; Figural).

Tabela 4 - Méxima taxa de degradacdo (p — h), taxa de crescimento especifico de
microrganismos (Sgr — h™) e eficiéncia de crescimento microbiano sobre a
FDNpd daforragem (EFM — g M S microbiana’kg de carboidrato degradado
no rimen) em funcdo dos tratamentos

Fonte

Protéica Relacéo Protéicat
Caseina 1 2/3 13 0
L. Forragem
Uréa o 0 13 2/3 1
u 0,4330(100,0)  0,6790(156,8)  0,7794(180,0)  0,8488(196,0)  0,6904(159,4)

Sor 0,0084(100,0)  0,0131(155,9) 0,0150(178,6)  0,0164(195,2)  0,0133(158,3)
EFM 117,8(100,0) 158,3(134,4) 171,6(145,7) 180,0(152,80) 159,9(135,7)
1/Os valores entre parénteses indicam o valor relativo em relagdo ao tratamento controle (forragem).

Os valores médios observados encontram-se abaixo do patamar minimo de 5
mg/dL recomendado por Satter & Slyter (1974) para o adequado crescimento
microbiano sobre carboidratos. Contudo, em se tratando de experimento in vitro,
ressalta-se que ndo sdo observados eventos de reciclagem de NA como no ambiente
ruminal in vivo. Assim, menores estimativas de NA em condicdes de forragem de baixa
qualidade in vitro devem ser esperadas. Contudo, afirma-se que 0s aspectos
comparativos (precisdo experimental) sdo mantidos, garantindo a validade das
inferéncias comparativas.

Esclarece-se que, no tocante ao pH ndo foram verificados efeitos de tratamentos
ou tempo de incubacdo (P>0,05). Todos os val ores observados permaneceram dentro da
faixaideal paraaatividade fibrolitica(Mould et al., 1983).

Contrastando-se apenas os tratamentos envolvendo a suplementacdo, observou-
se que a utilizagdo exclusiva de uréia elevou em 15,9% a estimativa da taxa de
degradacéo da FDNpd em relacdo a suplementacéo exclusiva com caseina (Tabela 3).

Uma das possiveis causas deste comportamento pode residir sobre as melhores
estimativas de concentracdo de NA no meio produzidas pela uréia, em comparacdo a

caseina (Tabela 5). Segundo Zorzi et a. (2008), a uréia mostra-se mais efetiva em
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implementar niveis de NA em comparacdo a caseina, mesmo em condi¢bes de
suplementacdo similar em termos de equival entes protéicos.

Tabela 5 - Médias de minimos quadrados para a concentragdo de nitrogénio amoniacal
do meio em fungéo das relagdes protéicas e dos carboidratos suplementares

Relacdo Protéica
Caseina Uréia Nitrogénio Amoniacal (mg/dL)

Forragem 0,14d

1 0 1,63c
2/3 13 2,54b
1/3 2/3 3,21a

0 1 3,77a
CV (%) 35,3

1 Médias na coluna, seguidas por letras diferentes, sdo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0,05).

De outra forma, a suplementacdo com proteina verdadeira pode acarretar na
ocorréncia do “efeito proteina’, no qua a producdo de inibidores microbianos por
espécies ndo-fibroliticas levaria a0 comprometimento da atividade de espécies
fibroliticas, sendo este efeito incrementado com a maior disponibilidade de aminoacidos
no meio (Costa, 2006; Paez-Bernal, 2007; e Zorzi et a., 2008).

5,00
4,50 +
4,00 +
3,50 +
3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50 ~
1,00 ~
0,50 -
0,00 -

NA (mg/dL)

0 3 6 9 12 24 36 48 72 96

Tempo de Incubacéo (h)

m forragem E caseina % 2/3caseina:1/3uréia = 1/3caseina:2/3uréia & ureia

Figura 1 - Valores médios de nitrogénio amoniacal (NA) no meio (mg/dL) em fungdo
dos tratamentos.

Contudo, segundo Costa (2006), a ocorréncia do efeito proteina, embora

evidente sobre forragens de alta qualidade, ndo seria observado em condi¢cdes de
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forragem de baixa qualidade em funcdo da deficiéncia global de compostos
nitrogenados no meio. Assim, a adicdo de proteina verdadeira nestas condicdes geraria
maior beneficio pelo fornecimento de compostos nitrogenados, em comparacdo ao
estimulo para o crescimento de espécies produtoras de inibidores.

Neste contexto, os resultados agui obtidos corroboram a afirmativa de Costa
(2006), uma vez que o estimulo obtido com a substituicdo total da caseina por uréia
sobre a taxa de degradacéo da FDNpd (+15,9%), mostrou-se bastante inferior ao obtido
com a adicdo de caseina a0 meio em comparacdo ao tratamento controle (+56,8%)
(Tabela 3).

Embora a substituicdo total da caseina por uréia tenha elevado a taxa de
degradacéo da FDNpd, a avaliagéo do perfil de substituicdo permitiu evidenciar valores
maximos de taxa de degradacéo e de eficiéncia microbiana sob a relacéo 2/3 U:SA:1/3
caseina (Tabelas 3 e 4).

De forma similar, Paez-Bernal (2007) encontrou valores maximos de taxas de
degradacéo da FDNpd de forragem tropical de ata qualidade na mesma relacéo
observada neste estudo.

As bactérias que degradam carboidratos fibrosos utilizam preferencialmente a
ambnia (potenciamente produzida a partir da uréia) como fonte de compostos
nitrogenados para sintese microbiana (Russell et al., 1992). Contudo, 0S processos
fibroliticos e do crescimento das bactérias que os realizam devem ser enfatizados na
importancia das interagbes com outras espécies microbianas, as quais provém
compostos essenciais, como vitaminas do complexo B e écidos graxos de cadeia
ramificada, os quais funcionam como precursores de aminoacidos essenciais, &cidos
graxos estruturais e alguns aldeidos (Bryant, 1973).

Assim, em comparagdo direta, os tratamentos com a suplementacdo exclusiva
com uréia ou com 1/3 da proteina oriunda da caseina, mesmo conferindo concentracfes
similares de NA (Tabela 5), implicaram diferencas sobre a taxa de degradacdo da
FDNpd, com vantagens para a relagdo 2/3 U:SA: 1/3 caseina. Isto pode indicar que
haveria no meio pequena deficiéncia de proteina verdadeira degradavel, cuja adicdo a
dieta poderia levar a melhorias na producdo microbiana (Hoover & Stockes, 1991), pela
maior disponibilidade de substratos para sintese microbiana, como acidos graxos de
cadeia ramificada.

Assim, o equilibrio entre fontes nitrogenadas nos suplementos pode otimizar a

utilizacdo da FDNpd de forragens tropicais de baixa qualidade, ao permitir, além do
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fornecimento global de compostos nitrogenados, o suprimento de peptideos degradaveis
no rdmen, que permitam a ocorréncia de interagcbes positivas entre espécies
microbianas, favorecendo o suprimento de substratos essenciais ao crescimento das

bactérias fibroliticas.

Conclusdes

A suplementacdo protéica implicou melhorias nos aspectos relacionados a
din@mica de degradacéo da fibra em detergente neutro de forragem de baixa qualidade.
O balanceamento do suplemento, de forma a prover um terco da proteina bruta a
partir de proteina verdadeira (caseina) e dois tercos a partir de nitrogénio nao-protéico
(uréia) implicou otimizacdo da degradacdo e do crescimento microbiano sobre a fibra

em detergente neutro.
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Conclusdes Gerais

A partir dos resultados obtidos nesta Dissertacéo, destacam-se como principais
conclusdes e implicagdes:
1. A suplementacéo com proteina verdadeira causou reducéo da taxa de degradacdo da
fibra em detergente neutro de forragem tropical de alta qualidade, o que parecer refletir
aocorréncia de interagcbes amensai s entre espécies microbianas,
2. Nestas condicfes, a suplementagdo com uréia causou beneficios sobre a utilizagéo
dos compostos fibrosos, em funcéo da possivel auséncia de interagdes amensais e por
implementar melhor disponibilidade de nitrogénio amoniacal para o0 crescimento
mi crobiano;
3. A suplementac&o protéica implicou melhorias na dinamica de degradacéo dafibraem
detergente neutro de forragem tropical de baixa qualidade; e
4. O balanceamento do suplemento, de forma a prover um terco da proteina bruta a
partir de proteina verdadeira (caseing) e dois tercos a partir de nitrogénio ndo-protéico
(uréi@) implicou aumento da degradac&o e do crescimento microbiano sobre a fibra em
detergente neutro.
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