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RESUMO

BENDIA, LAILA CECILIA RAMOS, M. Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Fevereiro de 2014; Avaliacdo de metodologias de
coleta de urina para estimar a sintese microbiana em bovinos recebendo dietas
com ou sem adicdo de lipidios. Professor Orientador: Carlos Augusto de
Alencar Fontes.

Objetivou-se avaliar a influéncia da suplementacdo energética, com ou sem
adicao de lipidios na forma de 6leo de soja ou soja grao moida, sobre a producao e
eficiéncia de sintese microbiana, concentracdo de amoénia ruminal e nitrogénio
ureico no soro, excrecdo urindria de ureia e balanco de nitrogénio. Objetivou-se,
ainda, avaliar a efetividade do método de coleta de amostra spot de urina na
predicdo do volume e dos conteudos urinarios e dos compostos nitrogenados:
creatinina, ureia e derivados de purina, tomando-se como referéncia os valores
obtidos por coleta total de urina por periodos de 24 horas. Foram utilizados oito
novilhos fistulados no ramen, mantidos em baias individuais. Os tratamentos foram:
T1-silagem de milho; T2-silagem de milho + concentrado; T3-silagem de milho +
concentrado com adicao de lipidio na forma de 6leo de soja; T4-silagem de milho +
concentrado com adi¢céo de lipidios na forma de soja grao moida. As estimativas de
sintese de proteina microbiana foram obtidas com base na excrecdo urinaria de
derivados. As concentracbes de amobnia no ruamen foram determinadas
imediatamente antes 2, 4, 6 e 8 horas apos a alimentacédo. Verificaram-se diferencas
(P<0,05) entre os valores de volume urinario e sintese microbiana determinados por
coleta total de urina e aqueles estimados a partir de amostras spot de urina e de
equacgOes propostas por diferentes autores. Houve efeito (P<0,05) da suplementacéo
energética sobre a sintese de proteina microbiana, eficiéncia de sintese e balanco
nitrogenado, verificando-se maiores valores para os tratamentos T2, T3 e T4, em
relacdo ao T1 (silagem apenas). Nao houve efeito (P>0,05) da adi¢cdo de lipidios,
independentemente da fonte (T3 e T4, em relacdo a T2), sobre a sintese de proteina
microbiana, eficiéncia de sintese e balanco de nitrogénio. A adicdo de lipidios ao
suplemento (T3 e T4, em relacdo ao T2) trouxe reducado (P<0,05) da concentracdo

de amobnia no rumen. Houve efeito (P<0,05) da suplementacdo energética sobre a



concentragcdo de nitrogénio ureico no soro, excre¢ao urinaria de ureia e balanco de
nitrogénio, verificando-se nos tratamentos T2, T3 e T4 maiores valores (P<0,05) que
no T1. Nao houve efeito (P>0,05) da adi¢édo de lipidios (T3 e T4, em relacdo ao T2)
sobre a concentragdo de nitrogénio ureico no soro, excrecdo urinaria de ureia e
balanco de nitrogénio. Conclui-se que é necessaria a coleta total de urina, por
periodo de 24 horas, para estimar a sintese microbiana, com base na excrecéo
urinéria de derivados de purina. A suplementacao energética, com ou sem adicéo de
lipidios, pode ser utilizada com estratégia para aumentar a sintese de proteina

microbiana em bovinos recebendo dieta a base de silagem de milho.

Palavras-chave: oOleo de soja, soja grdo moida, aménia ruminal e balanco de

nitrogénio.



ABSTRACT

BENDIA, LAILA CECILIA RAMOS, M. Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; February 2014; Evaluation of methodologies of
urine collection to estimate microbial synthesis in bovines fed diets containing

or not lipids. Advisor: Carlos Augusto de Alencar Fontes.

The research aimed to evaluate the influence of energetic suplemente,
containing or not, soybean oil or ground soybean seeds on yield and efficiency of
microbial synthesis, concentration of ruminal ammonia and serum urea nitrogen,
urinary urea excretion and nitrogen balance. It was also an objective to evaluate the
effectiviness of urinary spot sample method to predict urinary volume and content of
the nitrogenous : creatinine, urea and purine derivatives taking as reference values
those obtained from total urinary collection, during a 24 hour-period. They were
utilized eight rumen-cannulated steers, which were mantained in individual stalls. The
imposed experimental treatment were: T1-corn silage only; T2- corn silage plus
concentrate; T3- corn silage plus concentrate containing soybean oil; T4-corn silage
plus concentrate containing ground soybean seeds. Estimates of microbial protein
synthesis were obtained based on urinary purine derivatives excretion. Ruminal
ammonia concentration were determined immediately before feeding and two, four,
six and eight hours after feeding. They were observed diferences (P<0.05) among
urinary volume values from total collection and values obtained from spot samples
and from literature equations. There was effect of energetic supplementation on
microbial protein output, protein synthesis efficiency and nitrogen balance, with
higher (P<0.05) observed for T2, T3 and T4 treatments, in relation to T1 (silage only).
There was not effect of lipid addition to concentarte (P>0.05) irrespectively to source
(T3 and T4 versus T2) on microbial protein output, efficiency of synthesis and
nitrogen balance. Addition of lipid to supplement (T3 and T4 versus T2) reduced
(P<0,05) rumen ammonia concentration. Supplementation (T2, T3 and T4 versus T1)
increased (P<0.05) sérum nitrogen concentration, urea excretion and nitrogen

balance. There was no effect (P>0.05) of lipid addition on (T3 and T4 versus T2)



sérum nitrogen concentration, urea excretion and nitrogen balance. It was concluded
that to have good estimate of microbial protein synthesis based on purine derivatives,
it is required total urine collection during a 24-hour period. Energetic supplementation
with or without lipid addition may be used as na strategie to increase microbial
protein synthesis in bovines receiving corn silage based diets.

Key-words: soybean oil, ground soybean seed, rumen ammonia, nitrogen balance.
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1. INTRODUCAO

O rumen é um componente importante do trato digestivo dos ruminantes,
habitado por uma densa e variada populacdo de microrganismos, cuja importancia
esta no fato de degradar material vegetal, principalmente, a parede celular, que nédo
poderia ser digerido pelos ruminantes e a habilidade de usar nitrogénio ndo proteico
(NNP). Os produtos finais da fermentacdo microbiana no rimen sdo acidos graxos
volateis (AGV), usados pelo hospedeiro com fonte de energia, metano (CH,), didéxido
de carbono (CO,) e proteina microbiana (OWENS e GOETSCH, 1993).

Embora haja sequestro e “turnover” de microrganismos no rumen, grande
proporcdo dos microrganismos deixa o rumen e € digerido no trato gastrintestinal
posterior (CLARK et al.,, 1992). Cerca de 40 a 80% dos requerimentos diario de
aminoacidos dos ruminantes sdo atendidos a partir da proteina microbiana (PBmic)
absorvida no intestino delgado (SNIFFEN e ROBINSON, 1987).

Os microrganismos do riumen sdo compostos por cerca de 47% de proteina
com base no seu peso seco (HESPELL e BRYANT, 1979), com alto valor biolégico.
A composic¢ao dos aminoacidos da PBmic € semelhante aos presentes nos produtos
de origem animal, leite e carne e, quando comparada com graos, apresenta maior
propor¢cdo de metionina e lisina, aminoacidos essenciais (VERBIC, 2002).

Em vista da importancia da PBmic para a nutricdo proteica dos ruminantes,
tem-se buscado maximizar a sintese de PBmic (STERN et al., 1994), e enfatizado o
estudo de fatores que a afetam (STERN e HOOVER, 1979).

A conservacdo da forragem na forma de silagem é prética comum, muito
utilizada durante o periodo seco do ano como suplemento alimentar. No entanto, em
animais consumindo silagem, a sintese de PBmic é baixa (THOMAS et al., 1979).

A silagem de milho apresenta alto teor de nitrogénio néo proteico (amonia,
aminoacidos e peptideos), podendo corresponder a 52% (CABRAL et al., 2000) e
55% (SNIFFEN et al., 1992) da proteina bruta. Isto implica em maior disponibilidade
de nitrogénio no ramen. Estd bem estabelecido que a sintese de PBmic é
maximizada quando a taxa de fermentag&o dos carboidratos ocorre na mesma taxa
de degradacdo da proteina (CLARCK et al., 1992). Desta forma, tem se
recomendando a utilizagdo de concentrado em dietas contendo silagem de milho

como estratégia para reduzir as perdas de nitrogénio, maximizando a sintese de
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PBmic (MALAFAIA et al. 1997) que corresponde a forma mais econémica de atender
as exigéncias proteicas dos ruminantes.

Avaliar o quanto de PBmic é produzida numa vasta gama de condicOes
alimentares torna-se essencial para identificar e corrigir os fatores que a afetam, de
modo a fazer melhor uso do nitrogénio presente nas forragens e em fontes de
proteina ndo degradada no rumen (PNDR), uma vez que, 0s requerimentos de
proteina metabolizavel dos ruminantes sdo atendidos pela absorcao intestinal de
PBmic e PNDR. As exigéncias de PNDR séo calculadas como o requerimento total
de proteina menos a quantidade PBmic alcangcando o duodeno (NRC, 1996).

A excrecdo urinaria de derivados de purina (DP), termo dado a soma de
alantoina, acido urico, xantina e hipoxantina, permite estimar o fluxo de nitrogénio
microbiano para o duodeno (CHEN e GOMES, 1992), sendo considerado um
método mesmo invasivo, por ndo requerer animais fistulados, no entanto, implica no
uso de funis e sondas para coleta total de urina em machos e fémeas,
respectivamente, 0os quais podem trazer desconforto, feridas e infec¢cdes urinarias
em periodos prolongados de coleta (VALADARES et al., 1997).

Uma vez que, os métodos tradicionais para quantificar a producado microbiana
sdo laboriosos, requerem animais fistulados e podem apresentar resultados
inconsistentes devido a dificuldades de se mensurar o fluxo da digestdo e obter uma
amostra representativa dos microrganismos do raimen (BRODERICK e MERCHEN,
1992), a técnica baseada na excrecao de DP na urina tem ganhado mais atencao.

O uso da excrecdo de creatinina como um marcador interno do volume
urinario tem permitido quantificar a excrecdo diaria de DP sem coleta total, apatir de
uma unica amostra de urina, denominada amostra spot (VALADARES et al., 1999),
0 que possibilita ndo s, a obtencdo de dados de forma simples e sem desconforto
animal, mas também a sua aplicacdo a nivel de fazenda.

A estimativa do volume urinério a partir da amostra spot de urina se baseia na
relacdo entre a excrecdo diaria de creatinina e a concentracdo de creatinina na
amostra spot. Na literatura € possivel observar trabalhos sugerindo o uso da
amostra spot de urina para estimar a excrecao urinaria de DP (VALADARES et al.,
1999; SILVA et al., 2001; BARBOSA et al., 2006; CHIZZOTTI et al., 2006). Contudo,
nos referidos trabalhos a excre¢édo diaria de creatinina foi obtida pelo produto do

volume urinario e da concentracdo de creatinina da coleta total quantificada no
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experimento. Desta forma, a indicagdo da amostra spot para estimar a excrecao de
DP, pode ndo se aplicar quando é realizado somente coleta de amostra spot de
urina, uma vez que, nesta metodologia, a excrecdo diaria de creatinina deve ser
estimada a partir de equagoes.

Portanto € necessério comparar a capacidade de predicdo do volume urinario
por meio de amostra spot de urina utilizando equagbes para estimar a excregao
diaria de creatinina, pois, uma vez que, seja necessario realizar coleta previa de
urina total para quantificar a excrecao diéria de creatinina, ndo se justifica o uso de
amostra spot de urina, visto que, o volume urinério j& tenha sido quantificado.

O uso da suplemetacéo lipidica, por meio de 6leos, sementes oleagenosas ou
gordura bypass néo € pratica recente na nutricdo dos ruminantes e tem por objetivo
principal aumentar a densidade energética da dieta. Tal pratica tem recebido
renovada atencdo, sendo utilizada ndo s6 como fonte de energia, mas também,
como estratégia nutricional para aumentar a eficiéncia animal, reduzindo a emissao
de metano e alterar o perfil dos acidos graxos presentes nos produtos oriundos dos
ruminantes, leite e carne. No entanto, a suplementacéao lipidica frequentemente leva
a um decréscimo na digestdo da matéria organica (MO), devido principalmente a
uma reducdo na digestdo da fracdo fibrosa (DOREAU e CHILLIARD, 1997) e
modificacdes no ecossistema ruminal (IKWUEGBU e SUTTON, 1982; SUTTON et
al., 1983; CZERKAWSKI et al., 1975).

A suplementacdao lipidica apresenta dois efeitos sobre a sintese de PBmic e
esses efeitos seriam antagonistas: um efeito negativo sobre o metabolismo
microbiano se opondo ao favoravel efeito da defaunacdo sobre a sintese de
biomassa microbiana, de modo que, a resposta da suplementacéo lipidica sobre
sintese de PBmic dependeria do efeito liquido destes dois fatores (Van NEVEL e
DEMEYER, 1981).

Considerando a importancia da PBmic para a nutricdo proteica dos
ruminantes, bem como, o interesse em adicionar fontes lipidicas a dieta, e a
necessidade de se obter métodos simples que permitam quantificar a sintese
microbiana de forma precisa, objetivou-se com este trabalho avaliar a efetividade do
método de predicdo do volume urindrio e da composi¢cdo urinaria a partir de
amostras spot de urina, tomando como referéncia os valores obtidos por coleta total

de urina no periodo de 24 horas, bem como, a influéncia da suplementacao
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energética e da adi¢do de lipidios ao suplemento sobre a producdo microbiana e
eficiéncia de sintese microbiana (Emic), estimada com base na excrecéao urinaria de
DP, balanco nitrogenado (BN), niveis de amoénia ruminal (N-NHz) e nitrogénio ureico
no soro (NUS) e excre¢cdo urinaria de ureia (ExUU), em bovinos confinados
suplementados ou ndo com diferentes fontes lipidicas, na forma de soja grdo moida

ou Oleo de soja.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Eficiéncia de sintese microbiana

No ramen, a MO digestivel é fermentada a AGV, dioxido de carbono (CO,) e
metano (CH,), assim gerando energia, principalmente na forma de adenosina
trifosfato (ATP). Os microrganismos utilizam ATP na ligacdo de pequenos compostos
nitrogenados (peptideos, aminoacidos e amoénia), oriundos da fermentacdo ruminal,
para sintetizar PBmic. A eficiéncia energética desse processo, isto €, eficiéncia de
sintese microbiana (Emic) € obtida dividindo a quantidade de N microbiano
sintetizado pela quantidade de energia disponivel (HOOVE e STOKES, 1991), e tem
sido a mais comum forma de avaliar a eficiéncia de crescimento microbiano (BACH
et al., 2005).

Em 1960, BAUCHOP e ELSDEN (1960) introduziram o termo Y atp (gramas de
matéria seca microbiana/mol de ATP produzido, gMSmic/ATP) ao observarem que a
producdo de diferentes microrganismos foi proporcional a quantidade de ATP
sintetizado, e que a producdo destes microrganismos por mol de ATP era
relativamente constante. No entanto, trabalho posterior permitiu observar que Yatp
pode ndo ser constante mesmo em o6tima taxa de crescimento e que diferentes tipos
de microrganismos podem variar na sua taxa de crescimento se energia é utilizada
para mantenca e ndo para o crescimento (ROBSON e SUMMER, 1967). Com o
advento do quimiostato, tornou-se aparente que a producédo celular poderia variar
com a taxa de crescimento dos microrganismos e a energia poderia ser utilizada
para fun¢des nao relacionadas ao crescimento.

Os microrganismos do rumen apresentam exigéncias de mantenca
especificas (ISAACSON et al.,, 1975), as quais sdo atendidas em preferencia ao
crescimento, sendo a energia disponivel para o crescimento representada pela
energia total menos a energia necessaria para mantenca. A energia de mantenca
tem sido definida como a energia desviada do crescimento para processos que nao
resultam em aumento na massa celular (HESPELL e BRYANT, 1979), podendo
corresponder a uma quantidade significativa da energia utilizada quando os

microrganismos apresentam baixa taxa de crescimento (ISAACSON et al., 1975).
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A sintese de PBmic depende principalmente de um adequado fornecimento
de carboidratos como fonte de energia, o qual acredita-se ser o principal fator
limitando o crescimento microbiano. O fornecimento de N e a sincronia com o qual N
e energia tornam-se disponiveis também afetam a sintese microbiana (CLARK et al.,
1992).

A disponibilidade de energia estimula a taxa de crescimento e utilizacdo de
compostos nitrogenados pelos microrganismos, e reduz a concentracdo de amoénia
no rumen (RUSSELL et al., 1983), no entanto, quando existe excesso de energia,
ocorre reducéo na taxa de crescimento e a concentragao de nitrogénio passa a ser o
fator limitante controlando a taxa de crescimento (VAN KESSELL e RUSSELL,
1996), e o fornecimento de fontes de nitrogénio adicionais aumenta a taxa de
crescimento (RUSSELL et al.,, 1983; STOKES et al.,, 1991; VAN KESSELL &
RUSSELL, 1996).

A menor taxa de crescimento observada quando ha excesso de energia tem
sido relacionada a capacidade dos microrganismos de dissiparem energia por meio
de ciclos futeis de prétons, potassio ou amdnia quanto ocorre um desbalanco entre
as reacdes de catabolismo e anabolismo, comumente referido como
desacoplamento energético (RUSSEL e COOK, 1995).

O desacoplamento energético ndo representa uma exigéncia de mantenca
per si (RUSSELL e COOK, 1995), mas reduz a eficiéncia de crescimento e tem sido
categorizado com um dos componentes da exigéncia de mantenca (HESPELL e
BRYANT, 1979).

Quando as concentracbes de amobnia no rumen estdo baixas, esta é
assimilada pelo processo envolvendo glutamina sintase, o qual requer ATP,
podendo reduzir Yarp em 14% (LENG e NOLAN, 1984). No entanto, a adicdo de
aminoacidos em dietas onde ureia € a Unica fonte de nitrogénio pode promover
maiores taxas de crescimento (MAENG e BALDWIN, 1975).

O ramen, embora bem tamponado, pode ter variacdes nos valores de pH sob
diferentes condicbes dietéticas, sendo a sintese microbiana relacionada
negativamente com o pH (BACH et al.,, 2005). Valores de pH ruminal baixo é o
resultado maiores quantidades de matéria organica (MO) fermentada no rimen
(HOOVER e STOKES, 1991), o que acarreta em maior disponibilidade de substratos

para a sintese microbiana. No entanto, em pH 6,0, a Emic pode ser reduzida devido
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ao desvio da energia do crescimento para a manutencdo do pH intracelular
(STROBEL e RUSSELL, 1986).

A reciclagem de nitrogénio que ocorre no rumen pode reduzir a eficiéncia de
sintese. A reciclagem de N per si ndo representa uma perda excessiva de N,
contudo a energia € utilizada ineficientemente para resintese de proteinas, acidos
nucleicos e outros componentes, o que aumenta o custo de mantenca (LENG e
NOLAN, 1984).

Apesar de altas taxas de diluicdo reduzirem a digestibilidade da MO, a
eficiéncia de sintese é maior (ISAACSON et al., 1975; MENG et al., 1999), o que
tem sido atribuido a menores exigéncias de mantenca relacionadas a elevadas taxas
de crescimento (ISAACSON et al., 1975), selecdo de espécies com maior taxa de
crescimento, maior propor¢cdo de microrganismos em fase exponencial de
crescimento e reducdo da reciclagem de N no riamen, devido menor tempo de
permanéncia e engolfamento de bactérias, em virtude do maior fluxo de bactérias e

protozoarios para o intestino (MENG et al., 1999).

2.2. Efeito da suplementacéo energética sobre a sintese microbiana

A quantidade de PBmic que alcangca o intestino delgado depende da
disponibilidade de nutrientes e da eficiéncia de utilizacdo desses nutrientes pelos
microrganismos do rimen (STERN et al., 2006). Proteina bruta e carboidratos séao
0s principais nutrientes requeridos para o crescimento microbiano. A protedlise
determina a disponibilidade de aménia (NHs), aminoacidos, peptideos e acidos
graxos de cadeia ramificada, enquanto a fermentacdo dos carboidratos fornece
esqueletos de carbono e energia na forma de ATP (STERN et al., 1994).

Os carboidratos sdo a principal fonte de energia para 0s microrganismos
(NOCEK e RUSSELL, 1988), portanto, a disponibilidade de energia depende da
composicdo da dieta e da extensdo da fermentagédo ruminal dos carboidratos, que
em primeiro momento, depende da quantidade de carboidratos rapidamente
fermentados no riamen como, acucares, amido e pectina, e, posteriormente, da
guantidade e composicdo dos componentes da parede celular (HOOVER e
STOKES, 1991).
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A sincronia na disponibilidade de energia e compostos nitrogenados (N) no
rimen tem sido reconhecida como o fator que mais afeta a sintese de proteina
microbiana (CLARK et al., 1992). A taxa na qual a energia é disponibilizada € o fator
mais limitante a sintese de proteina microbiana, uma vez que os carboidratos
fiborosos apresentam lenta taxa de digestdo, e as proteinas sado rapida e
extensivamente degradadas no ramen.

Em estudo realizado para avaliar o efeito de diferentes fontes de carboidratos
(pectina, sacarose, amido e fibra detergente neutro (FDN)) sobre a sintese de PBmic
em sistemas de fermentacé&o in vitro, Hall e Herejk (2001), observaram que o amido
proporcionou maior sintese, seguido da pectina, sacarose e por ultimo da FDN.
Também foi observado neste experimento que os picos de producdo de PBmic
foram atingidos 15h6min; 13h5min; 12h6émin e 19h3min horas apo6s o inicio da
fermentacao, respectivamente, para amido, pectina, sacarose e FDN. Comparando
dois niveis de inclusdo de amido (21 e 32%), em dieta a base de silagem de alfafa,
Oba e Allen (2003), verificaram maior sintese de PBmic para o nivel de 32% de
amido na forma de grao de milho tmido ou moido.

A alteracOes na relacdo volumoso:concentrado da dieta podem modificar as
guantidades de energia e proteina disponiveis no riumen, consequentemente, a
sintese microbiana (CLARK et al., 1992), entretanto, a magnitude do efeito depende
do tipo de volumoso. O beneficio de aumentar o nivel de concentrado da dieta pode
ser menos evidente quando o volumoso é de boa qualidade, tendo elevados teor
proteico e digestibilidade (CANTALAPIEDRA-HIJAR et al., 2009).

A adicdo de graos e suplementos proteicos a dietas baseadas em silagem
pode favorecer a sintese de PBmic, promovendo melhor sincronia entre energia e
nitrogénio e, em parte substituindo, a energia que foi convertida em AGV durante a
fermentagao no silo (ROOKE et al., 1985).

Ao avaliar o efeito de niveis crescente de concentrado (25,0; 37,5; 50,0 62,5 e
75,0%) na dieta, sobre a Emic, foram observados efeito quadratico (TIBO et al.,
2000; LADEIRA et al., 1999) e auséncia de efeito (DIAS et al., 2000) dos diferentes
niveis de concentrado sobre a Emic.

Segundo Sniffen e Robinson (1987), o crescimento microbiano seria maximo
em dietas com 70% de volumoso, devido as melhores condi¢cdes de pH e taxa de

passagem.
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2.3. Lipidios na dieta dos ruminantes

2.3.1. Metabolismo dos lipidios no ramen

As dietas tipicamente fornecidas aos ruminantes contém baixas
concentragdes de lipidios, em torno de 3,5% (PALMQUIST e JENKINS, 1980), os
guais se encontram principalmente na forma de acido graxo (DOREAU e FERLAY,
1994). Os acidos graxos (AG) sao constituidos por uma cadeia de hidrocarboneto,
cujo comprimento varia de quatro a 36 atomos de carbono, com um grupo metil
(CH3) em uma extremidade e um grupo carboxila (COOH) na outra, podendo ainda
ser classificado em saturado, quando apresentam apenas ligacdes simples entre
carbonos, ou insaturado, contendo uma ou mais duplas ligacbes na cadeia
carbonica (LEHNINGER et al. 1995).

Os AG presentes nas dietas dos ruminantes se encontram principalmente na
forma de acido graxo insaturado (AGI), sendo o linoleico (18:2n-6), predominante
nas sementes oleaginosas, enquanto que o acido linolénico (18:3n-3), geralmente é
maior nas forragens (PALMQUIST & JENKINS, 1980). No entanto, durante seu
metabolismo no rumen, os lipidios dietéticos sdo extensivamente modificados pela
atividade dos microrganismos em dois principais processos, lipdlise das ligacfes
ésteres e biohidrogenacao dos AGI, resultando em marcada diferenca entre o perfil
dos AG dietéticos e os acidos graxos disponiveis para absorcdo e utilizacdo dos
tecidos.

Os lipidios dietético que chegam ao rumen sdo rapidamente hidrolisados por
lipases extracelulares produzidas predominantemente por bactérias, com pouca
evidéncia de um significativo papel dos protozoarios, fungos, ou lipases presentes
na saliva e vegetais (LOCK et al, 2006). As lipases microbianas hidrolisam as
ligacBes ésteres, como consequéncia, glicerol e &cidos graxos sao liberados no
rimen, sendo o glicerol rapidamente fermentado levando a formacdo de acido
propidnico (GARTON et al, 1961). Apesar da rapida atividade lipolitica, com pouca
formacdo de intermediarios, como, mono- e diglicerideos, a extensdo da hidrdlise
pode ser afetada pela inclusdo de antimicrobianos, onde os ionéforos apresentam
maior efeito inibitério (VAN NEVEL e DEMEYER, 1995), e pH abaixo de 6, podendo
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a atividade lipolitica ser reduzida em 50% em pH 5,5 (VAN NEVEL e DEMEYER,
1996).

A biohidrogenacéo é a segunda maior transformacao que os lipidios dietéticos
sofrem no ramen. Este processo, no entanto, utiliza como substrato AGI que
apresentam o grupo carboxila livre, portanto, dependente da hidrolise (KEPLER et
al., 1970), sendo realizado em maior taxa e extensdo para lipidios aderidos a
particulas de alimento (HARFOOT, et al., 1973), podendo ainda, ser afetada pela
guantidade de substrato. Aumento nos AGI eleva a extensao da biohidrogenacédo de
acidos graxos polinsaturados (18:2 e 18:3) e decresce as dos &cido
monoinsaturaods (18:1 e trans 18:1), resultando em aumento no fluxo intestinal
destes acidos (HARVANTINE e ALLEN, 2006).

O passo inicial da biohidrogenacdo dos acidos linolénico e linoleico envolve
uma isomerizacado responsavel pela formacdo de duplas ligagbes conjugadas,
resultando na formacdo do acido cis-9, trans-11-octadecadienoico, o qual, entédo
sofre hidrogenacdo de sua dupla ligacdo cis transformando em &cido trans-11-
octadecanoico, acido vacénico. O ultimo passo € a hidrogenacao deste acido a acido
octadecanoico, acido estearico (HARFOOT e HAZLEWOOD, 1997), como
consequéncia, os produtos oriundos dos ruminantes, carne e leite, apresentam
maiores proporcdes de acidos graxos saturados.

Os microrganismos envolvidos na biohidrogenacdo séo divididos em dois
grupos, A e B, dependendo do substrato utilizado e do produto gerado, sendo os do
grupo A relacionados ao primeiro passo da biohidrogenacé&o, portanto, utilizam como
substrato os acidos linoleico e linolénico e produzem acido trans-11-octadecanoico.
O ultimo passo da biohidrogenacéo é realizado pelo grupo B, o qual converte o acido
trans-11-octadecanoico a acido estearico, de modo que, para uma eficiente e
completa biohidrogenagéo os dois grupos séo requeridos (KEMP e LANDER, 1984).

Os microrganismos também podem incorporar os AG presentes no rumen,
podendo reduzir a sintese de novo (DEMEYER et al., 1978), sendo esta atividade
maior quando se adiciona lipidios a dieta, levando em alguns casos, a formacéo de
goticulas de lipidios citoplasmaticas (BAUCHART et al., 1990), e a reducdo na
biohidrgenacdo (DEMEYER et al., 1978; BAUCHART et al., 1990).
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2.3.2. Efeitos da suplementacéo lipidica sobre a fermentagcdo ruminal

A necessidade de elevar a densidade energética da dieta para atender a
maior demanda de animais de alta produgédo, bem com, o interesse em aumentar a
eficiéncia animal, inibindo a producdo de metano enquanto aumenta a producao de
acido propriénico (CZERKAWSKI et al., 1966), e alterar o perfil dos acidos graxos
presentes nos produtos oriundos dos ruminantes, aumentando a concentracdo do
acido linoleico conjugado (CLA) e reduzir os AGS (CHILLIARD et al., 2001; LUNA et
al., 2008), sdo os motivos pelos quais, fontes ricas em lipidios, sdo adicionadas na
dieta dos ruminantes.

No entanto, as alteracdes benéficas nos produtos da fermentacdo, em muitos
casos, tem sido acompanhadas por uma reducdo na digestdo da matéria organica
(MO) e fibra detergente neutro (FDN) no ramen (SUTTUN et al., 1983; IKWUEGBU e
SUTTON, 1982), contudo, modificacdes nos acidos graxos volateis (AGV) podem ser
observadas, sem efeito negativo sobre a degradacdo da MO no rimen (DOREAU et
al.,, 1991; OHAJURAKA et al.,1991), ou de forma contraria, uma reducdo da
digestibilidade da matéria seca (MS) pode ser observada sem alteracdes nas
propor¢cdes molares dos AGV (MURPHY et al.,1986) quando lipidios sé&o
adicionados a dieta dos ruminantes

A reducéo na digestibilidade ruminal, pode ser compensada por uma maior
digestibilidade intestinal (IKWUEGBU e SUTTON, 1982; SUTTON et al., 1983;
BOGGS et al., 1987; JENKINS e FOTOUHI, 1990; VAN NEVEL et al., 1992), como
consequéncia, a suplementacdo lipidica, em muitos casos, ndo reduz a
digestibilidade no trato total (BOGGS et al., 1987; JENKINS e FOTOUHI, 1990; VAN
NEVEL et al., 1993), embora, decréscimo possa ser observado (IKWUEGBU e
SUTTON, 1982).

As diferencas observadas na literatura sobre os efeitos da suplementacao
lipidica tém sido atribuidas: (1) a quantidade de lipidio: pouco efeito negativo é
observado em baixas concentracdes de lipidios; (2) natureza do lipidio: disturbios
sdo maiores para Oleos fornecidos na forma livre (SUTTON et al., 1983), e
polinsaturados (PALMQUIST e JENKINS, 1980, JENKINS, 1993); (3) diferentes
dietas basais: os efeitos dos lipidios sdo menores para dietas ricas em forragem
guando comparadas com dietas ricas em concentrado (UEDA et al., 1993) e maiores

pare silagem de milho do que, para feno (BEN SALEM et al. 1993).
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Os distarbios observados quando se adiciona lipidios a dieta, tém sido
atribuidos, principalmente, a mudancas no ecossistema ruminal. A suplementacao
lipidica tem efeito defaunatorio, podendo reduzir drasticamente o namero de
protozoarios no rumen (IKWUEGBU & SUTTON, 1982; SUTTON et al.,, 1983),
acompanhada por uma aumento no numero de bactérias (CZERKAWSKI et al.,
1975).

Os acidos graxos, principalmente, os insaturados e com configuracdo cis
apresentam efeitos toxicos aos microrganismos do rumen (NAGARAJA et al, 1997),
sendo as bactérias gram-positivas e protozodrios mais sensiveis, inibindo seu
crescimento e metabolismo ao desestruturar sua membrana celular, interrompendo
sua funcédo (JENKINS, 1993). A menor sensibilidade das bactérias gram-negativas é
atribuida a presenca de uma segunda membrana, uma membrana externa, revestida
de lipopolissacarideos que age filtrando acidos graxos de cadeia média e longa e
evita o acumulo de acidos graxos no interior da membrana celular em concentracfes
inibitérias (SHEU e FREESE, 1973).

A capacidade de adsorcdo dos lipidios sobre as particulas de alimento,
impedindo a acdo digestiva das enzimas microbianas, o que reduziria, ndo so, a
digestdo ruminal, como também, a disponibilidade de nitrogénio e energia para o
crescimento microbiano, também tem sido utilizada para explicar os efeitos da
suplementacao lipidica, sendo esses efeitos, antimicrobiano e de recobrimento
fisico, as principais acbGes dos lipidios responsaveis por modificacbes na
fermentagao ruminal (JENKINS, 1993).

2.3.3. Efeito da suplementacao lipidica sobre o metabolismo do nitrogénio

O metabolismo do N no ramen pode ser dividido em degradagdo proteica e
sintese microbiana (BACH et al., 2005). A adicdo de lipidio a dieta dos ruminantes
pode decrescer (CZERKAWSKI et al., 1975; JENKINS 1987; JENKINS & FOTOUHI,
1990), ndo afetar (BROUDISCOU et al., 1994), bem como, aumentar (SUTTON et
al., 1983; MURPHY et al., 1987) a degradacdo ruminal da proteina.

Apesar do efeito negativo sobre o metabolismo microbiano e o fornecimento
de pouca energia para o crescimento microbiano (AFRC, 1993), a suplementacédo

lipidica tipicamente eleva a eficiéncia de sintese microbiana (SUTTON et al., 1983;
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IKWUEGBU & SUTTON, 1982; BOGGS et al., 1987; JENKINS & FOTOUHI, 1990,
BROUDISCOU et al., 1994). No entanto, na auséncia de reducdo da degradacéao
ruminal e do numero de protozoarios, a suplementacédo lipidica demostra pouca
influencia sobre a Emic (OHAJURUKA et al., 1991; KRYSL et al., 1991; DOREAU et
al., 1991).

Em uma revisdo, Doreau e Ferlay (1995) concluiram que a maior eficiéncia
ocorreria principalmente quando a degradabilidade da matéria organica no rimen
era reduzida pela suplementacédo lipidica. De fato, os resultados de maior Emic,
acima citados, foram acompanhados por reducao na digestdo no rimen. No entanto,
a maior Emic foi atribuida principalmente, a reducdo no nimero de protozoarios
(SUTTON et al., 1983; IKWUEGBU e SUTTON, 1982) ou ainda, a maior taxa de
diluicdo (BOGGS et al., 1987).

Demeyer e Van Nevel (1979) demonstram, in vitro, que 0s protozoarios
diminuem a sintese liquida de célula microbiana, no entanto, ndo alteram a taxa de
crescimento total. Essa ineficiéncia € causada pela reciclagem do N entre bactérias
e protozoarios (LENG e NOLAN, 1984), em decorréncia do engolfamento de
bactérias por protozoarios e a preferencial retencdo de protozoarios no ramen.
Oldick et al. (2000) observaram que a reciclagem de N no riamen decresceu
linearmente com o aumento no grau de insaturacdo da fonte de lipidios fornecida a
novilhas e vacas nao lactantes.

Apesar de a suplementacao lipidica freguentemente aumentar a Emic, esse
aumento nem sempre é acompanhado por maior fluxo de N microrbiano (JENKINS e
FOTOUHI, 1990; VAN NEVEL et al., 1993), podendo reduzir (BOGGS et al., 1987) o
fluxo de N microbianao para o duodeno. No entanto, aumento no fluxo também pode
ser observado (SUTTON et al., 1983; BROUDISCOU et al., 1994).

Na tentativa de identificar o nivel de suplementacéo lipidica que aumentaria a
Emic sem reduzir a degradacdo ruminal da MO, Ikwuegbu e Sutton (1982),
forneceram quantidades crescentes de Oleo de linhaca (0, 13, 26, 40 mL de 6leo/dia)
a ovinos. A apesar de a suplementacdo decrescer linearmente a digestibilidade
ruminal, e ndo afetar o fluxo de N microbiano para o duodeno, os autores
observaram um efeito quadratico da suplementagdo sobre a Emic, com maiores
valores observados com 26 mL/dia (32 vs 59 gN/kg MODR, dieta controle e

suplementa, respectivamente), coincidindo com drastica reducdo na populacdo de
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protozodrios (372 vs 9 x 10™/mL dieta controle e suplementa, respectivamente). Em
maiores niveis de suplementacdo (40mL/dia), houve reducdo na Emic, o que, foi
atribuido pelos autores a inexisténcia de reducdo adicional do numero de
protozodrios (9 vs 1 x10™/mL, 26 e 40mL/dia, respectivamente).

Em estudos utilizando animais faunados e defaunados, constatou-se que, a
defaunacdo aumentou o fluxo de N microbiano e a Emic, em relacdo a animais
faunados recebendo dieta controle, sem adicdo de lipidios, no entanto, a
suplementacdo lipidica teve pouco ou nenhum efeito sobre estes parametros,
guando fornecida a animais defaunados (BROUDISCOU et al., 1994; VAN NEVEL et
al., 1993).

Van Nevel & Demeyer (1981) sugeriram que a suplementacédo lipidica teria
dois efeitos sobre a sintese microbiana, e esses efeitos seriam antagonistas: um
efeito negativo sobre o metabolismo microbiano se opondo ao favoravel efeito da
defaunacdo sobre a sintese de biomassa microbiana e que a resposta da
suplementacao lipidica sobre sintese de Pmic dependeria do efeito liquido destes
dois fatores.

A reducdo da concentracdo de nitrogénio amoniacal (NHj3) tem sido
considerada o efeito mais consistente da suplementacao lipidica, atribuido a redugéo
dos protozoarios. Além de sua atividade proteolitica, grande parte dos protozoarios
do ramen utilizam a bactéria, por eles engolfadas, como fonte de compostos
nitrogenados, no entanto, de forma ineficiente, liberando grande quantidade de
aminoacidos e NH3 no ramen (LENG e NOLAN, 1984).

Por outro lado, a infusdo de 300 mL de 6leo de soja no rimen, ndo reduziu a
concentracdo de NHz no ramen (KRYSL et al., 1991), ou o fornecimento de sabao de
calcio ou a mistura de fontes vegetal e animal de lipidios (OHAJURUKA et al., 1991).

No entanto, nestes trabalhos n&o foram avaliadas as concentracdes de protozoarios.

2.4. Métodos para estimar a sintese microbiana

A proteina microbiana representa a principal fonte de aminoacidos para 0s
ruminante, com alto valor bioldgico (CLARK et al., 1992) e digestibilidade (NRC,

1996), e sua estimativa tem sido utilizada para determinar as exigéncias proteicas
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dos ruminantes em sistemas de avaliacdo de proteina adotados em diversos paises,
de modo que, sua determinacédo torna-se importante.

As principais técnicas utilizadas para quantificar a proteina microbiana
presente na digesta deixando o rumen s&o baseadas na determinacdo de
marcadores quimicos, os quais podem ser classificados como internos e externos
(STERN & HOOVER, 1979). Os marcadores internos utilizados sdo compostos
guimicos caracteristico dos microrganismos (acido 2,6-diaminopinélico DAPA). Os
marcadores externos sdo adicionados no rimen para marcar 0S microrganismos
(**N, **S e *?P) (BRODERICK e MERCHEN, 1992). No entanto, este método requer
animais fistulados e é laborioso, o que dificulta o seu uso rotineiro.

O método baseado na excrecdo DP na urina foi proposto apds observacoes
de que fornecimento de fontes de proteina elevava a excrecdo de alantoina em
carneiros (BLAXTER e MARTIN, 1962) e bovinos (ELLIOT e TOPPS, 1963), e que a
excrecdo de alantoina na urina foi correlacionada com a concentracdo de acidos
nucleicos no ramen (TOPPS e ELLIOT, 1965).

Chen & Gomes (1992) propuseram dois modelos, um para ovinos e outro
para bovinos, para calcular o fluxo de N microbiano a partir da excre¢éo de DP urina.
Este método assume que todo acido nucléico de origem dietética é degradado no
ramen, e que o fluxo duodenal de acido nucléico é essencialmente de origem
microbiana e que, apos digestdo intestinal, as bases purinas (adenina e guanina)
sdo catabolizadas e excretadas na urina como seus derivados proporcionalmente a
guantidade absorvidas. Apos correcdo da contribuicdo enddgena para a excrecao de
DP e recuperacéao de purinas absorvidas como DP na urina (VERBIC et al., 1990), o
fluxo de N microbiano para o duodeno seria estimado a partir da quantidade de
purina absorvida, obtida por meio da excrecao urinaria de DP e do conhecimento
prévio da relacdo N-purina:N-total na massa microbiana (CHEN e GOMES, 1992).

Em bovinos as concentragdes urinarias de hipoxantina e xantina sao irrisérias,
devido a alta atividade da enzina xatina oxidase presente em varios tecidos,
incluindo o plasma, o que converte hipoxantina e xantina em acido urico (CHEN et
al., 1990), de modo que, a estimativa da excrecdo urinaria de DP, para bovinos,
pode ser baseada na determinacdo das excre¢cdes de alantoina e &acido Urico.
(RENNO et al., 2000).
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Trabalhos comparando o método baseado na excrecdo de DP com os
métodos tradicionais ndo mostraram diferenca no fluxo de N microbiano (PEREZ, et
al., 1997; RENNO et al., 2000; GONZA'LEZ-RONQUILLO et al., 2004), o que
permitiu aos autores concluirem que o método baseado na excrecdo de DP fornece
valores confidveis do fluxo de N microbiano e constitui um método ndo invasivo para
predizer a producdo microbiana. No entanto, o método baseado na excrecéo de DP,
implica na coleta total de urina para quantificar a excrecédo diaria de DP, sendo
recomendadas coletas por varios dias consecutivos para reduzir a variacdo na
producado de urina (CHEN & GOMES, 1992). Entretanto, amostras representativas
de urina podem ser obtidas em coletas de 24 horas (VALADERES et al., 1997,
BARBOSA et al., 2006; LEAL et al., 2007).

Na tentativa de simplificar a obtencéo de dados e permitir seu uso a campo, a
creatinina excretada na urina tem sido utilizada como um indicador interno para
estimar o volume urinario total. A creatinina € um metabdlito formado no tecido
muscular pela remocdo ndo enzimatica e irreversivel de agua, o qual origina do
metabolismo dos aminoacidos (HAPPER et al., 1982), apresenta excrecao
relativamente constante (FUJIHARA et al.,, 1987) e em funcdo do peso vivo
(VAGNONI et al., 1997). Desta forma, o volume urinario pode ser obtido por meio da
concentracéo de creatinina na amostra spot, desde que, seja conhecida a excrecao
diaria de creatinina por unidade de peso do animal, permitindo quantificar a excrecéo
diaria de DP sem coleta total de urina (VALADARES et al., 1999).

A amostra spot de urina tem se mostrado capaz de estimar satisfatoriamente
o volume urindrio, ndo apresentando diferenca ao volume urinario obtido pela coleta
total, 24 horas (OLIVEIRA et al., 2001; SILVA et al., 2001; CHIZZOTTI et al., 2007).
No entanto, diferencas significativas foram observadas entre o volume urinario
estimado e o obtido (CHIZZOTTI et al., 2006; RENNO et al., 2008). Contudo, apesar
da diferenca 14,61 (CHIZZOTTI et al., 2006) e 5,96 L (RENNO et al., 2008) entre o
volume estimado e o observado, os autores ndo observaram diferencas na excrecao
de DP e, consequentemente, na sintese de N microbiano entre as diferentes
metodologias.

O método baseado na amostra spot parte dos seguintes pressupostos: existe
pouca variagao durante o dia nas concentragdes de DP na urina; a concentracao de

DP na amostra spot reflete a excrecdo média diaria de DP na urina e, por
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desconhecer o volume urinario, assume que a taxa de excre¢do de creatinina €
relativamente constante (CHEN et al., 1995).

Em estudos onde coletas de urina foram tomadas por dias consecutivos e em
pequenos intervalos de tempo, flutuacbes na excrecdo de alantoina na urina de
novilhos alimentados uma ou duas vezes ao dia foram observados (CHEN et al.,
1992). Shingfield e Offer (1998) observaram diferencas na excrecdo de creatinina
entre vacas, dias e horarios de coleta, o qual, segundo os autores inviabiliza 0 uso
da excrecdo de creatinina para estimar o volume urinario, sendo necessaria coleta
total para avaliar com mais acuracia a excrecdo de DP na urina.

Segundo Kozloski et al. (2005), a estimativa da producado urinaria, com base
na concentracao de creatinina em amostras spot de urina, poderia ser confiavel se,
amostras pontuais fossem coletadas em diferentes horarios para constituir uma
amostra composta representativa de um ciclo de 24 horas, devido as varia¢cdes na
concentracdo de creatinina ao longo do dia. Excrecdes médias de creatinina durante
0 periodo de 17:00 as 05:00 tendem a ser 5% maiores do no periodo de 05:00 as
17:00 horas (VALADARES et al., 1999).

A estimativa de volume urinario com base em amostras spot utiliza dados de
outros experimentos para calcular a excrecdo diaria de creatinina, no entanto,
predicbes podem ser confundidas quando a dieta influéncia na excrecdo de
creatinina, podendo estar sujeito a erros de > 10% entre dietas (FAICHNEY et al.,
1995). Aumento de 5% na excrecdo de creatinina foi observado para vacas
recebendo dietas com 50% concentrado a base de milho grdo amido, em relagédo as
dietas com 20 e 35% de concentrado (VALADARES et al., 1999).

No entanto, Barbosa et al. (2006), ndo observaram diferencas na excrecdo de
creatinina expressa mg/kg PV, mg/kg PV®"® e mmol/kg PV®’®, obtidas em funcao
dos niveis de concentrado, diferentes categorias de bovinos da raca Nelore e dos
dias de coleta. De forma semelhante, itavo et al. (2004), ndo observaram efeito de
diferentes niveis de concentrado contendo 32% de N na forma de NNP sobre a
excrecdo de creatinina em novilhos. A excrecédo de creatinina néo foi afetada pela
porcentagem de proteina bruta da dieta e foi proporcional ao peso corporal em

estudo com bovinos de diferentes grupos genéticos (RENNO, et al., 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no setor de Bovinocultura de Corte, da Unidade
de Apoio a Pesquisa em Zootecnia (UAPZ), do Laborat6rio de Zootecnia e Nutricdo
Animal (LZNA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense — Darcy Ribeiro
(UENF), em Campos dos Goytacazes, RJ, no periodo de Junho a Outubro de 2012.

Foram utilizados oito novilhos mesticos fistulados no rimen, com peso Vvivo
meédio inicial de 300 kg, mantidos em baias individuais, parcialmente cobertas, com
piso de concreto, dotadas de bebedouros e cocho. Os animais foram vermifugados e
passaram por um periodo pré-experimental para adaptacdo as instalacbes e
condicbes experimentais. Neste periodo todos os animais receberam a mesma
alimentacdo, constituida de silagem de milho e racao concentrada, contendo milho e
farelo de soja.

Apés o periodo de adaptacdo, os animais foram alocados, aleatoriamente, em
dois quadrados latinos 4x4 balanceados, compreendendo quatro animais, quatro
tratamentos e quatro periodos, os quais foram conduzidos simultaneamente.

Os tratamentos compreenderam:

T1 - Silagem de Milho;

T2 - Racgdo constituida de 70% de silagem de milho e 30% de concentrado, na
matéria seca (MS);

T3 - Racdo constituida, na MS, de 70% de silagem de milho e 30% de concentrado,
contendo 5% de lipideos, com adicao de lipideos na forma de 6leo de soja;

T4 - Racao constituida, na MS, de 70% de silagem de milho e 30% de concentrado,
contendo 5% de lipideos, com adicao de lipideos na forma de soja grao moida.

O arragcoamento foi realizado duas vezes ao dia, em por¢des iguais, as 08:00
e 16:00 horas, na forma de mistura completa, procurando-se manter as sobras em
torno de 5% para garantir o consumo alimentar ad libitum. O concentrado foi
manualmente misturado a silagem no momento do arragoamento. O consumo foi
obtido pela diferenca entre o fornecido e as sobras, sendo as sobras pesadas
diariamente e 10% do seu peso amostrado para posterior anélise. Na Tabela 1 e 2
pode-se visualizar a propor¢cdo dos ingredientes e a composicdo das dietas

experimentais, respectivamente.
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Tabela 1 — Propor¢des dos ingredientes nas ragoes experimentais.

Tratamentos
Composicao T1 T2 T3 T4
%MS

Silagem de milho 100,00 70,00 70,00 70,00
Soja gréo - - - 16,43
Milho - 16,88 13,12 13,02
Oleo de Soja - - 3,10 -
Calcario - 0,59 0,57 0,55
Farelo de Soja - 12,53 13,21 -

Tabela 2 — Teores de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta
(PB), extrato etéreo (EE) e fibra detergente neutro (FDN) das dietas
experimentais.

ltem Tratamentos

T1 T2 T3 T4
MS 31,63 46,85 48,84 47,37

%MS

MO 84,50 85,52 85,66 85,88
PB 6,95 12,57 12,04 12,21
EE 1,60 1,77 50 5,0
FDN 54,22 40,46 41,39 39,92

Os periodos experimentais tiveram duracdo dezoito dias, sendo os catorze
primeiros dias a adaptacdo dos animais, sendo as coletas de dados realizadas nos
guatro ultimos dias.

No inicio de cada periodo de coleta, foram realizadas as pesagens dos

animais e coletas de sangue. As amostras de sangue foram obtidas quatro horas
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apos o arragcoamento matinal, via puncdo na veia jugular, utilizando-se tubos de
ensaio. As amostras de sangue foram imediatamente centrifugadas a 5.000 rpm por
15 minutos, obtendo-se o soro sanguineo, o qual foi armazenado a -15°C, para
posterior analise de ureia.

No 16° e 17° dia de cada periodo experimental foram realizadas as coletas
totais de urina e fezes, por 24 horas. As coletas de urina executadas no periodo 24
horas foram obtidas utilizando-se funis coletores adaptados aos animais.
Mangueiras de borracha, acopladas aos funis, conduziram a urina até recipientes
plasticos contendo 200 mL de solucéo de acido sulfdrico (H.SO4) a 20%. Ao término
de cada periodo de 24 horas, a urina produzida era devidamente mensurada,
homogeneizada e filtrada em papel de filtro e, em seguida, eram obtidas duas
amostras de urina: uma com volume de 10 mL, diluida com 40 mL de &cido sulfurico
(H2SO,4) a 0,036 N e a outra, com aproximadamente 50 mL, sem diluicdo, sendo
ambas identificadas e armazenadas em frascos plasticos a — 15 °C para posteriores
andlises de creatinina, ureia, alantoina e acido urico.

Simultaneamente as coletas de urina, foram realizadas as coletas de fezes.
As amostras obtidas por defeccdo espontanea eram coletadas e armazenadas em
sacos plasticos. Ao final de cada periodo de 24 horas, as amostras eram pesadas,
homogeneizadas, retirando-se amostras correspondentes a 2% do peso total, que
eram pré-secas em estufa de ventilacdo forgcada a 65 °C e armazenadas, para
posterior analise de N nas fezes.

Amostras spot de urina foram obtidas nos dias de coleta total de urina, quatro
horas ap6s o arragcoamento matinal. Para tal, a urina proveniente dos funis coletores
era direcionada, manualmente, a recipientes de plastico e foram processadas da
mesma forma que as amostras referentes as coletas totais de 24 horas.

No 18° dia, foram realizadas as coletas de liquido ruminal, para determinacao
das concentracdes de nitrogénio amoniacal ruminal (N-NH3), antes e duas, quatro,
seis e oito horas ap6s arragoamento matinal. As amostras de liquido ruminal, apds a
coleta, foram filtradas em camada tripla de gazes e acondicionadas em frascos
plasticos contendo 1 mL de solucdo de &cido sulfurico (1:1) e armazenadas -20°C
para posterior determinacdo do N-NH3, mediante destilacdo com hidroxido de
potassio (KOH) 2N, conforme técnica de FENNER (1965), adaptada e descrita por
VIEIRA (1980).
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As estimativas do fluxo de nitrogénio microbiano foram obtidas por meio da
absorcéo intestinal de purinas (X, mmol/dia), estimada com base na excrecédo dos
derivados de purina (Y, mmol/dia) e no peso metabdlico (PV°"®), de acordo com a
equacao (VERBIC et al., 1990):

< = Y — 0,385PV"0,75
B 0,85

em que 0,85 é a recuperacdo de purinas absorvidas como derivados de purina
urinarios; e 0,385 PV%’ corresponde & contribuicdo enddgena para a excrecdo de
urina.

O fluxo intestinal de compostos nitrogenados (N) de origem microbiana (Y,
mmol/dia) foi estimado em funcdo das purinas microbianas absorvidas (X, mmol/dia),
utilizando-se a equacéao (CHEN & GOMES, 1992):

v 70X
© 0,83= 0,116 = 1000

em que 70 representa o conteido de N nas purinas (mg N.mmol™Y); 0,83
corresponde a digestibilidade das purinas microbianas; e 0,116 é a relacdo N-RNA:N
nas bactérias.

O volume urinario (L), estimado a partir das amostras spot foi calculado a partir
da concentracdo de creatinina ha amostra spot de urina (mg/L) e da quantidade de

creatinina excretada diariamente em mg/KgPV:

PV(Kg) * excrecido de creatinina (mg. KgPV™1)

Vol (L) =
(L) concentracio de creatina (mg.L™?)

Para fins de comparacao, a excrecdes diaria de creatinina (EC), foi estimada

de trés formas, sendo elas:
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» A partir do produto do volume total e da concentracdo de creatinina da coleta
total;
» Por meio de equacgles propostas na literatura:
e CHIZZOTTI et al. (2004):
EC(mg/kgPV) = 32,27 — 0,01093PV

e SILVA et al. (2012):
EC (g/dia) = 0,0345 = py%941

As analises de ureia no plasma, de creatinina, acido Urico e ureia na urina
foram realizadas utilizando-se kits comerciais (Labtest), segundo orientacdes dos
fabricantes. As andlises de alantoina na urina foram feitas pelo método colorimétrico
proposto por FUJIHARA et al.(1987), descrito por CHEN & GOMES (1992).

As amostras de silagem de milho e concentrados fornecidos, sobras e fezes
foram avaliadas quanto aos teores de MS (AOAC 967.03; AOAC, 1990), matéria
organica (MO), PB (THIEX et al., 2002), gordura bruta (GB) (AOAC 2003.06; THIEX
et al., 2003), fibra em detergente neutro (FDN) (AOAC 2002.04, MERTENS, 2002).

As andlises estatisticas referentes ao volume urinario diario e excregdes
urinarias diarias de creatinina, alantoina, acido urico, derivados de purina, ureia,
absorcOes diarias de derivados de purina, compostos nitrogenados microbianos e
eficiéncia microbiana, foram realizadas utilizando-se o procedimento Proc Mixed dos
SAS para medidas repetidas (dia alinhado em periodo). O modelo incluiu os efeitos
de quadrado latino, tratamento, periodo, dia dentro de periodo e as interacfes
tratamento x quadrado latino e quadrado latino x periodo.

Foram testadas as estruturas de covariancia autoregressiva AR (1) e simetria
composta (CS), sendo adotada a estrutura AR (1), com base nos critérios de
informacéo: AIC, AICC, BIC e -2 Res Log Likelihood.

34



4. RESULTADOS e DISCUSSAO

Os valores médios do volume urinario (L) observado, obtido por meio de coleta
total de urina, por 24 horas, e 0s volumes urinarios (L) estimados por meio de

equacdes propostas na literatura sdo apresentados na Tabela 3.

Tabelas 3 - Médias e intervalos de confianca (95%) para volumes urinarios diarios
(L) e nitrogénio microbiano (g/dia) observados (OBS) e estimados
(EST), por tratamento.

Tratamentos

Variaveis T1 T2 T3 T4

Volume urinario (L)

OBS 5,51+1,51aB 4,81+1,54aB 5,40+1,52aB 5,90+1,52aB
EST-ExR' 9,67+3,17aA 9,12+2,72aA 8,57+2,89aA 8,86+2,93aA
EST- I? 13,37+6,01aA  11,65+5,33aA 13,24+5,51aA 12,71+5,52aA

EST-II° 11,37+5,52aA  10,59+4,85aA  11,92+5,02aA 11,47+4,99aA

Médias seguidas por letras minasculas/mailsculas diferentes nas linhas/colunas diferem entre si, de
acordo com intervalo de confianga, ao nivel de 95%

! Estimado partir da concentracdo de creatinina na amostra spot e da excrecéo diaria de creatinina
obtida no experimento, por coleta total de urina

2 Equacéo | proposta por Chizzotti et al. (2004): EC(mg/KgPV)=32,27-0,01093PV

% Equacao Il proposta por Silva et al. (2012): EC(g/dia)= 0,0345xPV" 4!

No método baseado na amostra spot (Tabela 3), o volume urinario diario foi
estimado utilizando-se a férmula: volume urinario = excre¢do diaria de creatinina /
concentracdo de creatinina na amostra spot. No presente trabalho, a excre¢do diaria
de creatinina foi obtida de diferentes formas, sendo elas: a partir do produto entre o
volume urinario e a concentracdo de creatinina na coleta de urina total (Estimado-
EXR) ou por meio de equacdes (Estimado | e II).

Verifica-se na Tabela 3 que o volume estimado de urina com base na amostra
spot, mesmo partindo-se da excrecao real de creatinina (Estimado-ExR), diferiu
(P<0,05) do volume real observado em 24 horas de coleta, para o0os quatro

tratamentos. Isto indica que as concentracdes de creatinina nas amostras spot ndo
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foram iguais a sua concentracdo na urina obtida por coleta total. Caso as
concentracdes de creatinina nas amostras spot fossem iguais a concentracao real,
verificada na urina obtida por coleta total, os volumes urinarios estimados para 0s
diferentes tratamentos seriam exatamente iguais aos aferidos por coleta total.

A metodologia da amostra spot baseia-se na concentracdo de creatinina na
amostra spot, como representativa de sua concentragao na urina total excretada em
24 horas, e na estimativa da excrecao diaria de creatinina, em funcdo do peso vivo
do animal, com base em equacdes desenvolvidas por diferentes autores, que
pressupfe que a excrecdo de creatinina, por kg de peso vivo, é constante ou pode
ter apenas ligeira variacdo, em funcdo do conteudo corporal de proteina (quantidade
de musculos) do animal.

Variacbes aleatorias na concentracdo de creatinina na amostra spot e
possiveis variacdes na excrecdo de creatinina, por kg de peso vivo, seriam, portanto,
fontes de erro incontrolaveis, que impediriam a correta estimacdo do volume de
urina excretado. Essas duas fontes de erro podem explicar a grande diferenca
(P<0,05) observada entre os valores de excrecao urinaria observados por coleta
total e os valores estimados utilizando-se as equacdes de Chizzotti et al (2004) e
Silva et al. (2012), neste trabalho (Tabela 3). Como se verifica, os valores estimados,
na maioria dos casos, correspondem a mais de duas vezes os valores observados
por coleta total.

Valadares et al. (1999), Silva et al. (2001), Oliveira et al. (2001) e Chizzotti et
al. (2007), sugeriram o0 uso da amostra spot para estimar a excre¢cdes de compostos
nitrogenados na urina, alegando néo terem encontrado diferencas entre o volume
urinario estimado por meio da amostra spot e o determinado por coleta total de urina
durante 24 horas. Deve-se ressaltar, entretanto, que, nos referidos trabalhos, a
excrecdo diéria de creatinina, utilizada para estimar o volume urinério a partir de
amostras spot de urina, ndo foi estimada por meio de equagdes, mas sim
determinada por meio de coleta total de urina, como o produto do volume urinario
excretado em 24 horas, determinado em cada pesquisa, pela concentracdo de
creatinina observada na amostra total.

O uso da excrecdo diaria de creatinina, obtida por meio de coleta total, nos
citados trabalhos, para estimar o volume urinario, descaracteriza 0 método baseado

na amostra spot, o qual foi proposto para substituir a coleta total de urina (CHEN et
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al. 1992), além de gerar estimativas de volume urinario artificialmente mais préximas
do volume real que aquelas obtidas quando se emprega com fidelidade o método de
amostragem spot, por eliminar a fonte de erro representada pelas variacdes entre
animais na excrecdo de creatinina por kg de peso vivo, em relacdo aos valores
médios adotados para se estimar a excrecdo diéria de creatinina por cada animal.

A adocéo da amostra spot, baseado em resultados obtidos parcialmente por
coleta total, pode conduzir a resultados erréneos, ao se estimar a excrecao diaria de
creatinina por meio de equagdes proposta na literatura.

O uso de equacdes obtidas em experimentos diferentes para estimar a
excrecao diaria de creatinina pode ser feita, se for valido presumir que a excrecdo de
creatinina é constante, em funcdo do peso vivo e ndo é afetada pela dieta
(FAICHNEY et al. 1995).

7

A creatinina é oriunda do metabolismo proteico do tecido muscular e
excretada proporcionalmente a quantidade deste tecido no corpo do animal
(SCHUTTE et al., 1981). Devido ao fato dos animais apresentarem proporcoes
diferentes de tecidos em cada estagio de desenvolvimento, é possivel que haja
variacdes nas excrecdes diarias de creatinina expressas em funcéo do peso vivo do
animal.

Kozloski et al. (2005), ao avaliarem as excrecdes totais de creatinina em
ovinos, obtidas em quatro experimentos, ndo observaram diferencas na excrecéo de
creatinina, por unidade de peso vivo, entre animais de mesmo experimento, mas
observaram diferenca na excre¢do entre experimentos e animais e concluiram que a
estimativa da excrecdo diaria de creatinina, com base em experimentos diferentes,
pode resultar em erros significativos na estimativa da producao urinaria dos animais.

Em experimento em quadrado latino, com vacas multiparas com peso vivo
(PV) médio de 611+67,5 Kg, Shingfield e Offer (1998), observaram diferencas
significativas entre vacas em relacdo a excrecéo de creatinina.

Por outro lado, Barbosa et al. (2006), ao avaliarem a excrecédo de creatinina
em animais Nelore de diferentes categorias, novilhas, machos castrados, machos
inteiros e vacas com 243, 265, 226 e 467Kg de peso vivo, respectivamente, ndo
observaram influéncia da categoria animal sobre a excrecdo de creatinina obtendo
valor médio de 27 mg/KgPV. Rennd et al. (2000), observaram excre¢fes de
creatinina de 30,31, 32,57, 21,57 e 24,98mg/Kg de PV, em bovinos F1 Limousin X
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Nelore (268KgPV), F1 Limousin x Nelore (279KgPV), F1 Simental x Nelore (300KQ)
e novilhos Nelore (300KgPV), repectivamente, as quais, segundo os autores, foram
proporcionais ao PV (animais menores apresentaram maior excrecao por unidade de
peso vivo, por terem maior propor¢ao de tecido muscular). Os autores encontraram o
valor médio diario de 27,36mg/KgPV para os diferentes grupos genéticos.
Entretanto, os resultados mostram claramente que a excrecdo de creatinina, por
unidade de peso vivo, ndo pode ser representada por um valor constante, para
animais de diferentes grupos genéticos ou categorias, o que levanta divida sobre a
possibilidade de se utilizar valores de excrecdo de creatinina obtidos em um
determinado experimento em experimentos diferentes.

Véarios autores tém relatado que a excrecdo de creatinina € pouco afetada
pela dieta (SUSMEL et al. 1994; VAGNONI et al. 1997; BARBOSA et al., 2006;
RENNO et al. 2000). Entretanto, efeitos da dieta sobre a excrecdo de creatinina
também foram relatados na literatura (FAICHNEY et al. 1995). Valadares et al.
(1999), observaram efeito significativo do nivel de concentrado, tanto na taxa de
excrecao de creatinina, quanto na excrecao de creatinina em mg/KgPV, em coletas
de urina realizadas em intervalos de 12 horas (17:00 as 05:00 horas), sendo a
excrecdo média geral cerca de 5% maior em vacas consumindo dieta contendo
50% de concentrado, do que naquelas consumindo dietas com 20 e 35% de
concentrado.

CHIZZOTTI et al. (2004) observaram que a excrecdo de creatinina em
animais em crescimento foi variavel, e recomendaram o uso da seguinte equacao:
excrecao de creatinina(mg/KgPV) = 32,27-0,01093*PV, para estimar a excrecao de
creatinina em func&o do peso vivo em Kg. Posteriormente, esta equacao foi utilizada
para estimar o volume urinario dos mesmos animais dos quais ela foi obtida
(CHIZZOTTI et al. 2006), no entanto, houve diferenca de 14,67 litros entre os valores
observados e estimados (17,61 e 32,28 litros para valor observado e estimado,
respectivamente). Renno et al. (2000), também observaram direncas significativas
entre o volume urinario estimado e observado. No entanto, neste trabalho nao foi
esclarecido se, ao se estimar o volume urinario, a partir da amostra spot, estimou-se
a excrecdo de creatinina por meio equacfes ou se se utilizou a excrecao diaria de

creatinina observada no proprio experimento.
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Conforme salientado anteriormente, no presente experimento, 0 uso da
excrecao diaria de creatinina, obtida pela coleta total, para estimar o volume urinario
em amostras spot ndo impediu que fossem observadas diferencas (P<0,05) entre o
volume obtido e o estimado (Tabela 3).

O uso de amostras spot de urina também requer que as concentragcfes de
creatinina e derivados de purina (DP) na amostas spot representem o valor médio
diario de excrecédo de creatinina e DP e que exista pouca variagdo na sua excregao
ao longo do dia (CHEN et al., 1995).

Valadares et al. (1999) observaram que a excrecdo média de creatinina em
vacas, durante o periodo de 17:00 as 05:00, foi 5% maior que no periodo de 05:00
as 17:00 horas. Concentracdes mais elevadas durante a madrugada e pela manha,
e mais baixas a tarde e inicio da noite, também foram observadas em ovinos
(Kozloski et al., 2005). Também Shingfield e Offer (1998) observaram que as
concentracfes de creatinina verificadas em amostras pontuais, a cada duas horas,
durante um periodo de 24 horas, diferiram entre animais e horas de coleta.

Neste experimento, a coleta de amostra spot foi realizada 4 horas apds o
arracoamento matinal, entre 12:00 e 13:00 horas, o que, possilvelmente pode ter
superestimado o volume urinario, visto que nesse horario a concentracdo de
creatinina na urina é baixa (VALADARES et al, 1999, KOZLOSKI et al. 2005). CHEN
et al. (1992), sugeriram horario de 15:00 a 20:00 horas para obter amostras de urina,
pois neste intervalo, tanto a concentracdo de creatinina e alantoina na amostra de
urina, tiveram melhor correlacdo e se aproximaram da média diaria excretada.

Desta forma, diferencas observadas neste estudo, entre o volume urinario e
estimado, pode ser atribuido a introducéo de erro ao utilizar equacdes obtidas em
outros experimentos para estimar a excrecdo diaria de creatinina e, também a
possiveis diferencas na concentracao de creatinina na amostra spot de urina.

O volume urinario em amostras spot de urina € estimado para que, a partir
dele, possa se determinar as excrecdes diarias de DP e, por conseguinte, a sintese
microbiana. Como uma consequéncia dos valores urinarios obtidos por meio de
estimativas na presente pesquisa, a sintese microbiana representada por Nmic na
Tabela 4, foi superestimada e apresentou valores pouco precisos, conforme indicado

pelos intervalos de confianca.
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Tabelas 4 - Médias e intervalos de confianca (95%) para nitrogénio microbiano
(g/dia) observado (OBS) e estimado (EST), por tratamento.

Tratamentos

Variaveis T1 T2 T3 T4

Nitrogénio microbiano (g/dia)

OBS 30,3+5,5b 55,2+5,5a 57,4+5,5a 52,2+5,6a
EST-ExR! 97,2+97,2a 132,7+87,1a 84,1+84,1a 88,5%88,5a
EST- I? 135,2+118,3a  157,4+102,7a 122,2+107,5a 140,6+107,8a

EST-1I° 127,1+112,8a 141,8+95,5a 110,8+99,4a 127,8+99,9a

Médias seguidas por letras mindsculas diferentes na coluna diferem entre si, de acordo com intervalo
de confiang¢a, ao nivel de 95%

! Estimado partir da concentracdo de creatinina na amostra spot e da excrecao diaria de creatinina
obtida no experimento, por coleta total de urina

2 Equacéao | proposta por Chizzotti et al. (2004): EC(mg/KgPV)=32,27-0,01093PV

® Equacao Il proposta por Silva et al. (2012): EC(g/dia)= 0,0345xPV%%*%*

Variagdes nas concentracdes de DP na amostra spot, ao longo do dia, foram
também relatadas por Chen et al. (1992). Baixa correlagdo entre a excrecdo diaria
de DP e a concentracdo de DP em amostras spot coletadas em intervalos de 6
horas foram também observadas por George et al. (2011) e por Nsahlai et al. (2000).

A quantidade de bases puricas microbianas que chegam ao intestino delgado
dos ruminantes depende do balanco entre sintese e degradacdo de proteina
microbiana no riamen, sendo que, para um dado alimento, a quantidade de proteina
microbiana € dependente do consumo, taxa de digestédo e passagem. Desta forma, a
transferéncia de bases puricas microbianas para o intestino delgado e,
consequentemente, a excregédo de DP na urina, pode nao ser constante ao longo do
dia.

Chen et al. (1992), sugeriram o uso da creatinina para ajustar a variacdo da
concentragcdo de DP na wurina, por meio de indice [DP,mmol]:[creatinina,
mmol*PV®"®. No entanto, segundo os mesmo autores, a desvantagem desta

expressdo esta na propria variabilidade observada para a excrecdo de creatinina,
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entre animais e dias, a qual seria inevitavelmente adicionada a esta relacdo. Ainda
segundo Chen et al. (1995), o uso de amostras spot poderia ndo ter sensibilidade
suficiente para comparar tratamentos, caso exista entre eles pouca diferenca na
passagem de proteina microbiana para o intestino delgado.

Com base nos resultados obtidos neste experimento e com base no que foi
discutido, fica claro que, para a obtencédo de resultados mais precisos referentes a
excrecdo de DP, com a finalidade de se estimar a sintese de proteina microbiana,
faz-se necessario a coleta total de urina.

Chen e Gomes (1992) recomendaram periodos de mais de cinco dias de
coleta de urina para se obter uma medida mais realista da excrecédo de DP na urina.

Conforme observado na Tabela 5, a excrecdo de creatinina neste
experimento, nao foi afetada pelo tratamento (P>0,05). Apesar de ndao demonstrada
na tabela, ndo houve também efeito (P>0,05) do dia de coleta sobre a excrecdo de
creatinina.

A auséncia de efeito de dias de coleta sobre a excrecéo diaria de creatinina
esta de acordo com as observacfes descritas por Valadares et al. (1997) e Barbosa
et al. (2006), que nédo encontraram diferencas nas excregcdes de creatinina obtidas
durante 12, 24, 48 ou 72 horas de coleta e por seis dias consecutivos,
respectivamente, 0s quais concluiram que amostras representativas de urina podem

ser obtidas em periodo de coleta de 24 horas.

Tabela 5 — Médias, erro padrdo (EP) e niveis de probabilidade para excrecbes de
creatinina em mg/KgPV e mg/ PV®™ para bovinos suplementados ou
ndo com diferentes fontes lipidicas.

Tratamentos Contrastes
Tl T2 T3 T4 EP C1 C2 C3

mg/KgPV 21,59 20,68 21,52 20,21 1,01 0,4328 0,8606 0,2898
mg/ PV®® 96,88 88,12 92,71 8558 4,94 0,1023 0,8258 0,1945

T1= silagem de milho (SM); T2= SM + concentrado (CON); T3 = SM + CON com 5% de lipidio na
dieta total na forma de 6leo de soja; T4= SM+ CON com 5% de lipidio na dieta total na forma de
soja grdo moida.

C1=T1 vs os demais tratamentos; C2=T2 vs T3 e T4, C3= T3 vs T4.
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Desta forma, recomenda-se 0 uso de coletas totais de urina, por 24 horas,
para se estimar a sintese de proteina microbiana com base na excrecao urinaria de
DP.

Uma vez que, houve diferencas significativas no volume urinério obtido por
amostra spot e coleta total, as informacgdes referentes a excrecdo de DP, sintese de
proteina microbiana e balanco nitrogendo, serdo discutidos com base nos resultados
obtidos por meio de coleta total de urina.

Os valores médios obtidos para as excrecdes urinarias de alantoina (ALA),
acido urico (AcU) e derivados de purina (DP), purinas absorvidas (Pabs), relacao
alantoina:derivados de purina (ALA/DP), nitrogénio microbiano (Nmic), carboidratos
degradados no rumen (CHODR), eficiéncia microbiana (Emic) e concentracdo de
amonia no rimem (N-NH3) sdo apresentados na Tabela 6.

O contraste C1 indicou que, para as variaveis ALA, AuC, DP, Pabs, Nmic,
CHODR e Emic o tratamento T1, silagem de milho, foi inferior aos demais
tratamentos (P<0,05).

Os DP excretados na urina tém origem da absorcdo tanto dos acidos
nucleicos microbianos, como também, dos acidos nucleicos do préprio tecido dos
ruminantes, sendo este ultimo chamado de fracdo enddégena (CHEN & GOMES,
1992). A contribuicdo da fracdo enddgena é pequena e sua participacdo declina
guando a contribuicdo dos acidos nucleicos microbianos aumenta. De acordo com
observacbes de Verbic te al. (1990), quando a excre¢do de DP é acima de 35
mmol/dia, a excrecdo de DP na urina seria linearmente correlacionada com a
absorcdo de &cidos nucleicos microbianos. Neste sentido, diferencas observadas
entre tratamentos neste experimento, ndo poderiam ser atribuidas a maior
contribuicdo da fracdo enddgena, uma vez que, em todos os tratamentos, as
excregbes de DP foram acima de 35 mmol/dia, mas sim, a diferengas na taxa de
sintese microbiana.

No entanto, ndo houve diferenca (P>0,05) quanto a relacdo ALA/DP entre os
tratamentos, com valores entre 88,16 e 89,53%. A contribuicdo da alantoina para o
total de DP excretados na urina tem se mostrado constante, tanto em novilhos
(VERBIC et al., 1990) como em vacas (VAGONONI et al., 1997), independente do

fluxo de purinas. Os valores observados neste experimento foram superiores aos
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mencionados por Chen e Gomes (1992) de 80-85% para bovinos. Por outro lado
inferior ao valor de 93,2% observados por De Boever et al. (1998).

A disponibilidade de energia e nitrogénio sdo os principais fatores dietéticos
limitando a sintese microbiana (CLARK et al., 1992). Desta forma, maiores sinteses
de Nmic observadas para os tratamentos T2, T3 e T4, em relagdo ao T1, podem ser

atribuidas aos maiores consumos (P<0,05) observados de matéria organica (CMO) e

proteina (CPB), conforme indicado pelo contraste Cl1 (Tabela 7), elevando a
guantidade de substratos disponiveis para a fermentag&o ruminal.

Tabela 6 — Médias, erro padrdo (EP) e niveis de probabilidade para excrecdes de
alantoina (ALA), acido urico (AcU), derivados de purina (DP) obtidos
na coleta total de urina, purinas absorvidas (Pabs), porcentagem de
alantoina (ALA/DP) nos DP, nitrogénio microbiano (Nmic), carboidratos
degradados no rumen (CHODR), eficiéncia microbiana (Emic) para
bovinos suplementados ou ndo com diferentes fontes lipidicas.

L Tratamentos Contrastes
Variaveis
T1 T2 T3 T4 EP C1 C2 C3
mmol/dia

ALA 59,29 83,20 86,97 80,88 3,28 0,0001 0,8426 0,1607
AcU 6,60 11,42 10,24 1041 0,98 0,0006 0,2969 0,8907

DP 66,68 94,76 96,82 91,54 3,52 0,0001 0,8770 0,2384

Pabs 42,26 76,42 78,22 72,65 4,27 0,0001 0,8397 0,3085
%

ALA/DP 89,39 88,16 89,53 88,54 1,03 0,4540 10,3414 0,3566
g/dia

Nmic 30,27 55,23 57,37 52,20 2,64 0,0001 0,8851 0,1508
kg/dia

CHODR 1,72 261 2,38 2,35 0,13 0,0001 0,1534 0,8839

Emic? 1758 21,19 2459 2225 1,25 0,0171 0,1444 0,1781

T1=silagem de milho (SM); T2= SM + concentrado (CON); T3 = SM + CON com 5% de lipidio na
dieta total na forma de 6leo de soja; T4= SM+ CON com 5% de lipidio na dieta total na forma de
soja grdo moida.

C1=T1 vs os demais tratamentos; C2=T2 vs T3 e T4, C3= T3 vs T4.

! gNmic/Kg CHODR.
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A producdo de Nmic geralmente aumenta com o aumento da quantidade de
matéria organica fermentada no rimen (OWENS e GOETSCH, 1993). A adicéo de
concentrado aumenta a quantidade de matéria organica (MODR) e carboidratos
degradados no rumen (CHODR) (LADEIRA et al., 1999; DIAS et al., 2000; TIBO et
al., 2000). Desta forma, maior quantidade de matéria organica fermentescivel foi
fornecida ao se incluir concentrado energético a dieta a base de silagem de milho,
estimularia a sintese de Nmic.

Vagnoni et al. (1997) observaram aumento de 54g Nmic/dia no fluxo de para
vacas recebendo dieta a base de silagem de alfafa, quando a suplementacdo com
milho grédo umido passou de 24 para 40%. Em dietas a base de silagem, maior parte
do nitrogénio (N) encontram-se na forma de NNP (amonia, peptideos e aminoacidos)
que € rapidamente convertido em amonia no ridmen (SNIFFEN et al., 1992). A
extensiva degradacdo ruminal do NNP pode exceder a disponibilidade de energia
para a sintese de Nmic.

Estudos in vitro (HALL e HEREJK, 2001) e in vivo (OBA e ALLEN, 2003) tém
demostrado que carboidratos rapidamente disponiveis, como amido, sdo mais
efetivos do que outros carboidratos em promover eficiente uso de proteina
degradada no ramen e sintese microbiana.

Segundo Clark et al. (1992), o fornecimento de dieta na forma de dieta total
(forragem + concentrado) promove maior e mais eficiente sintese de Nmic do que
concentrado ou forragem apenas. Uso mais eficiente da energia para a sintese de
Nmic foi observado em ovinos recebendo dieta isoprotéicas suplementadas com
iguais porcdes de amido de trigo e celulose, em relacdo as dietas suplementadas
com amido ou celulose apenas (OFFER et al., 1978).

Desta forma, as maiores sintese de Nmic e Emic observadas para os
tratamentos com suplementacdo energética (T2, T3 e T4) pode ser em parte
atribuidas a maior disponibilidade de energia e ao padrdo mais uniforme, ao longo
do dia, de energia disponivel, quando dietas a base de silagem foram
suplementadas com concentrado.

Os resultados obtidos neste experimento estdo em concordancia com as
observacbes de Sniffen e Robinson (1987), os quais afirmaram que o crescimento

microbiano maximo é atingido com 70% de volumoso, devido as melhores condi¢des
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de pH, taxa de passagem e condi¢cdes para a colonizagdo microbiana das particulas
alimentares.

Maior Emic tem sido observada para animais com maior consumo alimentar
(ZINN e OWENS, 1983; ROBINSON et al., 1985,; CHEN et al., 1992; DEWHURST e
WEBSTER, 1992; DJOUVINOV e TODOROV, 1994).

Tabela 7 — Médias, erro padrdo (EP) e niveis de probabilidade para os
consumos de matéria seca (CMS), matéria organica (CMO),
proteina bruta (CPB), extrato etéreo (CEE), fibra detergente neutro
(CFDN) para bovinos suplementados ou ndo com diferentes fontes

Tratamentos Contrastes
T1 T2 T3 T4 EP C1 C2 C3

Variaveis

Consumo (kg)
CMS 547 797 7,47 7,36 0,44 0,0005 0,3142 0,8637

CMO 495 733 6,86 6,83 0,15 0,0003 0,3308 0,9502
CPB 033 093 1087 084 0,04 0,0001 0,1557 0,7119
CEE 0,0 0,14 037 0,36 0,01 0,0001 0,0001 0,6852

CFDN 308 331 3,13 3,02 0,20 0,7436 0,3533 0,7049

T1= silagem de milho (SM); T2= SM + concentrado (CON); T3 = SM + CON com 5% de
lipidio na dieta total na forma de 6leo de soja; T4= SM+ CON com 5% de lipidio na dieta total
na forma de soja grdo moida.

C1=T1 vs os demais tratamentos; C2=T2 vs T3 e T4, C3= T3 vs T4.

Aumento no consumo proporciona maior taxa de passagem (EVANS, 1981),
com reduz o tempo de retencdo dos microrganismos no rumen e do custo de
mantenca dos microrganismos (ISSACSON et al., 1974). A sintese microbiana esta
relacionada com a quantidade de substrato disponivel e com a energia utilizada para
a mantenca, que por sua vez, € funcdo da exigéncia de mantenca e taxa de
crescimento dos microrganismos (PIRT, 1965). Desta forma, o maior consumo de

matéria seca (P<0,05) para os tratamentos T2, T3 e T4, em relagdo ao T1, conforme

indicado pelo contraste C1 (Tabela 7), pode ter aumentado a taxa de passagem,

45



reduzindo as exigéncias de mantenca, possibilitando uso mais eficiente da energia
para o crescimento e, consequentemente, maior Emic para estes tratamentos.

As concentracbes de N-NHjz foram influenciadas quadraticamente pelos
tempos de coleta (Tabela 8). As concentracdes méximas estimadas nos pontos
maximos foram 8,22 as 3,20, 17,14 as 2,10, 12,25 as 1,84 e 13,05mg/dL as 2,62

horas apos alimentacédo para os tratamentos T1, T2, T3 e T4, respectivamente.

Tabela 8 - Médias, regressao, coeficientes de determinacdo (R, e variacdo
(CV) obtidos em fungcdo das concentracbes de amobnia nos
tratamentos (Trat) T1, T2, T3 e T4.

Trat  [NHg]" Regress&o R? CV%
Tl 7,13b Y=6,8642 + 0,8452*X - 0,1318*X? 0,42 29,16
T2  13,54a Y=16,0244 + 1,0575X - 0,2510*X? 0,56 29,05
T3 9,90c Y= 11,6636 + 0,6470X - 0,1758*X? 0,42 36,00

T4 11,08c Y= 10,9301 + 1,5873*X — 0,3049*X? 0,52 28,63

! valores seguidos com letras diferentes na coluna diferem entre si pelo Intervalo de Confianca a
95% de probabilidade.

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste t.

O comportamento quadratico da concentracdo de amonia esta de acordo com
observacbes anteriores, com valores maximos em torno de 2 a 3 horas ap0s a
alimentacéo (DelCURTO et al., 1990; CABRAL et al., 2008; SOUZA et al., 2009).

Apesar da silagem de milho ser rica em nitrogénio ndo proteico (CABRAL et
al., 2000), que é rapidamente convertido em aménia no ramen (SNIFFEN et al.,
1992), maxima concentracdo de amdnia no tratamento T1 foi obtida somente 3,02
horas apds alimentacéo, valor este proximo ao observado por Cabral et al. (2008) de
3,55 horas.

Wholt et al. (1976), observaram que vacas recebendo dieta rica em
concentrado tiveram menor consumo de proteina solavel, no entanto, estas
apresentaram maior concentragcdo de amoénia no ramen, do que vacas consumindo

deitas rica em silagem de alfafa com alto teor de proteina soluvel.

46



A degradacéo proteica no rimen depende néo so da solubilidade da proteina,
como também, da atividade proteolitica dos microrganismos do rumen. A
proliferacdo de microrganismos ruminais amiloliticos, sabidamente mais proteoliticos
do que os celuloliticos, é estimulada por dietas a base de cereais (SIDDONS e
PARADINE, 1981). Desta forma, a atividade proteolitica dos microrganismos parece
ser a explicacdo mais logica para as diferencas observadas entre os tratamentos.

A menor concentracdo de amdnia, tanto valor médio (Tabela 8), como
estimada, foi observada para o tratamento T1, no entanto, foi superior ao valor
minimo de 5,0 mg/dL requerido para maxima sintese de Nmic (SATTER e SLYTER,
1974). Desta forma, pode-se inferir que a sintese microbiana para o tratamento T1,
foi limitada pela disponibilidade de energia.

As concentracdes de amonia neste experimento dao suporte a observacdes
anteriores de que, a concentracdo de amoénia no rumen reflete o consumo de
proteina bruta (ELLIOT e TOOPS, 1964; HAALAND et al., 1982). Desta forma, o
menor consumo de proteina (P<0,05), observado para o tratamento T1 explica a
menor concentracado de amonia neste tratamento.

Conforme indicado pelo contraste C2 (Tabela 7), o tratamento T2 n&o diferiu
(P>0,05) dos tratamentos com adicao de lipidios (T3 e T4) em relagdo ao consumo
de proteina, mas houve diferenca significativa (P<0,05) na concentracdo de aménia,
com menor concentracdo observada para os tratamentos com adicdo de lipidios
(P<0,05), em relacao ao tratamento T2 (Tabela 8).

Estudos anteriormente publicados também relataram reducdo nha
concentracdo de amobnia ruminal, quando lipidios foram adicionados a dieta
(IKWUEGBU e SUTTON, 1982; JENKINS e FOTOUHI, 1990; BROUDISCOU et al.,
1994, HRISTOV et al., 2004; KIRAN e MUTSVANGWA, 2010).

Comportamentos semelhantes ao observado neste experimento foram
relatados por Doreau et al. (1991) e Bem Salem et al. (1993). Os autores
observaram respectivamente, reducédo na concentracao ruminal de aménia 2h5min e
3h horas apés arragcoamento matinal com dietas contendo 5 ou 10% e 6,6% de
Oleo de colza, respectivamente.

A concentracdo de amoénia no riumen é o balanco entre 2 fontes: degradacao
de compostos nitrogenados, dietéticos e microbiano, e da hidrolise da ureia oriunda

da reciclagem, e trés saidas: incorporacdo na PBmic, absorcdo pela parede do
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rumen e fluxo para o duodeno (OWENS & BERGEN, 1983). Mudancas em algum
desses fatores altera a concentracdo de NHz no rimen.

Menor concentracdo de amoénia ruminal em dietas com adicéo de lipidios néo
aprece ser atribuida a absorcdo de aménia, o qual € conhecido depender da
concentracdo de amoénia e do pH. Menor pH ruminal decresce abor¢gédo de amoénia
(OWENS e ZINN, 1988). Na maioria dos estudos, onde a concentracdo de amonia
foi mensurda, a adicao de lipidios ndo altera o pH (IKWUEGBU e SUTTON, 1982;
JENKINS e FOTOUHI, 1990; BROUDISCOU et al., 1994).

Em revisdo realizada por Doreau e Ferlay (1995), eles observaram que a
adicao de lipidios ndo modifica a taxa de passagem de liquidos, de modo que o fluxo
de amobnia para o duodeno néo é modificada.

Neste experimento, ndo houve diferenca na sintese Nmic (P>0,05) entre o
tratamento T2 em relacdo ao T3 e T4, consequentemente, variacdes na
concentracdo de amobnia ruminal podem ser atribuidas a modificacbes na
degradacdo de compostos nitrogenados no rumen, proteina dietética e microbiana.

Os efeitos dos lipidios sobre a degradacdo da proteina dietética no ramen
ainda ndo estdo muito claros, sendo relatados tanto decréscimos (JENKINS e
FOTOUHI, 1990; JENKINS, 1987), auséncia de efeito (ZINN, 1989; DOREAU et al.,
1991) e aumento (BEM SALEM et al., 1993).

A reducdo na concentracdo de amonia, em funcdo da adicdo de lipidios a
dietas, tem sido atribuida principalmente a reducdo no namero de protozoarios. Os
protozoarios apresentam atividade proteolitica e sdo conhecidos como predadores,
por engolfarem bactérias, de onde obtém sua fonte de nitrogénio. Desta forma, a
reducdo da populacdo de protozoarios pode diminuir a concentracdo de amdnia no
ramen, por reduzir a reciclagem de nitrogénio, em decorréncia de menor predacao
das bactérias (KOENG et al., 2000), proporcionando maior sintese total e liquida de
Nmic (DEMEYER e VAN NEVEL, 1979) e menor degradagdo da proteina dietética
no rmen.

Na presente pesquisa, ndo se pode afirmar que a menor concentracdo de
amonia observada, em resposta a adi¢cdo ao concentrado, estaria ligada a reducao
no nimero de protozoarios, uma vez que estes nao foram quantificados. Além disso,
ndo ha consisténcia nos resultados de pesquisas quanto ao efeito da suplementacdo

lipidica sobre a degradacé&o da proteina no raimen, conforme discutido acima.
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N&o foi observado efeito da adicédo de lipidios (P>0,05), bem como, da forma
com que os lipidios foram adicionados as dietas (P>0,05), sobre a Emic, conforme
indicado pelos contrastes C1 e C2, respectivamente (Tabela 3).

Alguns autores (CZERKAWSKI et al., 1975; IKWUEGBU e SUTTON, 1982;
SUTTON et al., 1983; JENKINS e FOTOUHI et al., 1990), verificaram aumento da
Emic com a adicdo de lipidios a dieta. Entretanto, trabalhos mais recentes
demonstraram que a suplementacao lipidica pode nao afetar a Emic (DOREAU et
al.,1991; OHAJURUKA et al., 1991; FERLAY et al., 1992; PALMQUIST et al., 1993;
EIFERT et al., 2005; MESSANA et al., 2012).

Modificacbes na Emic estdo, normalmente relacionadas ao decréscimo da
digestdo ruminal da MO e a disturbios no ecossistema ruminal. Experimentos nos
quais a Emic é aumentada pela suplementacdo lipidica geralmente mostram
reducdo do numero de protozoarios no rumen (IKWUEGBU e SUTTON, 1982;
SUTTON et al., 1983). O aumento na Emic na auséncia de protozodrios € atribuido a
menor reciclagem de nitrogénio no ramen, a qual apresenta correlacdo negativa com
Emic, uma vez que, a reciclagem aumenta a exigéncia de mantenca dos
microrganismos (LENG e NOLAN, 1984). Divergindo dos autores anteriormente
citados, Ohajuruka et al., (1991) e Messana et al.(2012), nao verificaram reducéo no
namero de protozoarios com a adicdo de lipidios e a Emic nao foi afetada.

Ueda et al. (2003), ao avaliarem o efeito da adicdo de 3% de 6leo de linhaca
em dietas rica em volumoso (65:32) e rica em concentrado (35:62), observaram
reducdo no nimero de protozoarios somente dieta rica em concentrado. Messana et
al. (2012), também nao observaram efeito da adicdo de 2, 4 ou 6% de lipidio na
forma de soja grao moida sobre o numero de protozoarios em dietas contendo 50%
de concentrado. Com base nas citadas pesquisas pode-se inferir que 0 niumero de
protozoarios neste experimento, possivelmente, foi inalterada em funcdo da alta
relacdo volumoso:concentrado (70:30). Em dietas ricas em volumoso grande parte
dos acidos graxos estaria adsorvido sobre a superficie hidrofébica da particula de
alimento, tornando o lipidio menos toxico aos microrganismos por reduzir a interagao
entre lipidios e microrganismos (BEN SALEM et al., 1993).

Neste experimento a quantidade de carboidratos degradados no rimen
(CHODR) utilizada para calcular a Emic, foi obtida por meio de estimativa

empregando-se equacdes propostas por Sniffen et al. (1992). Como as citadas
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equacdes ndo contemplam possivel reducdo na degradacdo dos carboidratos no
ramen, em funcdo da adicédo de lipidios, o que pode aumentar o valor estimado da
Emic, os valores encontrados de Emic no presente trabalho, para os tratamentos
com adicao de lipidio, pode ter sido subestimada.

No entanto, deve-se ressaltar que, a quantidade de Nmic alcancando o
duodeno nesta pesquisa ndo foi afetada pela adicdo de lipidios. A quantidade de
Nmic que atinge o duodeno da informacédo mais segura sobre a quantidade de
proteina microbiana sintetizada que a Emic, uma vez que a Emic expressa a relacédo
entre sintese microbiana e degradacdo de carboidratos e esta relacdo pode ser
elevada quando a degradacdo de carboidratos é baixa, sem que a sintese
microbiana verificada seja alta. Conforme destacou Owens e Goetsch (1993), a
producdo microbiana, ou seja, a sintese de proteina microbiana, ndo deve ser
confundida com a Emic, uma vez que a Emic é independente da producao, de modo,
maior Emic n&o implica em maior producéo e vice-versa. Ainda segundo os autores,
se a meta € aumentar a sintese de proteina microbiana sintetizada e o seu fluxo
para o duodeno, aumentar a quantidade de MO fermentada no riumen parece ser
mais frutifero do que tentar aumentar a Emic.

Os valores médios observados para excre¢do urinaria de ureia (ExUU), N-
ureico no soro (NUS), N-ingerido, N-urina, N-fezes e balanco de nitrogénio (BN) sao
apresentados na Tabela 9.

Conforme indicado pelo contraste C1 (Tabela 9), verificou-se menores
concentracdes de NUS e ExUU (P<0,05) em animais que receberam o tratamento T1
(apenas silagem) em relacdo aqueles submetidos aos tratamentos T2, T3 e T4

(silagem + suplemento).

E consenso que ha correlagdo positiva entre as concentracdes de NUS e
ExUU (KOHN et al., 2005), as quais sao influenciadas pela porcentagem de PB na
dieta e consumo de nitrogénio (Van Soest, 1994). Desta forma, a menor
porcentagem PB na dieta e a menor quantidade de e N-ingerido observados para o
tratamento T1 proporcionaram menores concentragdes de NUS e ExUU, no citado
tratamento.

Concentracéo elevada de NUS seria um indicativo de utilizac&o ineficiente de
proteina bruta da dieta (Broderick, 1995), no entanto, os valores observados neste
experimento, independentemente do tratamento, n&o ultrapassaram os valores
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13,52 a 15,15 mg/dL de NUS, o qual, segundo Valadares et al. (1997),
corresponderia a maxima Emic e provavelmente representaria o limite a partir do
qual estaria ocorrendo perdas de proteina da dieta para novilhos zebuinos
recebendo ragdo com 45% de concentrado.

O tratamento T2 néo diferiu (P>0,05), dos tratamentos com adi¢édo de lipidio,
T2 e T3, em relagdo a concentracdo de NUS e ExUU, conforme indicado pelo
contraste C2 (Tabela 6). No entanto, tal resultado diverge de observacfes de Leng e
Nolan (1984), segundo os quais, os niveis de NUS seguem a concentracdo de
amonia no rumen. Apesar de significativa, as diferencas na concentracdo de aménia
no rumen foram pequenas, 3,64 e 2,6 mg/dL para os tratamentos T3 e T4,
respectivamente, em relacdo ao tratamento T2, de modo que, diferencas podem néo
ter sido detectadas para as concentracdes de NUS entre o tratamento T2 e os com
adicao de lipidios (T3 e T4).

Tabela 8 — Médias, erro padrdo (EP) e niveis de probabilidade para excrecéo
urinéria de ureia (ExUU), N-ureico no soro (NUS), N-ingerido, N-urina,
N-fezes e balanco de nitrogénio (BN) para bovinos suplementados ou
nao com diferentes fontes lipidicas.

Variaveis Tratamentos Contrastes
T1 T2 T3 T4 EP C1 C2 C3

mg/dl

NUS 528 11,35 14,54 12,49 0,89 0,0001 0,4414 0,7867
mg/kg/PV

ExUU 17,20 147,63 157,02 161,76 14,85 0,0001 0,0626 0,1210
g/dia

) N'. 52,80 148,87 139,20 134,40 5,78 0,0001 0,2166 0,3272

ingerido

N-urina 29,21 74,37 63,80 72,88 3,86 0,0001 0,1670 0,0770

N-fezes 14,34 36,49 47,12 37,34 3,42 0,0001 0,2399 0,0897
BN 9,25 37,94 28,28 24,18 4,78 0,0001 0,8397 0,3085

T1= silagem de milho (SM); T2= SM + concentrado (CON); T3 = SM + CON com 5% de lipidio na
dieta total na forma de 6leo de soja; T4= SM+ CON com 5% de lipidio na dieta total na forma de
soja grao moida.

C1=T1 vs os demais tratamentos; C2=T2 vs T3 e T4, C3= T3 vs T4.
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As excrecdes de nitrogénio, urinario e fecal, aumentaram (P<0,05) com a
inclusdo de concentrado a dieta, no entanto, estes apresentaram maior BN,
conforme indicado pelo contraste C1. Segundo Yan et al. (2007), o consumo e a
excrecdo, bem como, a quantidade de nitrogénio retido, sdo positivamente
relacionados com o consumo de matéria seca e energia, e negativamente
relacionado a proporcao de forragem.

N&o houve diferenga (P<0,05) entre o tratamento T2 e os tratamentos com
adicdo de lipidio, conforme indicado pelo contraste C2 para as excrec¢bes de
nitrogénio na urina e fezes, bem como, para o BN.

Uma das principais formas de evitar a perda de nitrogénio dietético é reduzir a
concentracdo de amOnia no rimen e aumentar a quantidade de proteina degradada
no ramen que é convertida em proteina microbiana. A concentracdo de aménia é
relacionada negativamente com a reciclagem de ureia para o rimen (KENNEDY e
MILLIGAN, 1980), de modo que, a reducdo na concentracdo de amoénia no rumen,
poderia aumentar a reciclagem de ureia para o rumen, e seu maior sequestro para a
sintese de proteina microbiana.

Kiran et al. (2009), ao adicionar 6% de 0Oleo de girassol na dieta de ovinos,
relataram reducdo 3,74 e 3,31 mg/dL na concentracdo de amonia no rumen,
respectivamente, em dietas com 10 e 15% de proteina, e maior reciclagem de ureia
enddgena, a qual foi principalmente utilizada para sintese de proteina microbiana,
COomo consequéncia, a excre¢ao de nitrogénio na urina reduziu.

Apesar das reducdes na concentracdo de amdnia no raimen observadas neste
experimento de 3,64 e 2,46 mg/dL para os tratamentos T3 e T4, respectivamente,
em relacdo ao tratamento T2, terem sido proximas as observadas por Kiran et al.
(2009), ndo houve na reducéo na excrecdo de N na urina, quando comparado com o
tratamento T2, sendo a urina a principal forma de excrecdo de nitrogénio observada
para todos os tratamentos.

Ikwuegbu e Sutton (1982), ao forneceram niveis crescentes de Oleo de
linhaca a ovinos observaram reducao linear na excrecdo de n-urina, reduzindo em
até 33% a excrecdo de N na urina no maior nivel de lipidio. No entanto, de forma
semelhante a este experimento, o BN ndo mudou em virtude do aumento linear da

excrecao N nas fezes.
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Para que possa haver diferenca na retengdo de nitrogénio mudancas na
excrecdo de nitrogénio na urina devem ser acompanhadas por reducdo ou
manutencdo na quantidade de nitrogénio excretado nas fezes e vice-versa, de modo
gue, alteracdo apenas na via de excrecao de nitrogénio ndo resulte em mudancas
no BN.

Embora tenha havido aumento na excrecdo de nitrogénio, quando se
adicionou suplemento e nao tenha havido influéncia da adi¢cdo de lipidios, sendo
mais elevado para animais suplementados, o BN foi positivo em todos os
tratamentos, o que indica adequado balanceamento de proteina e energia nas dietas
e auséncia de mobilizacdo de reservas corporais, mesmo para dietas constituidas

apenas por silagem de milho.
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5. CONCLUSOES

A amostra spot ndo permite estimar a sintese de proteina microbiana, com
base na excrecédo urinaria de derivados de purinas, sendo necessario coleta total de
urina, que pode ser realizada por um periodo de 24 horas.

A suplementacdo energética, com ou sem adicdo de lipidios, pode ser
utiizada como estratégia para aumentar a sintese de proteina microbiana, em

bovinos recebendo dieta a base de silagem de milho.
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