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INFLUENCIA DA SUPLEMENTACAO COM PROTEINA NAO-DEGRADAVEL NO
RUMEN SOBRE O CONSUMO, METABOLISMO E MICROBIOTA RUMINAL DE
BOVINOS NELORE RECRIADOS A PASTO NO PERIODO DAS SECAS

RESUMO - Este experimento teve como objetivo avaliar a influéncia da
suplementacdo com nitrogénio nao proteico (NNP) ou com proteina ndo degradavel
no rumen (PNDR) sobre o consumo, digestibilidade de nutrientes, parametros
ruminais e sanguineos, utilizacdo de aminoécidos e microbiota ruminal de bovinos
Nelore recriados a pasto no periodo das secas. Foram utilizados 8 novilhos Nelore
(263+48,69 kg de peso corporal), alocados em piquetes de Urochloa brizantha cv.
Xaraés, dispostos em quatro quadrados latinos 2 x 2 (2 tratamentos e 2 periodos)
balanceados para efeitos residuais. Foram utilizados dois tipos de suplementagéo: sal
mineral e ureia como fonte de NNP; ou gliten de milho como fonte de PNDR com
adicao de sal mineral. O consumo e digestibilidade ndo foram influenciados pelo tipo
de suplementacéo utilizada (P > 0,05). Exceto, o consumo de FDN, o qual foi menor
nos animais que receberam SGM (P = 0,0464). Animais suplementados com PNDR
apresentaram maior proporgcdo isoButirato, isoValerato e Valerato no ambiente
ruminal (P < 0,05). A Pmic e a eficiéncia de sintese de proteina microbiana (EPBmic)
foram similares nos animais alimentados com diferentes suplementos (P > 0,05). A
fonte de PNDR no suplemento néo influenciou os estimadores de diversidade, indices
de riqueza e composicéo total de bactérias e Archaeas. Apenas o filo Firmicutes foi
mais abundante no rimen de animais suplementados com SMU (P = 0,0188). O uso
de PNDR estimulou uma mudanca na abundancia de bactérias como Eubacterium
ruminantiun, Ruminococcus.spp, Papillibacter.spp, e a familia Christensenellaceae, o
que aumentou a propor¢cdo de isoButirato, isoValerato e Valerato no ramen, e a
funcionalidade, para utilizacdo de aminoacidos como fonte de energia para
manutencdo dos microrganismos e fonte de N para produgcdo de Pmic através da
reciclagem. O fluxo de AA nao foi influenciado pelo suplemento utilizado no
experimento (P > 0,05). O fluxo de AA de origem microbiana e o fluxo de AA
provenientes da PNDR também n&o foram influenciados pelo suplemento (P > 0,05),

da mesma forma que a digestibilidade e absor¢cdo n&o obtiveram diferenca



significativa (P > 0,05). Animais suplementados com PNDR apresentaram maior
quantidade dos AAs isoleucina, treonina e cistina na composi¢cdo sanguinea (P <
0,05). Os suplementos afetaram a albumina presente no soro sanguineo de animais
recebendo NNP, que apresentaram menor concentracdo dessa proteina (P < 0,05).
Embora tenha sido observada essa maior concentracdo sanguinea de isoleucina,
treonina e cistina, a suplementagcdo com PNDR n&o aumentou a eficiéncia de
utilizacao do N pelos animais alimentados com pastos de gramineas tropicais durante
o periodo seco. Assim como a suplementacdo com NNP néo resultou em aumento de
AA proveniente da Pmic no duodeno.

Palavras-chave: Bactérias, digestibilidade, fermentacéo ruminal, glaten de milho 60
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INFLUENCE OF RUMEN UNDEGRADED PROTEIN SUPPLEMENTATION
ON INTAKE, METABOLISM AND RUMINAL MICROBIOTA OF NELLORE CATTLE
GRAZING IN THE DRY SEASON

ABSTRACT - This experiment aimed to evaluate the influence of supplementation with
non-protein nitrogen (NNP) or ruminal undegradable protein (RUP) on intake,
digestibility of nutrients, ruminal and blood parameters, use of amino acids and ruminal
microbiota in Nellore cattle reared on pasture in the dry period. Eight Nellore steers
with 263 + 48.69 kg of body weight were used, allocated on pasture of Urochloa
brizantha cv. Xaraés, arranged in four 2 x 2 Latin squares (2 treatments and 2 periods)
balanced for residual effects. Two types of supplementation were used: mineral salt
and urea; or corn gluten as a source of RUP with the addition of mineral salt. Intake
and digestibility were not influenced by the type of supplement used (P> 0.05). Except
for the NDF consumption, which was lower in the animals that received gluten (P =
0.0464) Animals supplemented with gluten showed a higher proportion of isoButyrate,
isoValerate and Valerate of these acids in the rumen environment (P <0.05). The time
influenced all ruminal fermentation parameters evaluated (P <0.05). Pmic and
efficiency of microbial protein synthesis (EPBmic) were similar in animals fed different
supplements (P> 0.05). The source of RUP in the supplement did not influence the
diversity, wealth index and total composition of bacteria and Archaeas. Only the
phylum Firmicutes was more abundant in the rumen of animals supplemented with
SMU (P = 0.0188). The AA flow was not influenced by the supplement used in the
experiment (P> 0.05). The flow of AA of microbial origin and the flow of AA from RUP
were also not influenced by the supplement (P> 0.05), in the same way that
digestibilities did not obtain significant difference (P> 0.05). Animals supplemented
with SGM showed a greater amount of AAs isoleucine, threonine and cystine in the
blood composition (P <0.05). The supplements affected the albumin present in the
blood of animals receiving SMU, which had a lower concentration of this protein (P
<0.05). The use of RUP stimulated a change in the abundance of bacteria such as
Eubacterium ruminantiun, Ruminococcus.spp, Papillibacter, and Christensenellaceae,

which increased the proportion of isoButyrate, isoValerate and Valerate in the rumen,



Vi

and the functionality, for use of amino acids as a source of energy for the maintenance
of microorganisms and a source of N for the production of Pmic through recycling.
Supplementation with urea resulted in an increase in the abundance of the phylum
Firmicutes. RUP supplementation in this study did not result in a greater flow of amino
acids to the duodenum, but resulted in a higher content of isoleucine, threonine and
cystine in the blood of the animals that received this in the diet. Although this higher
blood concentration of these AA was observed, supplementation with RUP did not
increase the efficiency of N use by animals fed with tropical grass pastures during the
dry period. Just as supplementation with NNP did not result in an increase in AA from
Pmic in the duodenum.

Keywords: Bacteria, digestibility, rumen fermentation, corn gluten 60



CAPITULO 1- Consideragdes gerais

1.1. Introducéo

A produgéo de animais a pasto representa 86% dos abates brasileiros, com
uma area ocupada de 162,53 milhdes de hectares (ABIEC, 2020), sendo uma das
espécies forrageiras que se destaca nesta producao a Urochloa brizantha, com énfase
para as cultivares Marandu, Piatd e Xaraés (Jank et al., 2013). Adicionalmente, a
producéo forrageira é afetada pela sazonalidade climética, onde durante o periodo
chuvoso se tem maior produtividade e qualidade das forrageiras, e no periodo das
secas héa reducéo da qualidade (alto teor de MS e de fibra, reduzido teor proteico e
digestibilidade) e possivelmente da quantidade (altura do dossel, relagdo folha x
colmo) de forragem (Moraes et al., 2006). Neste cenéario das secas, as forrageiras
podem ter valores de proteina bruta abaixo de 7% (Reis et al., 2005).

A baixa qualidade da forragem (reduzido teor proteico e elevada lignificacédo)
resulta em menor digestibilidade da fibra e producéo de acidos graxos de cadeia curta
devido a limitacdo da atividade microbiana (Minson, 1990). Neste cenario, 0s
microrganismos ndo obtém o N necessario para seu crescimento apenas com a
ingestdo do pasto, devido a isso ha a necessidade da suplementacdo com fontes
proteicas (Poppi e McLennan, 1995), para que a proteina metabolizavel ndo seja
prejudicada.

A proteina metabolizavel é suprida em sua maioria pela Pmic e a PNDR, sendo
utilizada para a mantenca e producédo animal (Hanigan et al., 2018). Essa proteina
metabolizavel quando possui um perfil de aminoacidos de alta qualidade, aumenta a
eficiéncia de utilizacdo proteica e reduz a excrecéo de nitrogénio (Alves, 2004).

Entender a fung&o da proteina para o ruminante, além de conhecer sua taxa de
degradacdo e composicdo aminoacidica, ajuda a formular racbes com menor
excrecdo de nitrogénio para o solo, além de aumentar a eficiéncia de sintese
microbiana (Ribeiro et al., 2015), esse entendimento leva a uma melhor utilizacao dos
aminoacidos da dieta.

As fontes de PNDR podem ser digeridas e absorvidas no intestino do animal,

sendo que algumas podem nao ser aproveitadas sendo entdo excretadas nas fezes,



mas a PNDR digerida pode levar a um melhor aproveitamento de aminoacidos pelo
ruminante e reduzir as perdas de N através da urina (Ribeiro et al., 2014). Algumas
fontes proteicas que tém sua degradacdo ampliada a nivel ruminal podem levar a
maior sintese de proteina microbiana a qual gera maior aporte de aminoacidos
microbianos para o intestino e acidos graxos para o metabolismo de energia (Detmann
et al., 2004).

O fluxo e qualidade da proteina bruta (PB) que chega ao intestino varia de
acordo com a Pmic e PNDR e suas digestibilidades (Clark et al., 1992), de modo que
as fontes proteicas entdo afetam o fluxo e a qualidade da proteina digestivel. O
desenvolvimento da nutricdo animal permite o equilibrio de AA na dieta para se
melhorar a eficiéncia de utilizacéo de proteina (Schwab, 2010), porém o conhecimento
do fluxo de AA e digestibilidade podem melhorar ainda mais os modelos de nutricao.
Alguns autores demonstram que além da proteina, a energia pode ser um limitante
para 0os microrganismos e tém associado a velocidade de liberagéo de N e energia
(através da degradacdo de carboidratos) para uma melhor eficiéncia dos
microrganismos e aumento da Pmic (Prado et al., 2004; Zeoula et al., 2006; Caldas
Neto et al., 2007; Caldas Neto et al., 2008).

1.2. Suplementacao proteica de bovinos em pastagens tropicais

A Urochloa brizantha € uma das espécies forrageiras mais utilizadas no Brasil
e um exemplo desta € o cultivar Xaraés, o qual possui alta producdo, mas apresenta
maior resisténcia ao cisalhamento (que pode influenciar a degradacéao da forragem na
digestdo) diminuindo o consumo dos animais, com valor nutritivo menor ao do cultivar
Marandu (Torres et al., 2001; Valle et al.,, 2004). Fato que pode ocorrer devido a
anatomia de diferentes plantas forrageiras, logo que Lempp (2013) em seu estudo
verificou que o arranjo do esclerénquima, tecido de sustentacdo das plantas, do
cultivar Xaraés possui como caracteristica a lignificacdo. Forrageiras que apresentam
esta caracteristica tém o seu potencial qualitativo prejudicado, pois ela afeta a
degradacédo ruminal e digestibilidade da planta pelos ruminantes. Devido a isso, a
suplementacdo € uma ferramenta de extrema importancia para animais mantidos

nestes pastos.



A suplementacdo de bovinos em pastagens pode ser definida como o ato de
fornecer nutrientes para o sistema, isso pode causar mudancas na produgao seja no
consumo, aporte de nutrientes e/ou energia (Paulino et al.,, 2004). Ela € uma
ferramenta para o suprimento de nutrientes limitantes, assim como a melhoria na
eficiéncia de uso de forrageiras (Poppi e Mclennan, 1995). Essa suplementacao pode
ser aditiva ou substitutiva entre pasto e suplemento, a primeira € a qual o suplemento
fornecido possui efeito adicional ao consumo de forrageira, ndo prejudicando o
mesmo, e dando maior aporte de nutrientes, ja a substitutiva faz com que o animal
ingira o suplemento e diminua significativamente o consumo de forragem (Moore et
al., 1980).

A suplementacdo de bovinos mantidos em pastagens nas secas tem por
objetivo complementar a alimentacdo animal e suprir as deficiéncias da forrageira no
periodo (Geron et al., 2012), podendo auxiliar no aproveitamento da pastagem através
da acdo dos microrganismos que utiizam amonia para seu desenvolvimento e
degradam a forragem para sintese proteica e producéo de acidos graxos no ramen,
fornecendo proteina e energia ao animal (Costa et al., 2015).

No periodo de secas 0 nitrogénio € o maior limitante se comparado a outros
nutrientes, assim o fornecimento de formulagbes que supram esse nutriente é de
grande importancia (De Carvalho et al.,2011; Jayme et al., 2013; Neto e Paulino,
2000). Neste periodo as forrageiras podem apresentar valores de proteina abaixo de
7% MS e alta fibra, o que pode limitar o consumo caso nao haja uma suplementacao
para suprir as deficiéncias (Reis et al.,, 2005), além de limitar a atividade dos
microrganismos afetando digestibilidade da forragem (Detmann et al, 2004). Assim,
€ recomendado que seja realizada suplementacdo proteica desde que se tenha
disponibilidade energética (Reis et al., 2009).

Bento et al. (2016) mostraram que novilhos ingerindo feno de Tifton 85
(Cynodon sp.) com 9,8% de PB na MS recebendo infusdo de caseina como fonte de
PDR diretamente no ramen obtiveram maior estimulo da fermentagdo ruminal em
relacdo aos animais que a receberam no abomaso, devido a caseina infundida, tendo
assim mais amonia disponivel a nivel ruminal para aproveitamento pelos
microrganismos, favorecendo seu crescimento, além de 6,1% mais proteina

microbiana. Esse fato possui grande importancia no consumo e melhor digestibilidade



de forragens de baixa qualidade (Detmann et al., 2011; Souza et al., 2010), devido ao
crescimento das bactérias celuloliticas, as quais necessitam da aménia como
substrato.

No entanto, quando a suplementacdo com PDR é fornecida em excesso, a
amonia sera absorvida via parede ruminal sendo levada até o figado onde seré
metabolizada a ureia e uma parte da mesma acaba sendo eliminada via urina (Butler,
1998) e se transforma em gases (como Oxido nitroso e amodnia), afetando a
sustentabilidade do sistema (Lobley et al., 1995).

Por outro lado, quando bovinos, em pastos de baixa qualidade, sé&o
suplementados com fonte de PNDR o aporte de N da dieta no rimen € reduzido e a
reciclagem se faz necessaria para manutencao da microbiota (Detmann et al., 2010,
Naves et al., 2010). A reciclagem € uma funcédo de grande prioridade para que 0s
microrganismos tenham fornecimento continuo de N como uma estratégia de
sobrevivéncia (Egan, 1965; Van Soest, 1994). O nitrogénio amoniacal ruminal
segundo Preston (1986) na concentracdo de 5 mg/100 mL de liquido ruminal sao
suficientes para crescimento microbiano, porém Detmann et al. (2009) demonstrou
gue em forrageiras tropicais valores de 15 mg/dL podem maximizar a ingestao de
fibra.

1.2.1. Perfil de aminoacidos da proteina metabolizavel por ruminantes

A proteina ingerida pelo ruminante ao entrar em contato com o ambiente
ruminal é identificada pelos microrganismos, posteriormente sofrem a acdo das
proteases sendo quebradas em oligopeptideos, os quais poderdo sofrer acdo das
oligopeptidases gerando peptideos e aminoacidos livres (Socreppa, 2020). Esses
altimos vao para o interior das bactérias e podem sofrer degradacao dos peptideos e
AA, ser incorporados na proteina microbiana ou deaminados em amonia para sintese
proteica (Santos e Mendonga, 2011).

Os AA que sédo disponiveis para o aproveitamento dos ruminantes sdo produtos
da Pmic, PNDR (proteina metabolizavel) que chega ao intestino e sua digestibilidade
(Tigmeyer, 1990). A composi¢cado de AA presente na Pmic é considerada constante

(Clark et al., 1992) e com excelente perfil de aminoacidos (NRC, 2001). Porém, dietas
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ricas em PNDR podem afetar a eficiéncia de producéo de Pmic e o fluxo de AA de
origem microbiana para o intestino (Cecava et al., 1991).

No entanto, Souza et al. (2020) encontraram que a composicao de aminoacidos
da Pmic variou de acordo com o perfil de aminoacidos da dieta ofertada. Assim, é
eminente que informacdes mais especificas da composi¢do de aminoacidos da Pmic
auxiliaria na precisdo do fornecimento de AA para bovinos (Sok et al.,, 2017), a
digestibilidade destes AA da Pmic também € importante para se conhecer a qualidade
da proteina que chega ao intestino para absorcéo (Clark et al., 1992).

O entendimento dos fatores que afetam a eficiéncia dos microrganismos
ruminais em capturar N no meio e como consequéncia sua transformacao na taxa e
extensdo da desaminacdo dos aminoacidos, esta ligado ao controle dos
microrganismos especificos (Calsamiglia et al., 2010), para intensificar a producéo de
Pmic.

Quando se utiliza a PNDR para suprir as exigéncias de aminoacidos pelos
ruminantes deve-se, porém, levar em conta o balanco de aminoacidos desta fonte
(Borucki et al., 2008). O perfil de AA e digestibilidade de cada AA da PNDR possui
ampla variagdo em cada alimento e dentro deles (Mjoun et al., 2010). Dentre as fontes
de PNDR temos o gluten de milho, um subproduto do milho que resulta da moagem
Umida com adicdo de dioxido de enxofre para producdo de amido e apresenta
aproximadamente 60% PB (Teklebrhan et al., 2020). Apos a limpeza do milho o grdo
permanece em solucdo acida e aquosa a 50°C com dioxido de enxofre por 40 horas
para a separacdo do amido e das proteinas, através desta solugdo ocorre o
amolecimento do milho para a separacdo do gérmen, gliten e amido, através de
peneiras e centrifugacdo, gerando uma solucdo concentrada que é seca a 90°C em
média para posteriormente realizar a moagem produzindo assim o glaten de milho
(Santos, 2004).

Em relacdo ao perfil aminoacidico o gluten, assim como o milho, tem como AA
limitante a lisina (Batista et al., 2016) e elevado teor de metionina (Fernandes, 1998).
Mas, apesar de ter alta proporgédo proteica ndo possui padrédo da composi¢cdo de
aminoacidos, por ser um subproduto (Zhuang et al., 2013). E entéo, o gluten pode ter

elevado teor de outros aminoacidos ou ndo em diferentes lotes. De acordo com 0s



dados de composicdo dos alimentos, o gluten de milho 60 possui 90,55% de MS,
63,96% de PB, 36% de PDR e 60,13% de PNDR (Valadares Filho et al., 2020).

Vista a influéncia do perfil de AA na proteina metabolizavel sobre a utilizacao
de N pelo animal, € de suma importancia a compreensédo do metabolismo de AA, o
que leva a um melhor entendimento dos requisitos aminoacidicos (Zhao et al., 2020).
O uso de formulacéo de dietas considerando o perfil aminoacidico do alimento e da
Pmic, através do conhecimento da composicdo de AA limitantes ou ndo, e 0 seu
aproveitamento considerando a exigéncia do animal seria a solucdo para se ter uma
dieta mais eficiente, que melhore o desempenho animal e diminua a excre¢ao de N
no solo (Abbasi et al., 2018).

1.2.2. Impacto da proteina sobre a diversidade microbiana ruminal

A dieta ofertada aos animais pode ter diferentes fontes de N, seja ele proteico
ou nhitrogénio nao proteico (NNP) e a capacidade dos microrganismos para utilizar
esse ultimo vai depender da degradacao dos carboidratos do alimento ingerido, para
gerar energia, a qual é necessaria ao crescimento microbiano (Alves et al., 2010). A
compreensao do microbioma do rimen € complexa gracas as inter-relacdes entre 0s
microrganismos (Russell e Hespell, 1981).

Os ruminantes em si ndo possuem a capacidade de produzir enzimas que
degradem a fibra ingerida, assim 0s microrganismos presentes no rimen Sao
extremamente importantes para que haja um aproveitamento adequado do alimento,
através do processo de fermentacdo (Wlodarski, 2017). Os ruminantes em seu
desenvolvimento tiveram a adaptacdo de seu trato digestivo para o melhor
aproveitamento dos carboidratos fibrosos (principalmente celulose e hemicelulose)
usando-o0s como uma fonte de energia e dos compostos nitrogenados (como a ureia)
como fonte proteica (Valadares Filho e Pina, 2006). Os microrganismos presentes no
rimen e o ruminante vivem em uma relacdo de simbiose onde os primeiros convertem
amoOnia e carboidratos estruturais em proteinas e acidos graxos de cadeia curta
(AGCC’s) respectivamente, vitaminas, entre outros nutrientes, atraves da
fermentacao, para que o ruminante possa assim produzir carne, leite ou 1a (Kamra,
2005).



Os microrganismos possuem grande importancia no rimen para o metabolismo
de energia e proteina para o animal e também s&o essenciais para evitar a intoxicacao
ruminal (Weimer, 1998). Portanto, o estudo das bactérias ruminais e do
aproveitamento de nitrogénio pelas mesmas tem ganho cada vez mais importancia
cientifica. Logo que, em varias dietas os AA de origem microbiana sdo grande parte
dos AA que chegam ao intestino, assim a eficiéncia do crescimento microbiano possui
alta importancia para os ruminantes (Russell et al., 1992).

A populacdo ruminal como se sabe é a responsavel pela fermentacédo do bolo
alimentar e é formada por uma vasta populacdo de diversos microrganismos como:
bactérias, fungos, protozoarios, archaeas e virus (Russell, 2002). Sabe-se que dos
microrganismos presentes no rimen as bactérias e 0s protozoarios representam mais
de 90% da biomassa total, onde as bactérias sdo as mais estudadas (Weimer, 2015),
mas essa propor¢ado pode variar com a dieta, espécie, saude do ruminante (que pode
afetar as condi¢cfes ruminais tais como: temperatura, pressao osmotica e motilidade),
composicdo da dieta e idade (Welkie et al., 2010). Apesar desta proporcao ser
variavel as bactérias sdo essenciais para que o ruminante tenha uma boa saude e
consequentemente producéo (Welkie et al., 2010). De Jesus et al. (2019) demonstram
que nos resultados de diversidade bacteriana a maior comunidade presente no
ambiente ruminal de bovinos zebuinos em sistema de pastejo é o filo Firmicutes,
seguido do Bacteroidetes e Proteobacteria. Fato que confirma que Firmicutes e
Bacteroidetes sdo de suma importancia no metabolismo de animais alimentados com
forrageiras tropicais.

A grande maioria das bactérias presentes no rimen sao proteoliticas, mas a
maior parte da aménia produzida no ambiente € produzida pelas bactérias conhecidas
por hiperprodutoras de amobnia (Krause e Russell, 1996), essas fermentam
aminoacidos para obtencéo de energia (James et al., 1988, Chen e Russell, 1989), a
sua alta desaminacdo faz com que as bactérias hiperprodutoras sejam importantes
também para a reciclagem de nitrogénio (Chen e Russell, 1989).

A dieta pode afetar a populacado microbiana de diversas maneiras, Zhou et al.
(2017) trabalhando com animais em terminagcdo com trés diferentes niveis de uréia
(0%, 0,8% e 2% na MS) avaliaram os efeitos da ureia sobre a composi¢cao microbiana

e archaeal do rumen, e verificaram que na suplementacdo com 2% de ureia houve o



aumento em abundancia do género Methanobrevibacter.spp gracas a sua capacidade
de crescer de forma rapida sendo hidrogenotrofica, e afetou negativamente a
abundancia dos géneros bacterianos, Butyrivibrio.spp e Coprococcus.spp devido a
reducdo de FDN (fibra em detergente neutro) e FDA (fibra em detergente acido) dos
tratamentos. O desenvolvimento de bactérias celuloliticas, onde as de maior
importancia sdo a Butyrivibrio fibrisolvens, Ruminococcus albus, Ruminococcus
flavefaciens e Fibrobacter succinogenes, tem como um dos substratos principais para
0 seu crescimento os acidos graxos de cadeia ramificada (Dehority, 2004), gerando
como produtos o acetato, succinato, formato, butirato, H> e CO2 (Wlodarski et al.,
2017). As familias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae sdo de extrema importancia
por serem altamente especializadas na degradacdo de celulose complexa e
hemicelulose da forrageira (Biddle et al., 2013). Essas bactérias responsaveis pela
degradagcdo da fibra sdo de crescimento lento e sédo altamente dependentes
principalmente de amonia, isovalerato, isobutirato e 2-metilbutirato para sintese
proteica em dietas de alta fibra (Russell e Sniffen, 1984).

Larue et al. (2005) e Yu et al. (2006) encontraram eubactérias aderidas as
particulas da biomassa ruminal de linhagens do filo Firmicutes que estéo relacionadas
a espécies que usam AA e peptideos, resultando em diminuicdo da atividade da
desaminase no ramen.

Outro grupo extremamente importante nos ruminantes € o de archaeas
metanogénicas que auxiliam na estabilizacdo e manutencéo das atividades no rimen
(Janssen e Kirs, 2008). Esses microrganismos quando no rimen ha alta producéo de
H2 utilizam esse composto para produzir CHas, auxiliando nos processos fermentativos
(Krumholz et al., 1983).

Wu et al. (2020) trabalhando com caprinos em crescimento e utilizando o glaten
de milho para substituir o milho moido da dieta verificaram elevagéo do pH ruminal
(devido a diminuicdo do teor de amido), aumento da degradacdo de proteina em
amonia (resultado do maior conteudo e digestibilidade proteica) e diminuicdo da
sintese microbiana e do nimero de bactérias ruminais (essa mudanga pode ter sido
contribuida pelo amido inferior que gerou falta de energia para o desenvolvimento das

bactérias no ramen).



Em estudos que utilizaram vacas leiteiras Belanche et al. (2012), avaliaram o
efeito da dieta sobre a fermentagdo ruminal com niveis de proteina que atendiam o
requerido pelo animal em 110% ou 80%, e observaram que quando o nivel de proteina
foi abaixo do exigido houve uma diminuicdo substancial na diversidade microbiana
ruminal, abundancia ruminal de bactérias totais, fungos anaerébios, metanégenos, e
a maioria das bactérias celuloliticas, isso devido a falta de substrato para o
desenvolvimento das mesmas.

Alves et al. (2020), avaliaram o perfil microbiano de bovinos Nelore associado
a retencdo dos animais verificaram que a rigueza do microbioma ruminal foi menor no
grupo de animais de alta retencao de N, de modo que a composi¢cao microbiana deste
grupo é mais especializada para utilizacdo de N e também menos complexa. Wang et
al. (2019) estudaram cabras e a forma que a microbiota do trato gastrointestinal destes
animais afetam a eficiéncia de utilizacado de N, onde os animais foram divididos em
dois grupos (alta ou baixa eficiéncia de utilizagdo de N), os resultados indicaram que
0 grupo de alta eficiéncia tinha menor concentracdo de nitrogénio amoniacal, o que
indica maior taxa de sintese de Pmic e consequentemente menor perda de N na forma
de ureia.

A genbmica e a biologia molecular proporcionam atualmente um conhecimento
mais profundo em relacdo a estrutura e funcdo dos microrganismos (Firkins et al.,
2007). Recentemente estudos acerca do potencial funcional da microbiota ruminal
vém sendo desenvolvidos utilizando caminhos da Enciclopédia de Genes e Genomas
de Kyoto (KEGG) (Ogunade et al.,, 2019), esses ajudam a entender como as
comunidades microbianas atuam no metabolismo dos ruminantes através da
identificacdo das vias dominantes do microbioma que demonstra a importancia dos
microrganismos para cada fung&o no ruminante. Lopes et al. (2015) estudando o perfil
funcional de ovelhas em diferentes idades encontraram que mesmo em animais com
diversidade nas comunidades bacterianas entre si o padréo funcional era semelhante.

Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos em torno da microbiologia ruminal
com o objetivo de se ter o melhor aproveitamento da dieta fornecida aos animais
levando em conta a degradacéo, fermentacéo e digestédo do que foi ingerido (Weimer,
2011). Esses estudos auxiliaram no melhor entendimento e conhecimento da

populacdo de microrganismos presentes no compartimento ruminal e
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consequentemente na formulagdo de dietas mais eficientes, o que gera maiores
ganhos e menores perdas ao produtor, além disso a diminuicdo de perdas gera uma
producdo mais sustentavel (Morgavi et al., 2013). Devemos analisar e considerar a
comunidade microbiana ruminal como um todo, pois esta estrutura que ditara o

metabolismo do animal (Firkins et al., 2007).

2. Objetivo

Objetivou-se avaliar a influéncia da suplementagéo com nitrogénio néo proteico
(NNP) ou com proteina ndo degradavel no rumen (PNDR) sobre o consumo,
digestibilidade de nutrientes, parametros ruminais e sanguineos, utilizacdo de
aminoacidos e microbiota ruminal de bovinos Nelore recriados a pasto no periodo das

Secas.
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CAPITULO 2 - Suplementag&o com nitrogénio ndo proteico ou proteina néo-
degradavel no rumen e seu efeito no metabolismo e diversidade microbiana

ruminal em novilhos Nelore recriados em pastos de baixa qualidade

RESUMO: Este estudo avaliou a influéncia da suplementacdo com nitrogénio
nao proteico (NNP) ou proteina ndo degradada no rumen (PNDR) sobre o consumo,
digestibilidade de nutrientes, metabolismo e microbiota ruminal de bovinos recriados
a pasto no periodo das secas. Foram utilizados 8 novilhos Nelore com
aproximadamente 263 + 48,69 kg de peso corporal, canulados no rimen e duodeno,
alocados em piquetes de Urochloa brizantha cv. Xaraés entre os meses de setembro
e outubro de 2018, dispostos em quatro quadrados latinos 2 x 2 (2 tratamentos e 2
periodos) balanceados para efeitos residuais. Foram utilizados dois tipos de
suplementacao: sal mineral e ureia, onde esta foi fornecida para atender a 50% da
PDR requerida (SMU); ou glaten de milho (0,3% do peso corporal) como fonte de
PNDR (GLU) com adicao de sal mineral. O consumo néo foi influenciado pelo tipo de
suplementacao utilizada (P > 0,05). Exceto, o consumo de FDN, o qual foi menor nos
animais que receberam GLU (P = 0,0464). O suplemento influenciou a proporcao
ruminal de isoButirato, isoValerato e Valerato; animais suplementados com GLU
apresentaram maior proporcao destes acidos no ambiente ruminal (P < 0,05). O tempo
influenciou todos os parametros de fermentacdo ruminal avaliados (P<0,05). A fonte
de PNDR no suplemento nédo influenciou os estimadores de diversidade, indices de
riqgueza e composicao total de bactérias e Archaeas. Apenas o filo Firmicutes foi sendo
mais abundante no rimen de animais suplementados com SMU (P = 0,0188). O uso
de PNDR estimulou uma mudanca na abundéancia de bactérias como Eubacterium
ruminantiun, Ruminococcus.spp, Papillibacter, e Christensenellaceae, aumentando
isoButirato, isoValerato e Valerato no rimen, e a funcionalidade, para utilizagdo de
aminoacidos como fonte de energia para manutengédo dos microrganismos e fonte de
N para producéo de Pmic através da reciclagem. A suplementacdo com ureia resultou
em aumento na abundancia do filo Firmicutes.

Palavras chave: amonia, bactérias ruminais, glaten de milho, nitrogénio, ureia.
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1. Introducéo

As forragens de clima tropical sdo um desafio a producao de bovinos, sobretudo
no periodo de estiagem, onde a qualidade da forragem é afetada, resultando em
baixos teores de proteina bruta (PB) e maior fracao indigestivel (Lazzarini et al., 2009).
Dietas que possuem niveis abaixo de 7% de PB afetam a atividade de microrganismos
no ambiente ruminal (Poppi e McLennan, 1995; Lazzarini, 2007; Sampaio et al., 2009;
Hoffmann et al., 2014), uma vez que os microrganismos dependem do N como
substrato para seu crescimento, limitando a degradacédo da fibra ingerida, causando
assim decréscimos no consumo de forragem pelos animais o qual é devido a menor
taxa de passagem causada pela baixa degradacao da forragem (Paulino et al., 2006)
e reducdo na digestibilidade dos nutrientes (Lazzarini et al., 2009). Assim, estudos tem
sugerido que introduzir compostos nitrogenados a dieta de ruminantes mantidos em
pastagens de baixa qualidade, estimula a degradacdo da fibra ao proporcionar
nitrogénio amoniacal no rimen, composto fundamental para crescimento microbiano
(Satter e Slyter, 1974; Brooks et al., 2012).

A rigueza e abundancia da microbiota ruminal influencia a utlizagdo de
nutrientes pelos ruminantes, sendo que a composi¢cdo da microbiota ruminal é
influenciada pela dieta. Alves (2019) evidenciou maior reciclagem de N quando
utilizou o glaten como fonte proteica, isso se deve a sua menor por¢cdo de PDR.
Adicionalmente, este estudo demonstrou que a diversidade do microbioma é
associada a eficiencia de retencdo de N, onde maior abundéancia relativa de
Anaerohabdus.spp., Succinimonas.spp., Endomicrobium Other.spp. e
Eubacterium.spp. foi observada em animais de alta reteng&o de N (Alves et al., 2020).

As mudancas na atividade metabdlica no rimen podem estar relacionadas com
variacbes na abundéncia das populacdes de diferentes grupos bacterianos, neste
sentido novilhos alimentados com feno de Tifton 85 e suplementados com proteina
degradavel no raimen (PDR; caseina) apresentaram menor riqueza e diversidade de
algumas espécies do filo Bacteroidetes devido ao aumento da populacdo microbiana
que contém menos espécies envolvidas no metabolismo de proteina (Bento et al.,
2016). Outro grupo presente no ambiente ruminal é o de Archaeas metanogénicas,

as quais utilizam H2 presente no ramen para producdo de metano, em dietas com
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proteina de baixa degradacdo ruminal a producdo de metano é encontrada em
menores quantidades se comparada a dietas com N altamente fermentado no rimen,
influenciando assim a abundancia de Archaeas no rimen (Vanegas et al., 2017).
Estudos que elucidem como a PNDR afeta o metabolismo dos animais no
periodo das secas sdo necessarios para criar estratégias de suplementacdo para
animais de recria nesse periodo, entendendo o impacto da proteina utilizada sobre a
microbiologia ruminal. Deste modo a hipétese do presente estudo foi que o uso de
PNDR aumentaria a reciclagem de N para o rumen suprindo o N necessario para
sintese de Pmic, além de alterar composicédo microbiana e parametros fermentativos
ruminais. Objetivou-se avaliar a influéncia da suplementacdo com NNP ou PNDR
sobre o consumo, digestibilidade de nutrientes, metabolismo e microbiota ruminal de

bovinos Nelore recriados a pasto no periodo das secas.

2. Material e Métodos

Os procedimentos experimentais utilizados neste experimento, seguiram 0S
principios éticos da experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP — Campus de
Jaboticabal/SP (protocolo 16.688/16).

2.1. Local, animais e duragdo do experimento
O experimento foi conduzido em area pertencente ao Departamento de

Zootecnia da FCAV/UNESP, campus de Jaboticabal, entre os meses de setembro e
outubro de 2018.
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Tabela 1. Dados meteorolégicos médios observados mensalmente durante o periodo

experimental

Ve Precipitacao Tmax Tmin Tmed
és

(mm) (°C) (°C) (°C)
Setembro 64,9 30,7 16,7 22,9
Outubro 157,0 31,1 19,5 24,4

Tmax: temperatura maxima; Tmin; temperatura minima; Tmed: temperatura média; UR: umidade
relativa do ar; ND: nimero de dias com chuva. Dados obtidos através da Estacao Agroclimatolégica —

Unesp de Jaboticabal.

A é&rea experimental consistia em 22 ha de Urochloa brizantha cv. Xaraés,
dividida em 12 piquetes dos quais foram utilizados somente 8 piquetes de 1,8 hectares
cada, com a altura de forragem média de 28,7 cm de altura). Foram utilizados 8
novilhos da raca Nelore com aproximadamente 263 + 48,69 kg de peso corporal,
canulados no rumen e duodeno, dispostos em quatro quadrados latinos 2 x 2 (2
tratamentos e 2 periodos) balanceados para efeitos residuais. Foi mantido um animal
em cada piquete experimental com bebedouro automatico e cocho coberto para oferta
de suplemento.

2.2. Dietas experimentais

Foram avaliados dois tipos de suplementacdo em pastagem de Urochloa
brizantha cv. Xaraés: suplementagcdo com sal mineral e ureia, onde esta foi fornecida
para atender a 50% da PDR requerida (SMU); ou suplementacédo com gluten de milho
(0,3% do peso corporal) como fonte de PNDR (GLU) com adicdo de sal mineral
(Tabela 2). Os suplementos foram fornecidos com o objetivo de um ganho médio diario
(GMD) de 0,350 kg (Exigéncias (kg / dia): MS = 4,58 kg, NDT = 2,82 kg/MS, PB = 0,56
kg/MS, PDR = 67,86 % da PB, de acordo com Valadares Filho et al. (2016).

O pasto foi amostrado a cada 28 dias por meio de pastejo simulado. Amostras
de cada suplemento foram retiradas a cada trés dias. As amostras dos alimentos
foram avaliadas quanto aos teores de matéria seca (MS; método 934,01), matéria
organica (MO; método 942,05), extrato etéreo (EE; método 954,02) de acordo com

recomendacdes da AOAC (1995). Os teores de fibra em detergente neutro (FDN)
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foram determinados de acordo com Mertens (2002) e adaptado para Ankom200 Fiber

Analyzer, corrigido para cinza e proteina posteriormente. A fracao proteina bruta (PB)

foi obtida através do nitrogénio pelo método Kjeldahl conforme procedimentos da

AOAC (1995).

Tabela 2. Composicdo quimica da forragem e dos suplementos durante o periodo

experimental.

Forragem 1! Suplemento

SMU GLU SMU GLU
MS, %MN 74,68 76,51 59,00 91,21
MM, %MS 5,91 5,93 0,33 2,62
MO, %MS 94,10 94,07 99,67 97,38
PB, %MS 5,41 5,61 222,75 58,75
%PDR/PB 63,41 63,19 100 30,30
%PNDR/PB 36,59 36,81 - 69,70
EE, % MS 1,37 1,21 - 1,71
FDN, %MS 70,29 70,60 - 7,98
FDA, %MS 36,63 37,49 - 2,22
FDNi, %MS 29,77 30,75 - 1,71
FDNCcp, %MS 65,12 65,83 - -
FDNpd, %MS 40,51 39,85 - -
CNF, %MS 17,03 16,66 - 28,94

1 Composicdo médias da forragem, obtidas através da técnica de pastejo simulado em dois periodos;

SMU= Sal mineral com ureia; GLU = Suplementacao proteica com gliten de milho 60 e sal mineral; MS

= matéria seca, MM = matéria mineral, MO = matéria organica; PB = Proteina Bruta; FDN = Fibra

insolivel em detergente neutro; FDA = Fibra insoltvel em detergente acido; FDNi = fibra em detergente

neutro indigestivel; FDNcp = = Fibra insoldvel em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina;

FDNpd = Fibra em detergente neutro potencialmente digestivel; CNF = Carboidratos nédo-fibrosos: [100

- (PB+FDN+MM+EE)]. Os valores de proteina degradavel no rimen (PDR) e proteina ndo degradavel
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no rimen (PNDR) foram estimados segundo Santos et al. (2016), utilizando a degradabilidade da

forragem.

2.3. Amostragem do pasto e do suplemento

A massa de forragem foi estimada a cada 28 dias, para iSso mensurou-se a
altura média do dossel, por meio da leitura de 80 pontos em cada piquete, com auxilio
de bengala graduada. Sendo escolhidos cinco pontos com altura média que
representavam o piquete, os quais foram colhidos, a 5 cm de altura, toda a forragem
delimitada por uma moldura de 0,25 m?. As amostras colhidas foram pesadas e
separadas em: lamina foliar e colmo+bainha. Na sequéncia, as diferentes fracbes
foram secas em estufa com circulagéo de ar a 55°C por 72 horas. O peso seco final
foi multiplicado pela area do piquete para estimar a massa de forragem (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios das caracteristicas quantitativas e altura em forragem de

Urochloa brizantha cv. Xaraés observadas durante o periodo experimental.

Suplemento
EPM P-valor
SMU GLU
Massa de forragem, kg/MS ha 5983,56 5302,91 416,920 0,1539
Massa de folhas, kg/MS ha 2848,28 2745,04 160,952 0,7872
Altura, cm 30,19 28,08 1,397 0,0517
Folha, % MS 50,55 53,51 3,765 0,3457
Colmo, % MS 49,45 46,49 3,765 0,3497

SMU= Sal mineral com uréia; GLU = Suplementacdo proteica com gluten de milho 60 e sal mineral;

EPM = Erro padréo da média.

2.4. Consumo e digestibilidade

O consumo foi avaliado com base na utilizacdo de dois indicadores,
determinando a producao fecal e consumo de pasto. A estimativa da producéao fecal
foi realizada através do 6xido de cromo (Cr203), que foi fornecido 8 gramas/animal por
dia nos ultimos 12 dias de cada periodo (7 dias para estabilizacdo da excrecéo fecal

do indicador e 5 dias para coletas de fezes). As fezes coletadas de cada animal (em
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dias consecutivos em diferentes horarios: dia 1, 9h00; dia 2, 13h00; dia 3, 17h00; dia
4, 21h00; dia 5, 6h00) foram pré-secas em estufa de 55 °C por 72 horas, sendo
homogeneizadas e metade moidas a 1mm em moinho tipo Willey (Thomas Scientific,
Swedesboro, NJ, EUA), analizando-se a quantidade de Cr.O3 de acordo com a
metodologia proposta por Kozloski et al. (2006) e o restante moidas a 2 mm onde foi
avaliada a fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi).

O consumo de pasto foi estimado com base nos dados de producéo fecal
utilizando a FDNi como marcador interno. A determinacéo do teor de FDNi nas fezes,
nas amostras de pasto obtidas via simulacdo manual do pastejo e nos suplementos
foram realizadas ap0s pré-secagem das amostras em estufa com circulacdo forcada
de ar a 55°C por 72 horas, moagem a 2 mm e incubacdo in situ por 288 horas como
sugerido por Valente et al. (2011). Posteriormente as amostras passaram por extracao
com detergente neutro com a utilizagdo do analisador de fibra Ankom (Ankom Inc.,
Fairport, NY, EUA). O consumo de matéria seca total foi calculado somando-se o
consumo de forragem e o de suplemento.

A digestibilidade dos nutrientes (DN) foi calculada pela seguinte equacéo:

(MS ingerida X % Nutrientes) — MS excretada X % Nutrientes
DN (%) = —— : x 100
(MS ingerida X % Nutriente)

A estimativa da digestibilidade e os fluxos de MS duodenal foram estimados
utilizando a FDNi como indicador (Udén et al., 1980).

As amostras de digesta duodenal foram coletadas via canula duodenal quatro
vezes ao dia nos seguintes horarios: dia 1, 2h00, 8h00, 14h00 e 20h00; dia 2, 5h00,
11h00, 17h00 e 23h00 e homogeneizadas por animal e periodo. Logo apos coleta
50% da amostra foi seca em estufa de ventilacao forcada a 55°C durante 72 horas
para as posteriores analises bromatoldgicas e de FDNi, e 0 50% restante da amostra
foi congelado a -15°C para posterior liofilizagc&o e estudo da eficiéncia de utilizagédo de
aminoacidos.

Foi realizada a coleta de urina spot para quantificagéo dos derivados de purina
mediante 0 método colorimétrico (Fujihara et al., 1987), N total pelo método de
Kjeldahl (AOAC, 1990), creatinina e ureia utilizando o analisador bioquimico Labtest
(modelo Labmax 100), para estimativa da eficiéncia de sintese microbiana (Zinn e
Owens, 1986). Apos a coleta foi realizada filtracdo com dupla camada de gaze da
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amostra, uma aliquota pura foi imediatamente congelada, e em outra amostra 10 mL

de urina foram diluidos com 40 mL de &cido sulfurico 0.036 N.

2.5. Parametros ruminais

No 28° dia de cada periodo experimental, foram coletadas, manualmente
através da canula, amostras de liquido ruminal as 0, 6, 12, 18 e 24 horas apos a
suplementacdo dos animais, nas quais foram determinados pH, concentracdo de N-
NHs e concentracdes de acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Cerca de 50 mL de
liguido ruminal foram recolhidos apés filtragem em tecido duplo de algoddo e
destinados a imediata determinacdo do pH em potenciémetro digital. Em seguida, 40
mL de liquido ruminal foi transferido para um recipiente plastico e armazenado a -15°C
para a determinacdo das concentracdes de N-NHs por destilacdo Kjeldahl (Fenner,
1965). Outra aliquota de 20 mL de liquido ruminal foi armazenada a -15°C para
posterior determinacdo da concentracdo dos AGCC por cromatografia gasosa
(Leventini et al., 1990).

2.6. Diversidade bacteriana ruminal

As coletas para diversidade bacteriana foram realizadas no 28° dia de cada
periodo experimental, através da canula ruminal, coletando a fracao sélida + fracéo
liguida da digesta antes da suplementacdo dos animais (8:00 h), sendo
aproximadamente 50 g de conteudo da regido ventral. Esse material foi armazenado
em tubos Falcon livres de DNA e RNA, e imediatamente transportado até o laboratorio
em caixas de isopor com gelo. No laboratorio se adicionou 50 mL de solu¢do de PBS
(pH 7,4) a 4°C, em seguida, a amostra foi processada para a formacéao de um pellet
microbiano (Granja-Salcedo et al., 2017).

A extracdo do DNA foi realizada utilizando 200 mg do pellet obtido e o Kit de
extracdo Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit (Henderson et al., 2013),
seguindo as instru¢des do fabricante e utilizando o FastPrep® para a etapa de lise
celular. Logo apo6s extragdo do material gendmico, o rendimento do DNA extraido foi

avaliado por espectrofotometria (NanoDrop® ND1000Spectrophotometer) e
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fluorometria (Qubit® 3.0, kit Qubit® dsDNA Broad Range Assay Kit). A pureza do DNA
total extraido foi avaliado por espectrofotometria a partir das relacdes A2zsonm/2sonm €
Azeonm2zonm. Finalmente, a integridade do DNA foi verificada em gel de agarose 0,8%
corado com SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain.

A amplificagao da regido V4/V5 do gene 16S rRNA bacteriano foi realizada
mediante uma reagdo de PCR utlizando-se o primer forward 515F (5'-
GTGNCAGCMGCCGCGGTAA-3) e 0 reverse 926R (5'-
CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3') descritos por Caporaso et al. (2011), utilizando-se
20 ng de DNA total de cada amostra, 1,25 mM de MgCI2; 200 uM de dNTP; 1,0 U da
enzima Taq DNA polimerase; solugcdo tampao para reacdo de PCR [1x]; 10 pmol de
cada oligonucleotideo iniciador, e agua ultra pura para um volume final de 20 pl. A
PCR foi conduzida em duplicata nas seguintes condi¢cdes: 95°C por 3 minutos, 30
ciclos com desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, pareamento a 53,8°C por 30
segundos, extensao a 72°C por 45 segundos e extensao final a 72°C por 10 minutos.
A pureza dos produtos da PCR, foi verificada em gel de agarose 1% e o tamanho dos
fragmentos estimado por comparacdo com marcador 1 kb plus DNA ladder. Em
seguida, os fragmentos de PCR foram purificados utilizando o Kit Zymoclean™ Gel
DNA Recovery, seguindo as instru¢des do fabricante e reunidos equimolarmente para
minimizar o viés durante a reacdo. O sequenciamento foi realizado na facilty do
departamento de tecnologia da FCAV/UNESP no Illumina MiSeq (kit MiSeq Reagent
V2 (2 x 250pb), lllumina, Inc., NY, USA).

Os dados obtidos do sequenciamento foram entdo processados por meio do
QIIME software package (Bolyen et al., 2018). Foram selecionadas reads acima de
250 pb e com média > 25 na qualidade Phred usando o plugin g2-demux seguido por
denoising com DADA2 (Callahan et al., 2016). A taxonomia foi atribuida a ASVs
usando o classificador de caracteristicas g2 (Bokulich et al., 2018) e agrupados em
OTUs (operational taxonomic units) com mais de 97% de semelhanca das sequéncias.
Esses dados foram utilizados para analise de rarefacdo, numero de OTUs e
agrupados considerando 97% de semelhanca para os diferentes niveis taxonémicos
utilizando a base de dados SILVA 128 (Quast et al., 2012). Também foram calculados
os estimadores de riqueza ACE e Chao 1, e os indices de alpha e beta diversidade
(Faith, 1992; Lozupone e Knight, 2005).
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O perfil funcional preditivo das comunidades microbianas foi obtido com
PICRUSt (Langille et al., 2013). As sequéncias representativas da OTU foram
capturadas do banco de dados Greengenes usando g2 feature-classifier classify-
sklearn (McDonald et al., 2012). Genes funcionais previstos foram categorizados em

Clusters da Enciclopédia de Genes e Genoma de Kyoto (KEGG) ortologia (KO).

2.7. Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com ajuda do Software R (verséo
3.6.3). Inicialmente foram verificados o0s supostos mateméticos de distribuicdo normal
(Teste de Shapiro-Wilk) e homocedasticidade das variancias (Teste de Bartlett) dos
dados.

Os dados de consumo e digestibilidade, foram analisados em delineamento
quadrado latino (2 x 2) quadruplicado, balanceado para efeitos residuais. O modelo
para analise incluiu o efeito fixo de tratamento, e como efeitos aleatorios o quadrado
latino, animal, periodo e o erro do modelo.

Os dados de parametros ruminais foram analisados considerando um
delineamento quadrado latino (2 x 2) quadruplicado balanceado para efeitos residuais,
com medidas repetidas no tempo (horéario de coleta). O modelo incluiu o efeito fixo de
tratamento, horario de coleta, e interacdo entre horario e tratamento, e como efeitos
aleatérios o efeito do quadrado latino, animal, periodo e o erro do modelo. Quando a
ANOVA mostrou diferencas as médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey
com significancia 5%.

Os dados de riqueza, diversidade, abundancia ruminal de bactérias e Archaeas,
e vias KEGG de funcionalidade foram comparados entre NNP e PNDR pelo teste de
Wilcoxon de amostras emparelhadas.

Os valores de P < 0,05 foram considerados significativos, enquanto foram

consideradas tendéncias quando P > 0,05 e 0,10 para todos os testes.

3. Resultados
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O consumo e digestibilidade de MS e nutrientes ndo foi influenciado pelo tipo
de suplementacéo utilizada (Tabela 4; P > 0,05). Exceto, o consumo de FDN, o qual

foi menor nos animais que receberam GLU (P = 0,0464).

Tabela 4. Consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes em novilhos Nelore
mantidos em pastagens de Urochloa brizantha cv. Xaraés durante a época das secas

e suplementados ou ndo com fonte de PNDR

Suplemento
S0 GLU EPM P-valor
Consumo MS % PC 1,13 1,05 0,057 0,6185
Consumo, kg/dia
Matéria seca 3,06 2,81 0,188 0,6874
Matéria organica 2,79 2,66 0,172 0,9876
Proteina bruta 0,42 0,36 0,045 0,8959
FDN 2,042 1,73° 0,123 0,0464
EE 0,04 0,04 0,003 0,9363
Digestibilidade, %
Matéria seca 26,29 29,65 2,789 0,5683
Matéria organica 31,85 35,64 2,837 0,5482
Proteina bruta 32,85 30,84 9,088 0,5916
FDN 39,98 38,42 2,135 0,9299
EE -185,83 -159,69 19,888 0,6043

SMU= Sal mineral com ureia; GLU = Suplementacao proteica com gliten de milho 60 e sal mineral;

FDN = Fibra em detergente neutro; EE = Extrato etéreo; EPM = Erro padrdao da média

N&o houve interacdo tempo x suplemento nos parametros de fermentacdo
ruminal avaliados (Tabela 5; P > 0,05). Entretanto, o suplemento influenciou a
proporcao ruminal de isoButirato, isoValerato e Valerato; animais suplementados com
GLU apresentaram maior proporcao destes acidos no ambiente ruminal (P < 0,05).

O tempo influenciou todos os parametros de fermentacdo ruminal avaliados
(P<0,05; Tabela 5). Sendo que as 6 e 12 horas ap0s suplementacdo o pH e a
proporcdo de acetato foram menores quando comparada aos outros tempos

(P<0,001). Contrariamente, a producdo de AGCC e proporc¢ao de propionato foi maior
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as 6 e 12 horas ap0s suplementacdo quando comparado aos outros tempos (P <
0,001). Por outro lado, o N-NHs foi maior as 6h apds suplementagdo quando
comparado aos outros horarios, e foi menor as 18h quando comparado aos tempos 0,
6 e12 (P <0,001). A proporcao de butirato foi menor as 24 horas apos suplementacao
guando comparado aos tempos 6 e 12 (P<0,001).

A Pmic e a eficiéncia de proteina microbiana (EPBmic) foram similares nos

animais alimentados com diferentes suplementos (Tabela 5; P > 0,05).

Tabela 5. Parametros de fermentacdo ruminal em novilhos Nelore mantidos em
pastagens de Urochloa brizantha cv. Xaraés durante a época das secas e

suplementados ou ndo com fonte de PNDR.

Suplemento P-valor
EPM

SMU GLU Tempo Suplemento TxS
pH 6,89 6,93 0,214 <0,001 0,4423 0,4643
N-NHs, mg/dL 24,41 23,09 0,331 <0,001 0,3267 0,6240
AGCC, mmol/L 95,91 93,02 3,413 <0,001 0,2205 0,9649
Acetato? 68,21 67,89 1,922 <0,001 0,3233 0,5559
Propionato* 17,60 17,43 0,510 <0,001 0,4885 0,7211
isoButirato?! 1,31 1,48 0,049 <0,001 <0,001 0,1439
Butirato?! 10,46 10,46 0,315 0,0364 0,6401 0,4777
isoValerato! 1,56 1,73 0,063 <0,001 <0,001 0,2279
Valerato?! 0,83 0,88 0,028 <0,001 0,0415 0,2457
AP 3,90 3,95 0,127 <0,001 0,4816 0,6791
Pmic, g/dia 112,36 83,32 13,754 - 0,6786 -
EPBmic, g de 161,37 115,89 52,643 - 0,1502 -

Pmic/kg MODR
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1= mmol/100mol do total de AGCC; SMU= Sal mineral com ureia; GLU = Suplementacao proteica com
gliten de milho 60 e sal mineral; N-NHs = Nitrogénio amoniacal ruminal; A:P = relacdo
acetato:propionato; Pmic = Proteina microbiana; EPBmic = Eficiéncia de sintese de PB microbiana;

EPM = Erro padrao da média.

Os dados obtidos através do sequenciamento e processados geraram em
média 32,298 sequencias por amostras. A fonte de PNDR no suplemento ndo
influenciou os estimadores de diversidade, indices de riqueza e composi¢ao total de

bactérias e Archaeas (Tabela 6).

Tabela 6. Mediana + rango interquartil dos estimadores de diversidade e indices de
riqgueza em novilhos Nelore mantidos em pastagens de Urochloa brizantha cv. Xaraés

durante a época das secas e suplementados ou ndo com fonte de PNDR

Suplemento

SV0 50 P-valor
Riqueza
ACE 98,99 + 11,30 98,18 + 12,83 0,8125
Chaol 96,00 £ 11,00 96,00 + 13,00 0,7995
Diversidade
Shannon-Weiner 3,57 +0,15 5,54 +0,11 0,9375
Simpson 9,51+0,12 9,45+ 0,04 0,6875
Fisher 12,52 +1,11 12,96 + 1,29 0,8125
Composicéao, %
Archaeas 3,18 +1,90 3,02+1,73 0,8125
Bactérias 81,74+ 3,11 81,96 + 1,69 0,8125
Unassigned 13,04 £ 3,11 14,13 + 1,69 0,5781

SMU= Sal mineral com ureia; GLU = Suplementac¢édo proteica com gluten de milho 60 e sal mineral

Foi possivel a identificagéo de 17 filos bacterianos e 1 filo de Archaeas (Figura
1). Apenas o filo Firmicutes apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos (P

= 0,0188), sendo mais abundante no rimen de animais suplementados com SMU.
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SMU= Sal mineral com ureia; GLU = Suplementac¢éo proteica com glaten de milho 60 e sal mineral
Figura 1. Abundancia dos filos em novilhos Nelore mantidos em pastagens de
Urochloa brizantha cv. Xaraés durante a época das secas e suplementados ou nao
com fonte de PNDR

Além dos filos também foram identificadas 38 classes, 64 ordens, 105 familias,
237 géneros e 407 espécies no total.

Foi identificada maior abundancia no ramen dos animais (Figura 2)
suplementados com ureia e sal mineral (SMU) das seguintes bactérias: Eubacterium
saphenum (P = 0,028, foldchange: -0,059), Prevotellaceae UCG-004 (P = 0,028,
foldchange: -0,117), Anaerolineaceae (URB) (P 0,028, foldchange: -0,704),
Eubacterium nodatum (P = 0,043, foldchange: -0,216), SR1 (Absconditabacteria) (P =
0,043, foldchange: -0,066), Ruminococcaceae NK4A214 (P = 0,068, foldchange: -
0,083), Verrucomicrobia LD1-PB (URB) (P = 0,068, foldchange:-0,391),
Ruminococcaceae UCG-002 (P = 0,068, foldchange: -0,391), Eubacterium
coprostanoligenes (P = 0,080, foldchange: -0,0234), Lachnospiraceae NK3A20 (P =
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0,080, foldchange: -0,023), Coriobacteriaceae (URB) (P = 0,091, foldchange: -0,376),
Lachnospiraceae_other (URB) (P = 0,091, foldchange: -0,209).

—Eubacterium ruminantium

Prevotellaceae
UCG-004 ~ Eubacterium saphenum
Anaerolineaceae (URB)— 1 ——Elrysipelotrichaceae UCG-004

“~Thermoplasmatales Incertae Sedis
154 Ruminococcus 1

,Lachnospiraceae XPB1014
Eubacterium nodaturm =
SR1 (Absconditabacteria)
Anaerotruncus spp.
Ruminiclostridium § /Chrisiensens/laceae R7
Verrucomicrobia LD1-PB (URB), ~Papillibacter spp.
Ruminococcaceae UCG-002— ~Ruminococcaceas NK4A214
Eubacterium coprostanoligenes ~Oligoflexales 0319-6G20 (URB)
Lachnospiraceae NK3A20- ~Spirochaetaceae (URB)

Coriobacteriaceae (URB)~ ~Lachnospiraceae_other (URB) ~Eubacterium hallii

-Ruminococcus2
MAnaeroplasma spp.

o
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Figura 2. Espécies bacterianas com mudancas na sua abundancia ruminal em
novilhos Nelore mantidos em pastagens de Urochloa brizantha cv. Xaraés durante a

época das secas e suplementados ou ndo com fonte de PNDR.

J& na microbiota dos animais suplementados com GLU foi identificado maior
abundancia das bactérias (Figura 2): Ruminococcus 1 (P = 0,028, foldchange: 0,390),
Erysipelotrichaceae UCG-004 (P = 0,028, foldchange: 0,567), Thermoplasmatales
Incertae Sedis (P = 0,028, foldchange: 0,570), Lachnospiraceae XPB1014 (P = 0,043,
foldchange: 0,242), Anaeroplasma spp. (P = 0,043, foldchange: 0,445), Ruminococcus
2 (P =0,043, foldchange: 1.595.343.982), Ruminiclostridium 6 (P = 0,063, foldchange:
0,072), Christensenellaceae (P = 0,063, foldchange: 0,128), Papillibacter spp. (P =
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0,063, foldchange: 0,192), Oligoflexales 0319-6G20 (URB) (P = 0,075, foldchange:
0,250), Spirochaetaceae (URB) (P = 0,080, foldchange: 0,470), Eubacterium halli (P =
0,091, foldchange: 12.467), Anaerotroncus spp. (P = 0,046, foldchange: 0,061),
Eubacterium ruminantium (P = 0,018, foldchange: 0,309).

Além da composi¢do microbiana a funcionalidade das bactérias presentes no
rumen foi analisada, e os animais recebendo GLU obtiveram maior mediana nas
funcdes do sistema excretor, biossintese e metabolismo de glicano, replicacdo e
reparo, traducdo, transporte e catabolismo, metabolismo de alanina, aspartato e
glutamato, metabolismo da biotina, vias de fixacdo de carbono em procariotos, divisdo
celular, metabolismo de d-glutamina e d-glutamato, replicacdo de DNA, metabolismo
da glutationa, biossintese e metabolismo de glicano, degradacdo de
glicosaminoglicano, biossintese de glicosfingolipidios, proteinas de biossintese de
lipopolissacarideos, lisossoma, reparo de excisdo de nucleotideo, outra degradacéo
de glicano, peroxissomo, recuperacdo de bicarbonato do tdbulo proximal,
metabolismo de taurina e hipotaurina, fatores de traducdo e proteinas de traducéo
(Tabela 7, P<0,05).

Ja as funcionalidades de processamento de informacdo ambiental,
metabolismo de carboidratos, transporte de membrana, metabolismo de agucar amino
e acucar nucleotideo, degradacéo de bisfenol, metabolismo de D-arginina e D-ornitina,
metabolismo de frutose e manose, via da pentose fosfato, sistema de fosfotransferase,
metabolismo de porfirina e clorofila, biossintese de estilbendide, diarilheptanoide e
gingerol, fatores de transcricdo e transportadores apresentaram maior mediana nos

animais que receberam a suplementacdo com SMU (Tabela 7, P<0,05).
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Tabela 7. Funcionalidade das bactérias ruminais presentes em novilhos Nelore mantidos em pastagens de Urochloa brizantha

cv. Xaraés durante a época das secas e suplementados ou ndo com fonte de PNDR

SMU GLU
. ) P-valor
Mediana IQR Mediana IQR

Caminhos totais KEGG 41.310.947,0 15.815.100,5  40.190.488,0  18.533.826,5 0,7353
L1, % caminhos totais
Processamento de Informac¢do Ambiental 12,530 0,45 12,235 0,32 0,0280
Processamento de Informacdo Genética 20,756 0,17 20,849 0,16 0,0630
Sistemas Organismais 0,740 0,02 0,756 0,02 0,0515
L2, % caminhos totais
Metabolismo de carboidratos 10,154 0,09 9,994 0,13 0,0425
Sistema Excretor 0,023 0,00 0,027 0,01 0,0422
Dobramento, classificacdo e degradacgéo 2,502 0,04 2,518 0,03 0,0747
Biossintese e metabolismo de glicano 2,328 0,11 2,357 0,06 0,0280
Transporte de Membrana 10,896 0,45 10,549 0,38 0,0277
Metabolismo de Nucleotideo 4,297 0,06 4,321 0,04 0,0910
Replicacdo e Reparo 9,336 0,14 9,436 0,10 0,0425
Traducédo 6,133 0,06 6,211 0,04 0,0280
Transporte e catabolismo 0,285 0,03 0,305 0,02 0,0180
L3, % caminhos totais
Metabolismo de alanina, aspartato e glutamato 1,115 0,01 1,119 0,02 0,0280
Metabolismo de agucar amino e agucar nucleotideo 1,390 0,02 1,375 0,02 0,0277
Metabolismo de ascorbato e aldarato 0,084 0,00 0,082 0,01 0,0796
Metabolismo da biotina 0,156 0,01 0,162 0,01 0,0273
Degradacéo de hisfenol 0,074 0,00 0,07 0,01 0,0277
Vias de fixacdo de carbono em procariotos 1,051 0,03 1,085 0,02 0,0280

Biossintese de carotenoides 0,004 0,00 0,002 0,01 0,0829



Diviséo celular

Mobilidade celular e secrecéo

Chaperonas e catalisadores dobraveis
Ciclo de citrato (ciclo TCA)

Metabolismo de D-Arginina e D-ornitina
Metabolismo de D-Glutamina e D-glutamato
Replicacdo de DNA

Proteinas de replicagdo de DNA
Metabolismo de frutose e manose
Metabolismo da glutationa

Biossintese e metabolismo de glicano
Degradacédo de glicosaminoglicano
Biossintese de glicosfingolipidios - série ganglio
Metabolismo de glioxilato e dicarboxilato
Metabolismo de histidina

Recombinagédo homdloga

Metabolismo lipidico

Metabolismo do &cido lipbico

Biossintese de lipopolissacarideo

Proteinas de biossintese de lipopolissacarideos
Lisossoma

Reparo incompativel

Reparo de excisédo de nucleotideo

Outra degradacéo de glicano

Via da pentose fosfato

Peroxissomo

Sistema de fosfotransferase

0,073
0,176
1,006
0,631
0,002
0,165
0,708
1,336
0,853
0,166
0,035
0,07
0,056
0,495
0,657
1,002
0,135
0,027
0,246
0,336
0,101
0,884
0,429
0,275
0,805
0,187
0,281

0,00
0,00
0,03
0,02
0,00
0,01
0,01
0,02
0,02
0,01
0,00
0,01
0,01
0,01
0,005
0,02
0,01
0,01
0,03
0,02
0,01
0,01
0,00
0,03
0,01
0,01
0,05

0,076
0,182
1,01
0,658
0,001
0,171
0,715
1,347
0,808
0,17
0,038
0,076
0,062
0,488
0,665
1,004
0,133
0,03
0,247
0,344
0,109
0,891
0,43
0,285
0,769
0,195
0,214

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,03
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,01
0,01
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,03
0,01
0,04

36

0,0343
0,0625
0,0910
0,0754
0,0455
0,0277
0,0277
0,0910
0,0180
0,0277
0,0280
0,0280
0,0422
0,0904
0,0625
0,0630
0,0679
0,0749
0,0910
0,0425
0,0178
0,0898
0,0269
0,0425
0,0425
0,0260
0,0180



Biossintese de unidade de agucar policetideo
Metabolismo de porfirina e clorofila

Processamento de proteinas no reticulo endoplasmético
Recuperacao de bicarbonato do tibulo proximal
Metabolismo de pirimidina

Ribossomo

Biogénese do ribossomo

Esporulagéo

Biossintese de estilbendide, diarilheptanoide e gingerol
Metabolismo de taurina e hipotaurina

Fatores de transcricdo

Fatores de tradugéo

Proteinas de traducao

Transportadores

Metabolismo de tirosina

0,223
0,831
0,084
0,022
2,016
2,623
1,455
0,691
0,002
0,111
1,479
0,602
0,985
5,853
0,315

0,01
0,03
0,00
0,00
0,03
0,04
0,02
0,08
0,00
0,00
0,05
0,01
0,01
0,30
0,00

0,228
0,82
0,087
0,026
2,028
2,656
1,473
0,679
0,001
0,113
1,452
0,609
0,995
5,662
0,317

0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,03
0,02
0,08
0,01
0,01
0,03
0,01
0,01
0,26
0,01

37

0,0904
0,0280
0,0796
0,0431
0,0625
0,0630
0,0630
0,0754
0,0455
0,0277
0,0280
0,0277
0,0274
0,0280
0,0656

SMU= Sal mineral com ureia; GLU = Suplementac¢&o proteica com gluten de milho 60 e sal mineral
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4. Discussao

Como o esperado os valores de PB da forrageira no periodo experimental
estiveram abaixo de 7%PB, que € o limite minimo para o desenvolvimento microbiano
(drskov, 2000), mas com boa massa de forragem (5,98 t/MS ha e 5,30 t/MS ha, para
o SMU e GLU, respectivamente). A composicdo da forrageira nos diferentes
tratamentos foi semelhante quimica e quantitativamente. E apesar das diferentes
fontes de proteina suplementar fornecida, com excecdo do consumo de FDN, o
consumo e digestibilidade dos nutrientes ndo foram influenciados. Detmann et al.
(2009) sugerem que a suplementagéo proteica de animais em gramineas de baixa
qualidade pode resultar no incremento no consumo de matéria seca da forragem e em
consequéncia melhora o balanco energético devido ao crescimento das bactérias
fibroliticas, como as dos género Ruminococcus, pertencentes a familia
Ruminococcaceae, pois esses microrganismos também utilizam aménia como fonte
de N no ambiente ruminal para sintese de Pmic mediante a degradacdo de
carboidratos da forragem (Costa et al., 2015). Entretanto, esse efeito néo foi
observado possivelmente devido a elevada frag&o indigestivel.

O aproveitamento de N pelos microrganismos depende da degradacdo e
quantia de energia disponibilizada através dos carboidratos ingeridos e da qualidade
destes (Alves et al., 2010). Apesar de ser suplementado proteina ou NNP com o intuito
de estimular a obtencdo de energia mediante a degradacdo do pasto, houve
limitacbes, uma vez que a Urochloa brizantha cv. Xaraés no periodo do estudo
continha uma fracdo indigestivel elevada, o que prejudicou a degradacdo da parede
celular da forragem para o seu aproveitamento e fornecimento de energia ao
crescimento dos microrganismos, prejudicando também o consumo em relacédo ao
peso corporal devido a uma limitagcdo fisica (enchimento ruminal). A baixa
digestibilidade observada é decorrente da alta excrecéo fecal em relacédo ao consumo
dos animais, e que pode ter sido influenciada pelo alto teor de FDNigue tém uma taxa
de passagem lenta no trato digestivo do animal, ja que a forragem colhida durante o
pastejo era de material seco e com fibra de baixa qualidade. Akin et al. (1987)
estudando forrageiras de ambiente com alta temperatura encontrou valores de lignina

elevado na parede das células parenquimaticas, o que causou menor digestibilidade
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da forrageira, assim como o verificado neste estudo e com o0s estudos de
caracteristicas morfoldgicas da Urochloa brizantha cv Xaraés de Lempp (2013), que
identificou que diferente das outras cultivares do mesmo género ela possui mais sitios
de lignificacdo , o qual limita a degradacéo pelos microrganismos ruminais, afetando
sua qualidade (Brito e Rodella, 2001).

Houve menor ingestdo de FDN nos animais que receberam GLU, sem afetar a
digestibilidade, isso se deve a um menor consumo de pasto desses animais, resultado
de um efeito substitutivo da suplementacao (Goes et al., 2005). Esse efeito, corrobora
com o afirmado por Silva et al. (2009) de que em suplementac6es a niveis de 0,2-
0,3% do peso corporal haja reducdo de consumo de forragem pelo aumento da
ingestao de suplemento.

Animais suplementados com GLU apresentaram maior proporcdo de
isoButirato, isoValerato e Valerato no ambiente ruminal, isto pode ser decorrente ao
processo de desaminacéo de valina, leucina e prolina presente no GLU ofertado, um
estudo similar realizado com bovinos Nelore na época das aguas suplementados com
GLU encontrou resultados semelhantes (Camargo, 2020). A familia Lachnospiraceae
foi correlacionada positivamente com os animais suplementados com SMU, porém
alguns grupos desta mesma familia séo também associados positivamente ao GLU,
essa familia é de grande importancia na degradacao de xilanas (Krause et al., 2003)
gue sdo associadas a microrganismos degradadores de celulose (Flint et al., 2008),
sendo associada assim a fermentacdo em bovinos (Hernandez-Sanabria et al., 2010)
que gera aumento nos acidos graxos, que sao os produtos finais da fermentacéo
microbiana de carboidratos. O aumento de isoButirato e isoValerato pode estar
associado a maior presenca de Eubacterium que desaminam o0s aminoacidos
presentes no gluten (Russel e Mantovani, 2002). A maior proporcao principalmente de
isoButirato e isoValerato favoreceu o aumento de bactérias da familia
Ruminococcaceae, como Ruminococcus.spp, no ambiente ruminal, devido ao
requerimento desses acidos graxos para crescimento desse grupo de microrganismos
(Slyter e Weaver, 1969). O enriquecimento de rotas metabdlicas relacionadas ao
metabolismo de alanina, aspartato e glutamato, biossintese e metabolismo do glicano
e rotas de metabolismo de D-glutamina e D-glutamato nos animais suplementados

com GLU sugere um aumento no metabolismo de aminoacidos no microbioma ruminal
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em funcdo dos substratos presentes no suplemento, gerando ATP para atender a
necessidade energética dos microrganismos (@rskov, 1992). O aumento das rotas de
divisdo celular dos microrganismos indica o0 crescimento microbiano na
suplementacdo de GLU, indicando um estimulo da PNDR para a digestdo da fibra
consumida (Nocek e Russell, 1988). Entretanto, este estimulo ao nivel ruminal nao foi
suficiente para encontrar diferencgas significativas na digestibilidade nos animais.

O tempo influenciou todos os parametros, sendo que o N-NHs maior as 6h apés
suplementacdo, o que foi semelhante ao encontrado em estudos com infusdo de
caseina no rimen, esse fato se deve ao processo de desaminagédo no GLU (Bento et
al., 2016) e no caso do SMU devido ao N advindo do NNP suplementar. Estudos em
condicBes tropicais de Leng (1990) delimitaram que 10 mg/dL de N-NHs no liquido
ruminal sdo necessarios para nao prejudicar o crescimento microbiano. Assim, os dois
suplementos deste estudo forneceram suprimento adequado de amdnia no ambiente
ruminal, os animais recebendo SMU devido a ureia ser rapidamente transformada em
amoénia e os animais recebendo GLU devido a fracdo degradavel no ramen do
suplemento fornecer aminoacidos que puderam ser degradados e também pela
possivel reciclagem de N da alta PNDR que chega ao intestino (Brake et al., 2010),
retornando ao rumen na forma de ureia. As bactérias Papillibacter sdo da familia
Ruminococcaceae, ficam aderidas a parede ruminal, sdo associadas a reciclagem de
N do sangue para o ambiente ruminal (Cheng e Wallace, 1979), e nos animais
recebendo GLU elas tenderam estar em maior abundancia devido a alta PNDR que
possivelmente causou maior reciclagem de N absorvido no intestino na forma de
aminoécidos.

O crescimento microbiano e producédo de energia sao resultado da juncéo entre
a composigao quimica e o potencial de degradacao do alimento ingerido pelos animais
(Church, 1990). Sincronizar a degradacao proteica e a fermentacdo de energia é
fundamental para a degradacéo da dieta e producédo de Pmic, pelos microrganismos
(Ekinci e Broderick, 1997). Animais mantidos em pastejo de forragens de baixa
qualidade podem incrementar a sintese de Pmic através da ingestdo de PDR ou
aumento da ingestdo de PB na dieta (Bento et al., 2016). Neste estudo nao foram

verificadas mudancas significativas na sintese de Pmic utilizando diferentes fontes
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proteicas, ureia ou gluten. Isto possivelmente pela limitacdo na qualidade da forragem,
como discutido anteriormente.

A eficiéncia de producao de Pmic muitas vezes é ineficiente devido a utilizacao
de energia para outras funcfes nos microrganismos como manutencao, acumulo de
carboidratos de reserva e energia (Hackmann e Firkins, 2015). Além disso os animais
alimentados com GLU tiveram mais rotas de degradacgé&o de glicano, o que gera um
maior gasto de ATP, que prejudica a eficiéncia de sintese de Pmic (Hackmann e
Firkins, 2015) dos animais recebendo este suplemento. Os animais alimentados com
SMU apresentaram mais rotas do metabolismo de carboidratos no rimen e rotas de
metabolismo de frutose e manose que sao carboidratos presente nas forrageiras
(Mcllroy, 1967), pelo consumo de pasto e devido ao outro grupo obter efeito
substitutivo da suplementacdo com GLU.

A diversidade, indices de riqueza e composicao total de bactérias e Archaeas
nao foram influenciadas pelos tratamentos. O filo Firmicutes foi o que obteve maior
abundéancia nos animais recebendo SMU, pois este filo abrange as bactérias
produtoras de amédnia (Bento et al., 2016; Cholewinska et al., 2020) que possivelmente
foram estimuladas pela maior disponibilidade de ureia no ambiente ruminal apés o
consumo do suplemento. A mudanca na abundéncia de Firmicutes pode afetar a
eficiéncia alimentar e de extracdo de energia (Turnbaugh et al., 2006), sugerindo
melhora da microbiota para o aproveitamento dos carboidratos fibrosos. De Jesus et
al. (2019) avaliando novilhos Nelore mantidos a pasto encontraram maior abundancia
do filo Firmicutes, isto se deve ao fato que as bactérias presentes nesse filo podem
utilizar carboidratos (xilana, celulose e hemicelulose) como fonte de energética
(Morrison e Miron, 2000; Dassa et al., 2014).

Nos animais suplementados com GLU foi identificada maior abundéancia de um
grupo de Archaeas metanogénicas, Thermoplasmatales, esse grupo pode ser
associado ao metabolismo de enxofre (Arce-Rodriguez et al., 2019), sendo que o
glaten de milho é rico em enxofre devido a adicdo do mesmo no processamento para
producéo do amido, este resultado sugere um estimulo neste grupo de metanogénicas
no ambiente ruminal pela maior disponibilidade desse mineral. Entretanto, estudos

realizados em novilhos Nelore suplementados com fontes de PNDR n&o encontraram
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diferengas significativas na producdo de metano entérico nestes animais durante a
terminacéo intensiva a pasto (Colovate, 2020).

As bactérias Christensenellaceae em alguns estudos podem ser encontradas
associadas a metanogénicas, pois um dos produtos de sua fermentacédo € o H2 que
€ substrato a producéo de metano (Goodrich et al., 2016), o encontrado neste estudo
corrobora com isto, pois os animais do GLU foram os que obtiveram uma tendéncia a
maior abundancia dessa familia de bactérias e do grupo de Archaeas
Thermoplasmatales. Por outro lado, as Christensenellaceae foram correlacionadas a
melhora da digestibilidade de N em animais recebendo proteina de baixa
degradabilidade ruminal além de possuirem um papel na regulagdo do microbioma
(Ribeiro et al., 2017), o que pode ter auxiliado na disponibilidade de N amoniacal,
devido a maior reciclagem de N nestes animais ja que este € um mecanismo de
prioridade no metabolismo do nitrogénio nos ruminantes (Batista et al., 2016), para

complementar o suprimento de PDR para 0s microrganismos ruminais.

5.Concluséo

O uso de PNDR estimulou uma mudanca na abundéancia de bactérias como
Eubacterium ruminantiun, Ruminococcus.spp, Papillibacter.spp, e a familia
Christensenellaceae, aumentando a proporcao de isoButirato, isoValerato e Valerato
no rimen, e a funcionalidade, para utilizacdo de aminoacidos como fonte de energia
para manutencdo dos microrganismos e fonte de N para producdo de Pmic

possivelmente atraves da reciclagem.
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CAPITULO 3 - Eficiéncia do uso de aminoacidos em bovinos suplementados
com diferentes fontes de N em pasto de baixa qualidade

RESUMO - Este estudo avaliou a influéncia da suplementacdo com NNP ou
PNDR sobre o consumo, fluxo, digestibilidade e eficiéncia de utilizacdo de
aminoacidos em bovinos Nelore recriados a pasto no periodo das secas. Foram
utilizados 8 novilhos Nelore com 263 + 48,69 kg de peso corporal, alocados em
piquetes de Urochloa brizantha cv. Xaraés, dispostos em quatro quadrados latinos 2
x 2 (2 tratamentos e 2 periodos) balanceados para efeitos residuais. Os animais foram
suplementados com sal mineral e ureia, onde esta foi fornecida para atender a 50%
da PDR requerida (SMU); ou glaten de milho (0,3% do peso corporal) como fonte de
PNDR (SGM) com adi¢do de sal mineral. O consumo de aminoécidos diferiu entre os
suplementos, animais do SGM apresentaram maior consumo de amino&cidos totais,
AAE, além de maior consumo de cada aminodacido individual (P < 0,05). O fluxo
duodenal de AA néo foi influenciado pelo suplemento utilizado no experimento (P >
0,05). O fluxo de AA de origem microbiana e o fluxo de AA provenientes da PNDR
também nao foram influenciados pelo suplemento (P > 0,05), da mesma forma que a
digestibilidade n&o obteve diferenca significativa (P > 0,05). A concentracdo dos AAs
isoleucina, treonina e cistina foi maior (P < 0,05) no sangue de animais suplementados
com SGM. A lisina e fenilalanina ndo foram observadas nas amostras de sangue.
Animais suplementados com SMU apresentaram menor concentracéo de albumina (P
< 0,05) no soro sanguineo. A suplementacdo com PNDR neste estudo, néo resultou
em maior fluxo de aminoacidos para o duodeno, mas resultou em maior teor de
isoleucina, treonina e cistina no sangue dos animais que receberam a dieta com SGM.
Embora tenha sido observada essa maior concentracdo sanguinea desses AA, a
suplementacdo com PNDR n&do aumentou a eficiéncia de utilizacdo do N. Assim como
a suplementacdo com NNP n&o resultou em aumento de AA proveniente da Pmic no

duodeno.

Palavras chave: aminoéacidos, gluten de milho, nitrogénio, ureia.
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1. Introducéo

A pecuaria mundial enfrenta alguns desafios para seu futuro desenvolvimento,
sendo um dos principais deles o aumento da eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio
(EUN) e a reducado da excrecdo de N em bovinos (Calsamiglia et al., 2010). Varios
aspectos da nutricdo de ruminantes podem estar diretamente relacionados a utilizagédo
ineficiente de N alimentar, dentre elas pode estar um desbalanco da dieta basal
(Abbassi et al., 2018).

Forragens tropicais sao particularmente importantes na dieta basal de bovinos
de corte no sistema produtivo brasileiro. No entanto, no periodo seco as forragens
tropicais disponiveis para o animal apresentam elevada fibra e lignina na sua
composicdo, e teor de proteina bruta (PB) abaixo de 7%, o qual limita os
microrganismos para sintese de proteina microbiana (Lazzarini et al., 2009; Figueiras
et al., 2010).

A suplementacdo com nitrogénio ndo proteico (NNP) tem sido preconizada com
objetivo de corrigir este desbalanco de N em forragens tropicais e proporcionar
aumento na eficiéncia de sintese de proteina microbiana o que resulta em aumento
do suprimento de AA para o intestino delgado e diminui a concentracdo de N-
amoniacal no rimen, desde que se tenha energia disponivel para manter o balanco
energia e N (Figueiras et al., 2010, Calsamiglia et al., 2010, Dijkstra et al., 2007,
Abbassi et al., 2018). Por outro lado, a suplementacdo com proteina ndo degradada
no rumen (PNDR) pode aumentar o fluxo de AA para o intestino e contribuir com maior
desempenho animal, aumenta a retencéo de N, e pode contribuir com a reciclagem
de N gquando o nivel de PDR na dieta € baixo (Leonardi et al. 2003, Batista et al., 2016,
Souza et al., 2020).

O suprimento de AA para os ruminantes € dependente da proteina microbiana
produzida no ramen, da proteina que escapa da degradacao ruminal (PNDR) que
chegam ao intestino, do perfil e digestibilidade de AA (Clark et al., 1992, Li et al., 2013).
A proteina microbiana pode contribuir com 34 a 89% (média 59%) do fluxo de proteina
no duodeno (Clark et al., 1992; NRC, 2001); e a PNDR fornecida pode aumentar a
absorcao intestinal de AA essenciais (AAE) e nao essenciais (AANE). Entretanto, a

eficiéncia de utilizacéo de N € dependente do perfil e digestibilidade de AA no intestino,
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o qual é afetado pela dieta. A suplementagcdo com fontes de PNDR rica no AA leucina
em animais com baixa sintese de proteina microbiana pode melhorar o desempenho
dos animais, logo que este € um dos aminoacidos principais presentes na proteina
microbiana (Allison e Garnsworthy, 2002 e Garnsworthy et al. 2008).

O glaten de milho € um exemplo de fonte proteica que possui alta fragdo nao
degradavel no rumen, porém este alimento possui um perfil de aminodcidos
desequilibrado (Zhuang et al., 2013), assim como o milho. No entanto, o perfil de AA
fornecido pela fragdo PNDR da fonte proteica pode ser diferente do alimento original
(Harstad e Prestlgkken, 2001). Existe também uma diferenca notavel entre a
quantidade e digestibilidade dos AA da proteina microbiana e das fontes de PNDR
(Titgemeyer, 2003). Assim, conhecer o suprimento AA pela fonte de PNDR, pela
proteina de origem microbiana, além de saber o fluxo e digestibilidade de cada AA é
de suma importancia para se atender os requerimentos do animal (Zhao et al., 2020),
e melhorar a eficiéncia do uso de proteinas (Schwab, 2010).

Os modelos utilizados na nutricdo de ruminante, NRC (2016), BR-Corte
(Valadares Filho et al., 2016), NASEM (2016), assumem similar perfil de AA da PNDR
e dos alimentos, assim como similar digestibilidade dos AA individuais, o0 que néo é
verdadeiro. Estes modelos precisam de dados refinados sobre o suprimento de
aminoacidos de fontes presente na PNDR e da proteina microbiana do rimen para
melhorar a predicdo da eficiéncia de utilizagcdo de N, 0s quais sdo escassos em
bovinos de corte a pasto de baixa qualidade. Deste modo, este estudo objetivou
avaliar a influéncia da suplementagdo com nitrogénio n&o proteico (NNP) ou PNDR
sobre o consumo, digestibilidade e utilizacdo de aminoacidos em bovinos Nelore
recriados a pasto no periodo das secas. Sendo nossa hipotese que a suplementacao
de bovinos em pastagens de baixa qualidade com uma fonte de PNDR permitiria o
maior aporte de aminoacidos para absorgcéo no intestino e 0 NNP aumentaria a sintese

de Pmic para o fornecimento de aminoacidos.

2. Material e Métodos

Os procedimentos experimentais utilizados neste experimento seguiram 0S

principios éticos da experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
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Experimentacdo Animal e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, UNESP — Campus de
Jaboticabal/SP (protocolo 16.688/16). O experimento foi conduzido em area
pertencente ao Departamento de Zootecnia da FCAV/UNESP, campus de
Jaboticabal, entre os meses de setembro e outubro de 2018, com precipitacdo de 64,9
e 157,0 mm, respectivamente (Estacdo Agroclimatoldgica — Unesp de Jaboticabal).
A area experimental consistia em 8 piquetes de 1,8 hectares formados com

Urochloa brizantha cv. Xaraés (altura média de 28,7 cm durante o experimento).

2.1. Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 8 novilhos da raca Nelore com aproximadamente 263 + 48,69
kg de peso corporal, canulados no rimen e duodeno, dispostos em quatro quadrados
latinos 2 x 2 (2 tratamentos e 2 periodos) balanceados para efeitos residuais. O
experimento teve duracdo de 56 dias, com 2 periodos de 28 dias cada. Os animais
foram adaptados a dieta por 13 dias, 7 dias para estabilizacdo da excrecéo fecal do
indicador externos e 8 dias foram utilizados para coleta de dados. Cada animal foi
mantido em um piquete experimental com bebedouro automatico e cocho coberto para

oferta de suplemento.

2.2. Dietas experimentais

As suplementacdes avaliadas em pastagem de Urochloa brizantha cv. Xaraés
foram: suplementacdo com sal mineral e ureia, onde esta foi fornecida para atender a
50% da PDR requerida (SMU); ou suplementacdo com glaten de milho (0,3% do peso
corporal) como fonte de PNDR (SGM) com adi¢ao de sal mineral (niveis de garantia:
Ca, 160g; P, 40g; Mg, 5g; S, 40g; Na, 160g; Cu, 945mg; Mn, 730mg; Zn, 3500mg; I,
70mg; Co, 56mg; Se, 18mg; F (max) 400mg), Tabela 1). Os suplementos foram

fornecidos diariamente as 09h00Omin da manha.
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Tabela 1. Composicdo quimica da forragem e dos suplementos durante o periodo

experimental.

Forragem 1! Suplemento

SMU SGM SMU SGM
Composi¢do quimica, %MS
Matéria Seca, % 74,68 76,51 59,00 91,21
Matéria organica 94,10 94,07 99,67 97,38
Extrato etéreo 1,37 1,21 - 1,71
Fibra em Detergente Neutro (FDN) 70,29 70,60 - 7,98
Fibra em Detergente Acido 36,63 37,49 - 2,22
FDNindigestivel (FDNi) 29,77 30,75 - 1,71
FDNcp 65,12 65,83 - -
FDNpotencialmente digestivel (FDNpd) 40,51 39,85 - -
Carboidratos Nao Fibrosos 17,03 16,66 - 28,94
Proteina Bruta (PB) 5,41 5,61 222,75 58,75
Proteina degradada rumen, %PB 63,41 63,19 100 30,30
Proteina nao degradada no rumen, 36,59 36,81 - 69,70
%PB
Aminoé&cidos essenciais, %MS
Arginina 0,16 0,16 - 2,17
Histidina 0,06 0,06 - 1,49
Isoleucina 0,15 0,15 - 2,82
Leucina 0,28 0,29 - 10,91
Lisina 0,19 0,19 - 1,41
Metionina 0,02 0,02 - 1,32
Fenilalanina 0,16 0,16 - 3,98
Treonina 0,18 0,18 - 2,40
Valina 0,20 0,21 - 3,19
Aminoacidos ndo essenciais, %MS
Alanina 0,26 0,27 - 6,03
Acido Aspatrtico 0,40 0,38 - 5,33
Cistina 0,03 0,03 - 1,14
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Acido Glutamico 0,47 0,47 - 15,70
Glicina 0,22 0,23 - 1,95
Prolina 0,27 0,28 - 6,21
Serina 0,21 0,21 - 3,95
Tirosina 0,08 0,08 - 3,37

1 Composicado médias da forragem, obtidas através da técnica de pastejo simulado em dois periodos;
SMU= Sal mineral com ureia; SGM = Suplementacgéo proteica com gliten de milho 60 e sal mineral;
Carboidratos nao-fibrosos: [100 - (PB+FDN+MM+EE)]. Os valores de proteina degradavel no rimen
(PDR) e proteina nao degradavel no rimen (PNDR) foram estimados segundo Santos et al. (2016),

utilizando a degradabilidade da forragem.

O pasto foi amostrado a cada 28 dias por meio de pastejo simulado. Amostras
de cada suplemento foram retiradas a cada trés dias. As amostras dos alimentos
foram avaliadas quanto aos teores de matéria seca (MS; método 934,01), matéria
organica (MO; método 942,05), extrato etéreo (EE; método 954,02) de acordo com
recomendacdes da AOAC (1995). Os teores de fibra em detergente neutro (FDN)
foram determinados de acordo com Mertens (2002) e adaptado para Ankom200 Fiber
Analyzer, corrigido para cinza e proteina posteriormente. A fragdo proteina bruta (PB)
foi obtida através do nitrogénio pelo método Kjeldahl conforme procedimentos da
AOAC (1995).

Os suplementos foram fornecidos com o objetivo de um ganho médio diario
(GMD) de 0,350 kg (Exigéncias (kg / dia): MS = 4,58 kg, NDT = 2,82 kg/MS, PB = 0,56
kg/MS, PDR = 67,86 % da PB, de acordo com Valadares Filho et al. (2016).

A massa de forragem foi estimada a cada 28 dias, para isso mensurou-se a
altura média do dossel, por meio da leitura de 80 pontos em cada piquete, com auxilio
de bengala graduada. Sendo escolhidos cinco pontos com altura média que
representavam o piquete, os quais foram colhidos, a 5 cm de altura, toda a forragem
delimitada por uma moldura de 0,25 m?. As amostras colhidas foram pesadas e
separadas em: lamina foliar e colmo+bainha. Na sequéncia, as diferentes fracbes
foram secas em estufa com circulacéo de ar a 55°C por 72 horas. O peso seco final

foi multiplicado pela area do piquete para estimar a massa de forragem (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios das caracteristicas quantitativas e altura em forragem de

Urochloa brizantha cv. Xaraés observadas durante o periodo experimental.

Suplemento
EPM P-valor
SMU GLU
Massa de forragem, kg/MS ha  5983,56 5302,91 416,920 0,1539
Massa de folhas, kg/MS ha 2848,28 2745,04 160,952 0,7872
Altura, cm 30,19 28,08 1,397 0,0517
Folha, % MS 50,55 53,51 3,765 0,3457
Colmo, % MS 49,45 46,49 3,765 0,3497

SMU= Sal mineral com uréia; GLU = Suplementacao proteica com gluten de milho 60

e sal mineral; EPM = Erro padréo da média.

2.3. Consumo, digestibilidade e fluxo

O consumo foi estimado com base em dois indicadores utilizados na
determinacao da produgéao fecal e consumo de pasto. A estimativa da producao fecal
foi realizada através do 6xido de cromo (Cr203), que foi fornecido 8 gramas/animal por
dia nos ultimos 12 dias de cada periodo (7 dias para estabilizacdo da excrecéo fecal
do indicador e 5 dias para coletas de fezes). As fezes coletadas de cada animal (em
dias consecutivos em diferentes horarios: dia 1, 9h00; dia 2, 13h00; dia 3, 17h00; dia
4, 21h00; dia 5, 6h00) foram pré-secas em estufa de 55 °C por 72 horas, sendo
homogeneizadas e metade moidas a 1mm em moinho tipo Willey (Thomas Scientific,
Swedesboro, NJ, EUA) e o restante moidas a 2 mm onde foi avaliada a fibra em
detergente neutro indigestivel (FDNi). O teor de Cr203 das amostras foi analisado de
acordo com a metodologia proposta por Kozloski et al. (2006).

O consumo de pasto foi estimado com base nos dados de producéo fecal
utilizando a FDNi como marcador interno. A determinagéo do teor de FDNi nas fezes,
nas amostras de pasto obtidas via simulacdo manual do pastejo e nos suplementos
foram realizadas apos pré-secagem das amostras em estufa com circulagéo forcada
de ar a 55°C por 72 horas, moagem a 2 mm e incubacdo in situ por 288 horas como
sugerido por Valente et al. (2011). Posteriormente as amostras passaram por extracao

com detergente neutro com a utilizagdo do analisador de fibra Ankom (Ankom Inc.,



56

Fairport, NY, EUA). O consumo de matéria seca total foi calculado somando-se o
consumo de forragem e o de suplemento.

O fluxo de MS duodenal foi estimado utilizando a FDNi como indicador (Udén
et al., 1980).

As amostras de digesta duodenal foram coletadas via canula duodenal quatro
vezes ao dia nos seguintes horarios: dia 1, 2h00, 8h00, 14h00 e 20h00; dia 2, 5h00,
11h00, 17h00 e 23h00 e homogeneizadas por animal e periodo. Logo apds coleta
50% da amostra foi seca em estufa de ventilacdo forcada a 55°C durante 72 horas
para as posteriores analises bromatolégicas e de FDNi, para estimar o fluxo da digesta
e 0 50% restante da amostra foi congelado a -15°C para o isolamento microbiano.

O isolamento bacteriano da digesta duodenal foi realizado seguindo a
metodologia descrita por Cecava et al. (1990). As amostras compostas da digesta
foram filtradas em um filtro de nailon de 100 um (44% da area de superficie dos poros;
Sefar Nitex 100/44, Sefar, Thal, Suica) e o material retido foi lavado com solugéo
salina (800 mL a 0,9% (peso / vol) NaCl). Em seguida, os microrganismos foram
isolados da amostra filtrada. Apds centrifugagao (2000 RPM por 20 min a 5 -C). O
sobrenadante foi centrifugado a 12.340 RPM por 20 min a 5 -C. O sobrenadante foi
descartado e 100 mL de solucéo salina 0,9% foram adicionados ao pellet. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 12.340 RPM por 20 min a 5 -C e o pellet resultante
composto foi congelado (-80 °C) e liofilizado (72-h). Foi realizada uma amostra
composta de cada animal da digesta do duodeno apoés a liofilizacdo para analise do
perfil de AA.

Foi realizada a coleta de urina spot para quantificacéo dos derivados de purina
mediante 0 método colorimétrico (Fujihara et al., 1987), N total pelo método de
Kjeldahl (AOAC, 1995), creatinina e ureia utilizando o analisador bioquimico Labtest
(modelo Labmax 100), para estimativa da eficiéncia de sintese microbiana (Zinn e
Owens, 1986). Apos a coleta foi realizada filtracdo com dupla camada de gaze da
amostra, uma aliquota pura foi imediatamente congelada, e em outra amostra 10 mL
de urina foram diluidos com 40 mL de &cido sulfarico 0.036 N.

No 28° dia de cada periodo experimental, foram coletadas, manualmente
através da céanula, amostras de liquido ruminal as 0, 6, 12, 18 e 24 horas apos a

suplementacao dos animais, para determinagao da concentragao de N-NHs. Cerca de
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40 mL de liquido ruminal foi transferido para um recipiente plastico e armazenado a -
15°C para a determinacdo das concentraces de N-NHs por destilacdo Kjeldahl
(Fenner, 1965).

2.4. Parametros sanguineos

Durante o 26° dia do periodo experimental foram obtidas amostras de sangue
(10mL) as 08:00 e, 16:00 h da jugular de cada animal, em seguida metade das
amostras de sangue foram colocadas em tubos contendo heparina (143 Ul) e
centrifugadas (1000 x g por 20 min a 4 ° C) para separacdo de plasma. Apés a
centrifugacéo, o plasma foi transferido para microtubos do tipo eppendorf e congelado
a -15 ° C até o momento de analise dos AA essenciais e ndo essenciais. Outra aliquota
das amostras de sangue foi coletada em tubo contendo gel separador e acelerador de
coagulacéo e centrifugadas a 4.000 rpm, a 4° C durante 20 minutos para separagao
do soro (Matsuzaki et al., 1997), que foi acondicionado a -15° C até o momento das
analises de proteina total, albumina, ureia. A ureia foi estimada por espectrofotometria

colorimétrica utilizando analisador Labtest (modelo Labmax 100).

2.5. Anélise de aminoéacidos

A composicdo de aminoacidos das amostras de alimentos, sangue, fezes e
pellet microbiano foram determinadas de acordo com Hagen et al. (1993) por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando um analisador de
aminoacidos SPC 1000 adaptado com um sistema de derivatizacdo pré-coluna com
isotiocianato de fenil (PITC), LUNA C18 100 A 5 u, 250 x 4,6 mm 00G-4252-EQ coluna
de fase reversa de silica e detecgéo de UV a 254 nm. A hidrolise das amostras (200
mg) foi realizada em 9 mL de HCI 6 N com 3% (peso / vol) de fenol em um tubo selado
a vacuo em um bloco de reagéo térmica por 24 h a 110 -C. Em seguida, foi adicionada
uma aliquota do padrao interno do acido a-aminobutirico. As amostras foram entéo
secas a 70 militorr em sistema de armadilha de nitrogénio criogénico e neutralizadas
com uma solugéo 4: 4: 2 de 0,2 N de acetato de sodio tri-hidratado, metanol grau

HPLC e trietlamina. Em seguida, as amostras foram secas novamente conforme
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descrito anteriormente. Nesta etapa, PITC foi adicionado para derivatizar os
aminoécidos liberados por hidrélise para formar o aminoacido PITC. Ao tubo contendo
0s cristais de aminoéacidos derivatizados, 500 uL de fase movel A foram adicionados
como diluente. A deteccdo de ultravioleta foi realizada a 254 nm apds cromatografia
de fase reversa (loop de injecdo de 30 uL, pH 6,40, gradiente linear binario com fluxo
de 1 mL / min e temperatura de coluna de 58 -C). A fase moével A composta por um
tampéo 0,14 N de acetato de sodio, acetonitrila (240 mL / 2.000 mL de acetato de
s6dio 0,14 N) e trietilamina (1 mL / 2.000 mL de acetato de sédio 0,14 N). A fase movel
B composta por uma solucao 6: 4 de acetonitrila (grau para HPLC) e agua milli-Q. A
analise de AA no plasma foi realizada através da mistura de plasma (200 yL) com 50
ML de uma solugcdo de HCI 0,1 N contendo acido alfa-aminobutirico como padrao
interno e 250 pL de metanol 99%. As amostras foram agitadas por 10 s, centrifugadas
(13.000 x g por 10 min a 4 °C) e secas na estagdo de vacuo, até 70 militorr. Em
seguida, 20 yL de solucdo de derivatizagdo contendo PITC foram adicionados,
agitados em vortex por 10 segundos, descansados por 20 minutos e secos
novamente. Em seguida, 500 pyL de diluente foram adicionados aos cristais de
aminoacidos derivatizados e deixados em ultrassom por 10 min, homogeneizados por

vortex por 15 s e filtrados através de 0,45 um Millex para o frasco.

2.6. Célculos

O fluxo da digesta foi estimado com base em um Unico marcador interno (FDNi)
de acordo com Udén (1980). O fluxo duodenal total (g / dia) de cada AA individual foi
calculado multiplicando a respectiva concentracdo (g / kg) na amostra da digesta pelo
fluxo de MS. O fluxo duodenal (g / dia) de cada AA microbiano individual foi calculado
multiplicando a respectiva concentracdo (g / kg, base de PB) de cada AA na bactéria
isolada pelo fluxo de PB microbiana. O fluxo duodenal (g / dia) de cada AA da PNDR
individual foi calculado subtraindo o fluxo duodenal de cada AA microbiano do fluxo
total de cada AA.

A digestibilidade de cada AA (g/ kg de MS) foi calculada através da subtracao
dos aminoéacidos excretados do fluxo duodenal total de aminoacidos, isto dividindo

pelo fluxo duodenal total de aminoacidos multiplicado por 1000.
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2.7. Andlise estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas no Software R (versdo 3.6.3).
Inicialmente foram verificados os supostos matematicos de distribuicdo normal (Teste
de Shapiro-Wilk) e homocedasticidade das variancias (Teste de Bartlett) dos dados.

Os dados de consumo, fluxo e digestibilidade dos aminoacidos foram
analisados em delineamento quadrado latino (2 x 2) quadruplicado, balanceado para
efeitos residuais. O modelo para analise incluiu o efeito fixo de tratamento, e como
efeitos aleatérios o quadrado latino, animal, periodo e o erro do modelo.

Os dados de parametros sanguineos foram analisados considerando um
delineamento quadrado latino (2 x 2) quadruplicado balanceado para efeitos residuais,
com medidas repetidas no tempo (horario de coleta). O modelo incluiu o efeito fixo de
tratamento, horério de coleta, e interacdo entre horario e tratamento, e como efeitos
aleatorios o efeito do quadrado latino, animal, periodo e o erro do modelo. Quando a
ANOVA mostrou diferencas as médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey

com significancia 5%.

3. Resultados

O consumo de MS e PB néao foram influenciados pelo suplemento utilizado no
experimento (Tabela 3). Animais suplementados com SGM apresentaram maior
consumo de aminoacidos totais, AAE, além de maior consumo de cada aminoacido
individual (Tabela 3, P<0,05).

Tabela 3. Consumo de matéria seca (CMS), proteina bruta (CPB) e de aminoacidos
de novilhos Nelore mantidos em pastagens de Urochloa brizantha cv. Xaraés durante

a epoca das secas e suplementados ou ndo com fonte de PNDR

Suplemento
EPM P-valor
SMU SGM
CMS, kg/dia 3,06 2,81 0,188 0,6874
CPB, g/dia 421,34 357,59 44,551 0,9553

Consumo (g/dia)
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AA totais 145,07 383,282 56,929 0,0198
AAE 60,28° 156,512 23,128 0,0199
AANE 84,74 220,98 42,000 0,0694
Aminodcidos essenciais (AAE, g/dia)

Arginina 6,07° 12,772 1,734 0,0215
Histidina 2,81° 7,702 1,163 0,0179
Isoleucina 6,29° 15,292 2,222 0,0211
Leucina 14,93 51,892 8,366 0,0175
Lisina 6,47° 10,302 1,216 0,0343
Metionina 2,58°b 6,332 0,887 0,0140
Fenilalanina 7,16° 20,302 3,078 0,0187
Treonina 7,08 14,282 1,911 0,0248
Valina 8,12b 18,082 2,518 0,0226
Aminoacidos ndo essenciais (AANE, g/dia)

Alanina 11,54 31,2482 4,681 0,0199
Acido Aspartico 15,01 30,852 4,124 0,0293
Cistina 1,51° 5,442 0,869 0,0155
Acido Glutamico 23,66° 76,212 12,086 0,0184
Glicina 8,01° 13,482 1,642 0,0323
Prolina 11,66° 32,232 4,821 0,0157
Serina 8,84P 21,382 3,072 0,0214
Tirosina 4,520 15,912 2,587 0,0170

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.
SMU= Sal mineral com ureia; SGM = Suplementac¢do proteica com gliten de milho 60 e sal mineral;

CMS = consumo de matéria seca; CPB = consumo de proteina bruta; EPM = Erro padréo da média.

O fluxo duodenal de cada aminoacido, do total de aminoacidos, dos
aminoacidos microbianos e dos aminoacidos da PNDR néao foram influenciados pelo

suplemento utilizado no experimento (Tabela 4).

Tabela 4. Fluxo duodenal de aminoacidos de novilhos Nelore mantidos em pastagens
de Urochloa brizantha cv. Xaraés durante a época das secas e suplementados ou ndo
com fonte de PNDR
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Suplemento

EPM P-valor
SMU SGM

Aminodcidos essenciais (AAE, g/dia)
Arginina 28,13 27,65 2,702 0,7990
Histidina 12,70 13,24 1,348 0,9374
Isoleucina 31,47 31,51 3,070 0,9168
Leucina 58,10 63,17 6,518 0,8336
Lisina 42,73 41,13 3,860 0,7765
Metionina 14,64 14,44 1,366 0,8148
Fenilalanina 34,32 35,52 3,399 0,9811
Treonina 35,19 34,74 3,268 0,8722
Valina 37,38 37,45 3,609 0,9244
Aminoacidos ndo essenciais (AANE, g/dia)
Alanina 49,25 51,23 4,981 0,9075
Acido Aspartico 66,18 65,93 5,903 0,8452
Cistina 9,10 9,86 1,366 0,8150
Acido Glutamico 82,20 90,46 9,459 0,8017
Glicina 40,58 38,14 3,825 0,7488
Prolina 30,91 34,63 3,802 0,7533
Serina 32,69 33,55 3,189 0,9969
Tirosina 28,33 29,13 2,897 0,9561
AA totais 636,84 656,08 63,288 0,9886
AAE 294,66 298,84 28,718 0,9561
AANE 339,25 352,93 34,384 0,9544
Aminoacidos microbianos (g/dia)
AA totais 107,18 85,82 11,712 0,6099
AAE 47,73 38,03 9,965 0,6011
AANE 55,94 44,72 6,227 0,6130
Aminoacidos da PNDR (g/dia)
AA totais 529,67 570,26 62,824 0,8986
AAE 243,65 258,06 28,477 0,9539
AANE 283,31 308,21 34,177 0,8674
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SMU= Sal mineral com ureia; SGM = Suplementagédo proteica com gluten de milho 60 e sal mineral;
EPM = Erro padrao da média.

A concentragdo de amonia ruminal, proteina microbiana e eficiéncia de sintese
de proteina microbiana por kg de matéria organica degradada no rumen, assim como
a retencdo de nitrogénio ndo foram influenciados pelo suplemento utilizado no
experimento (Tabela 5). A digestibilidade dos aminoacidos nado diferiu entre as

suplementacdes utilizadas (Tabela 5).

Tabela 5. Balanc¢o de nitrogénio e digestibilidade de aminoacidos de novilhos Nelore
mantidos em pastagens de Urochloa brizantha cv. Xaraés durante a época das secas

e suplementados ou ndo com fonte de PNDR

Suplemento P-valor
SMU SGM EPM Suplement
Tempo TxS
0
N-NHs, mg/dL 24,41 23,09 0,331 <0,001 0,3267 0,6240
Pmic, g/dia 112,36 83,32 13,754 - 0,6786 -
EPBmic, g de Pmic/kg
MODR 161,37 11589 52,643 0,1502 '
NEU, % 39,09 41,77 14,288 - 0,7827 -
NEF,% 55,17 50,75 15,692 - 0,7876 -
NRE, % 5,73 7,57 9,963 - 0,9361 -
Aminoécidos essenciais (AAE, g/kg de MS)
Arginina 766,92 787,55 16,995 - 0,9721 -
Histidina 773,47 791,90 17,455 - 0,8401 -
Isoleucina 765,53 781,42 17,995 - 0,8182 -
Leucina 772,70 806,35 19,989 - 0,6433 -
Lisina 813,38 820,56 12,853 - 0,9708 -
Metionina 829,54 839,58 13,804 - 0,5329 -
Fenilalanina 762,23 793,28 18,582 - 0,7115 -
Treonina 751,23 765,69 19,273 - 0,9824 -

Valina 754,45 776,58 19,011 - 0,8193 -



Aminoacidos nao essenciais (AANE, g/kg de MS)

Alanina

Acido Aspartico
Cistina

Acido Glutamico
Glicina

Prolina

Serina

Tirosina

AA totais (g/kg de MS)
AAE (g/kg de MS)
AANE (g/kg de MS)

731,57
826,81
800,41
772,57
745,59
734,96
736,40
799,43
773,37
774,49
770,74

764,87
833,15
831,80
794,83
756,04
773,70
759,11
822,98
795,31
795,46
792,21

23,380
16,193
16,698
20,896
21,561
24,292
22,013
15,810
18,408
17,317
19,496

0,6236
0,8217
0,6947
0,7767
0,8718
0,7193
0,7690
0,8431
0,7870
0,8556
0,7623
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SMU= Sal mineral com uréia; SGM = Suplementac¢é&o proteica com glaten de milho 60 e sal mineral; N-

NHs = Nitrogénio amoniacal ruminal; Pmic = Proteina microbiana; EPBmic = Eficiéncia de sintese de

PB microbiana; NEU = Nitrogénio excretado na urina; NEF = Nitrogénio excretado nas fezes; NRE =

Nitrogénio retido; EPM = Erro padrao da média.

A digestibilidade de aminoacidos individuais, AAE e AANE provenientes da

PNDR néo foram influenciados pelo suplemento utilizado no experimento (Tabela 6).

Tabela 6. Digestibilidade de aminoacidos da PNDR mais fontes enddgenas de

novilhos Nelore mantidos em pastagens de Urochloa brizantha cv. Xaraés durante a

época das secas e suplementados ou ndo com fonte de PNDR

Suplemento

SV oM EPM P-valor
Aminoacidos essenciais (AAE, g/kg de MS)
Arginina 680,02 734,73 26,447 0,9217
Histidina 710,05 745,96 25,401 0,7909
Isoleucina 692,81 728,85 27,132 0,7565
Leucina 716,79 768,67 27,892 0,6255
Lisina 761,14 782,44 18,902 0,8706
Metionina 774,09 799,65 20,964 0,5801
Fenilalanina 695,30 746,79 27,143 0,6700



Treonina 685,27 714,39
Valina 685,94 727,17
Aminoé&cidos ndo essenciais (AANE, g/kg de MS)
Alanina 663,19 715,96
Acido Aspatrtico 779,07 796,70
Cistina 755,60 801,37
Acido Glutamico 712,18 754,87
Glicina 678,75 703,54
Prolina 680,49 733,01
Serina 675,04 714,60
Tirosina 734,28 779,19
AA totais (g/kg de MS) 712,50 752,69
AAE (g/kg de MS) 711,32 750,81
AANE (g/kg de MS) 711,32 750,07

27,390
27,597

32,649
21,474
22,331
29,353
30,942
32,570
29,530
24,235
26,084
25,164
27,113

0,9432
0,7682

0,6365
0,7064
0,6639
0,7174
0,7892
0,7406
0,7330
0,7704
0,7352
0,7939
0,7251
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SMU= Sal mineral com ureia; SGM = Suplementagéo proteica com gliten de milho 60 e sal mineral;

EPM = Erro padréo da média.

As proteinas totais no sangue nao diferiram em funcéo dos tempos de coleta

e suplemento utilizado. Entretanto, animais recebendo SMU apresentaram menor

concentracéo de albumina no soro sanguineo que animais suplementados com SGM

(Tabela 7; P > 0,05). A concentracdo de ureia menor no tempo 8 que no tempo 20

horas, com médias de 43 e 51,5 mg/dL, respectivamente. O sangue de animais

suplementados com SGM apresentaram maior quantidade dos AAs isoleucina,

treonina e cistina que animais suplementados com SMU (Tabela 7, P<0,05). A lisina

e fenilalanina ndo foram observadas nas amostras de sangue. Ja4 os demais AAE e

AANE nao foram afetados pelo tipo de suplemento fornecido aos animais (P>0,05).
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Tabela 7. Parametros sanguineos e composicdo de aminodcidos no plasma
sanguineo de novilhos Nelore mantidos em pastagens de Urochloa brizantha cv.

Xaraés durante a época das secas e suplementados ou ndo com fonte de PNDR

Suplemento P-valor
EPM

SMU SGM Tempo Suplemento TxS
Proteinas totais, g/dL 7,28 7,05 0,148 0,1382 0,2871 0,3663
Albumina, g/dL 2,41° 2522 0,052 0,6376 0,0168 0,8199
Uréia, mg/dL 46,21 48,29 1,978 <0,001 0,2371 0,2691
Aminoacidos essenciais (AAE, umol/L)
Arginina 0,008 0,009 0,0004 - 0,4873 -
Histidina 0,006 0,008 0,0005 - 0,5905 -
Isoleucina 0,005 0,0072 0,0003 - 0,0486 -
Leucina 0,006 0,007 0,0006 - 0,5941 -
Metionina 0,006 0,007 0,0004 - 0,2696 -
Treonina 0,005 0,0072 0,0003 - 0,0472 -
Valina 0,002 0,002 0,0001 - 0,9075 -
Aminoacidos ndo essenciais (AANE, umol/L)
Alanina 0,008 0,011 0,0006 - 0,0739 -
Acido Aspartico 0,004 0,005 0,0002 - 0,2712 -
Cistina 0,004 0,0072 0,0004 - 0,0146 -
Acido Glutamico 0,007 0,008 0,0003 - 0,7613 -
Glicina 0,001 0,002 0,0001 - 0,0954 -
Prolina 0,016 0,020 0,0010 - 0,3381 -
Serina 0,004 0,005 0,0002 - 0,1212 -
Tirosina 0,001 0,001 0,0001 - 0,1346 -

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey. SMU= Sal mineral
com ureia; SGM = Suplementacédo proteica com gliten de milho 60 e sal mineral; EPM = Erro padrao

da média.

4. Discussao

A quantia de cada AA disponivel para o animal varia de acordo com a ingestao

de MS, composicdo da PNDR, proteina microbiana (Pmic) e digestibilidade intestinal
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de cada AA (Rulquin e Vérité, 1996, Brito et al., 2014), além das diferencas do
metabolismo intermediario do ruminante, transformacdo dos alimentos devido a
fermentacdo ruminal (Rodriguez, 1996). Neste estudo ndo houve diferenca no
consumo de MS (CMS) e proteina bruta (CPB), porém apesar do CPB néo apresentar
diferenca estatistica, o consumo de aminoé&cidos diferiu entre as suplementactes
como esperado, gracas ao perfil aminoacidico do SGM. Embora a ingestao de AA ndo
indica suprimento deste a nivel intestinal devido a transformacdes a nivel ruminal, a
diferenca no perfil de AA da PB consumida € um dos maiores responsaveis pelo aporte
de N para sintese de Pmic no rimen. .

Os animais foram alimentados com forrageiras tropicais, as quais possuem alto
potencial produtivo, mas no periodo seco do ano possuem baixa eficiéncia de
utilizacdo, gracas ao aumento da lignificacdo da parede celular neste periodo,
diminuindo sua digestibilidade e consumo (Capitulo 2, Dias (2021)),
consequentemente podendo limitar a sintese de Pmic e o fluxo de AA. Quando o
consumo de proteina é baixo a sintese de Pmic serd restringida devido a escassez de
PDR para o crescimento microbiano o que reduz a fermentac&o ruminal e a ingestéo
de matéria seca (Firkins et al., 2007; Li et al., 2013). Embora neste estudo se tenha
fornecido ureia como fonte de NNP para que ndo houvesse limitacdo da sintese de
Pmic, fato que fica evidenciado na concentracdo de aménia disponivel no rumen, os
resultados evidenciaram que esta nao foi efetiva em promover o aumento da sintese
de Pmic devido composicdo da forrageira que possuia digestibilidade potencial
extremamente baixa, prejudicando a disponibilidade energética.

Embora ndo tenha ocorrido diferenca significativa na sintese de Pmic entre
animais suplementados com NNP (SMU) e PNDR (SGM), néo alterando o fluxo de AA
de origem microbiana, podemos observar que Pmic, em animais suplementados com
SMU contribuiu com 16,83% do fluxo de AA totais para o duodeno, enquanto a Pmic
de animais suplementados com SMG contribuiu com 13,08%. Zhao et al. (2020)
evidencia que dietas a base de forrageiras o fluxo de AA para o duodeno € diminuto
por conta da diminuigdo do fluxo de AA microbiano causado pela alta fibra alimentar
lignificada, que causa diminuicdo do aproveitamento do N disponivel para o

crescimento microbiano.
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Os resultados obtidos divergem do encontrado por Zhao et al. (2020) que
observou diferenca no fluxo de AA, quando estudou o fluxo duodenal e digestibilidade
de AA de vacas em lactacao recebendo dietas com diferentes tamanhos de particula
da silagem e relacdo volumoso : concentrado com similar energia e proteina,
identificando que a relagéo volumoso : concentrado da dieta obteve efeito no fluxo de
PB e de AA para o duodeno gracas a diferenca no CMS, onde a alta fibra obteve
menores fluxos. Estes resultados diferem do presente estudo, pois nossos animais
receberam a mesma dieta basal e com teores de proteina semelhantes, ndo inferindo
diferenca também no CMS.

Esperava-se que a SGM resultasse em maior fluxo de AA de origem PNDR
para o intestino, fato que ndo ocorreu provavelmente devido ao baixo consumo de N
(Batista et al., 2016). A PNDR em animais suplementados com SGM contribuiu com
86,95% do fluxo total de AA no duodeno, enquanto os suplementados com SMU
contribuiu com 83,17% do fluxo total de AA no duodeno advindo da PNDR, estes
altimos tem esses AA da PNDR oriunda da forragem somente.

A digestibilidade dos AA néo é constante em diferentes dietas com variacfes
proteicas e energéticas (Yang e Beauchemin, 2004; Huang et al.,, 2019). Alta
degradacdo ruminal proteica altera a sintese de Pmic (Broderick, 1995) e proteina
menos degradaveis no rimen podem aumentar a disponibilidade de aminoacidos no
intestino delgado (Henson et al., 1997), gerando diferencas nas digestibilidades porém
a falta de energia digestivel afeta essas mudancas na degradacao ruminal (Ladeira et
al., 2002). Assim a digestibilidade dos AA neste estudo foi semelhante devido ao
aporte de aminoacidos que chegou ao intestino para ser digerido ter sido o mesmo
nos dois tratamentos, gracas a sintese de proteina microbiana no rimen e os
aminoacidos advindos da PNDR.

Os resultados encontrados neste estudo diferem do observado por Souza et al.
(2020), o qual evidenciou que alimentacgdo de bovinos com diferentes fontes proteicas
leva a um perfil distinto de AA na Pmic. O NNP devido a sua disponibilidade tende a
aumentar a sintese de Pmic, melhorando a quantia de AA de origem microbiana que
chega ao intestino, enquanto a PNDR fornece AA que nao séo degradados no rimen
e vao para o intestino sem alteracdo. O NNP neste estudo néo foi efetivo em
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proporcionar maior aporte de AA de origem microbiana do que a PNDR, pois a sintese
microbiana depende do CPB, como ja evidenciado anteriormente.

Os resultados de composicdo de AA no sangue sao de dificil interpretacéo
(Batista et al., 2016). Porém, Richardson e Hatfield (1978) indicaram que os trés
primeiros aminoacidos limitantes para bovinos em fase de crescimento sdo a
metionina, lisina e treonina. Gibb et al. (1992) consideram que a diminuicdo da
composicdo de algum AA no sangue indicaria que eles sdo limitantes, assim neste
estudo a lisina e fenilalanina que nédo foram observados no sangue Sdo 0s maiores
limitantes em ambas as suplementacdes, indicando sua limitacao.

Embora nao tenha ocorrido diferenca entre as fontes suplementares de N no
fluxo de AA, observou-se maior concentracdo dos AA isoleucina, treonina e cistina no
sangue de animais suplementados com SGM. Indicando efeitos positivos ha absorcéo
destes AAs, comparando SMU e SGM. A reducédo destes AAs no plasma de animais
recebendo SMU indica uma maior utilizagdo destes provavelmente por serem
limitantes para a sintese de proteinas nos tecidos corporais (Gibb et al., 1992).

Os metabolitos sanguineos séo usados para se avaliar a nutricdo do animal, as
proteinas totais, albumina e ureia indicam o status proteico do animal. A quantia de
albumina é um indicador do conteudo proteico da dieta a longo prazo, além de ser
uma reserva proteica e transportador de aminoacidos (Gonzélez e Scheffer, 2003).
Neste estudo a albumina foi maior nos animais do SGM possivelmente pela
composicdo de aminoacidos deste suplemento. A ureia sanguinea € um indicador do
metabolismo proteico, sendo sintetizada em quantidade proporcional a amonia
produzida no rimen e associada a proteina e a relacdo proteina/energia dietética
(Wittwer et al., 1993), além disso concentracfes de ureia sanguinea variando entre 13
a 15 mg/dL representa limite para perda proteica (Oliveira et al., 2001), assim o0s
resultados encontrados neste estudam indicam alta perda de N. No caso de altos
niveis de ureia no sangue em animais com deéficit energético, isso pode indicar um
balanco energético negativo, levando a um aproveitamento de AA para obtencéo de
energia (Church, 1993), assim como um déficit de AA devido a AA limitantes ao uso
dos demais. O que pode explicar o ocorrido neste estudo, pois o valor da ureia no

sangue dos animais foi elevado, no entanto houve baixa retencdo de N, sendo este
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um indicativo de que AAs estavam sendo catabolizados para atender a demanda
energeética, gerando acumulo de amoénia (Russell et al., 1992).

Os dados de retencdo de N extremamente baixos indicam dependéncia da
disponibilidade energética no metabolismo para melhora da retencédo (Schroeder e
Titgemeyer, 2008), assim neste estudo, assim como o encontrado por Lazzarini
(2011), a suplementacdo exclusivamente proteica n&o auxiliou no aumento da
retencdo de N corporal dos animais, independente da fonte utilizada.

No entanto, os resultados de fluxo e digestibilidade de AA deste estudo poderao
ser utilizados na predi¢cado de modelos futuros de formulacéo de ragéo que devem levar
em consideragdo a variagdo entre diferentes dietas e fatores de coeficiente
especificos para a digestibilidade e a eficiéncia de uso individual dos AA em condi¢cbes

especificas (Souza et al., 2020).

5. Conclusao

A suplementacdo com PNDR neste estudo, ndo resultou em maior fluxo de
aminoécidos para o duodeno, mas resultou em maior teor de isoleucina, treonina e
cistina no sangue dos animais que receberam a dieta com SGM. Embora tenha sido
observada essa maior concentracdo sanguinea desses AA, a suplementacdo com
PNDR ndo aumentou a eficiéncia de utilizacdo do N. Assim como a suplementacéo

com NNP ndo resultou em aumento de AA proveniente da Pmic no duodeno.
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