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RESUMO

A fonte mais importante de nitrogénio para os microrganismos ruminais
provém normalmente da proteina dietética e do nitrogénio nao protéico (NNP).
O metabolismo de proteina no rumen é dependente do tipo de proteina da
dieta assim como a interacdao entre microrganismos e substratos presentes no
ambiente ruminal. Dessa forma, a degradacdo de proteina no rumen é um
processo multiplo envolvendo solubilizacdao, hidrolise extracelular, transporte
para o interior da célula, considerando neste contexto que a fermentacdo e a
digestdo sao acodes distintas de um processo Unico de degradacdo. A
concentracdo de produtos finais resultantes da degradacdo protéica ruminal
pode variar de acordo com a interacdao com substratos presentes no ramen.
Isso ocorre, porque estes substratos poderao ser aproveitados

simultaneamente pela populacao microbiana, considerando um balanceamento
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adequado de nutrientes. Os carboidratos podem afetar grandemente o
metabolismo de aminodcidos, pois esses representam a principal fonte de
energia para as bactérias, embora possam ser utilizados como esqueletos
carbbnicos para a sintese protéica em combinacdo com a amoénia. Os
Carboidratos rapidamente fermentaveis, como amido e acuUcares, sao mais
efetivos que outras fontes de carboidratos, como a celulose, na promogao do
crescimento microbiano. A sintese de proteina microbiana é determinada por
dois fatores principais: a taxa de fermentagao, que estabelece a quantidade de
alimento digerido por unidade de tempo e é o plano funcional da nutricdo por
microrganismos, e a taxa de passagem, que favorece a perda ruminal do
substrato lentamente fermentado e remove o0s microrganismos maduros. A
producdo microbiana é dependente das complexas inter-relacdes que ocorrem
no rumen envolvendo as diversas espécies microbianas, disponibilidade de
carboidratos, nitrogénio e seu metabolismo. Entretanto, este conceito de
sincronismo entre proteina e energia tem uma sélida base tedrica, é provavel
gue neste complexo ecossistema de associagdes de microorganismos, quando
suplementado é sincronizado para uma sub-populacao especifica, ocorrendo
uma falta de sincronismo para outras populacdes. Em adicdao ao suprimento
com fontes adequadas de carboidratos e N, existem outros fatores nutricionais
como o suprimento de enxofre, e fatores nao nutricionais como pH e grau de
diluicao que exercem importante funcao na sintese de proteina microbiana e

gue podem comprometer a estratégia alimentar.

1. INTRODUCAO

Diversos estudos foram conduzidos nos ultimos 30 anos, sobre o uso de
diferentes fontes protéicas para vacas leiteiras, com o objetivo de maximizar a
eficiéncia de utilizacdo da proteina da dieta, através de melhor desempenho
animal e menores perdas de nitrogénio (N) para o ambiente (Santos et al.,
1998). Dentro deste contexto, destaca-se também a funcdo basica da

producdo de leite em animais especializados, que é converter fontes de
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alimentos ndao competitivas e de baixa qualidade em proteina de alta qualidade
para o consumo humano. FreqUentemente, a quantidade e qualidade da
proteina absorvida no intestino delgado podem limitar a producao de leite
(Nousiainen et al., 2004).

Na nutricdo protéica de ruminantes, é fundamental a estimativa acurada
da sintese de proteina microbiana ruminal, pois esta é responsavel por uma
grande contribuicdo do suprimento de proteina para o intestino delgado. Cerca
de 60% dos AAs absorvidos no ID sdo de origem microbiana e o restante, 40%
proveniente da PNDR da dieta (Wattiaux, 2002). Esquemas de alimentacao que
alteram a producdo de proteina microbiana afetam a quantidade e a qualidade
da proteina que chega ao intestino delgado.

Varios fatores afetam a sintese de proteina microbiana (SPM) no rumem,
entre eles, a disponibilidade de energia e nitrogénio para os microrganismos
ruminais, talvez sejam os mais importantes. Além disso, a SPM é dependente
das complexas inter-relagcbes que ocorrem no rumen envolvendo as diversas
espécies microbianas, pH, taxa de turnover. Para o entendimento dessas
inter-relacdes, se faz necessario primeiro a caracterizacdo das fragoes
protéicas e o entendimento tanto do metabolismo protéico como do
metabolismo dos carboidratos, maior fonte de energia.

Atualmente, observa-se constante procura de metodologias acuradas e
simples para estimar a qualidade dos alimentos, cujos objetivos sdao as
predicdes dos valores protéicos e energéticos para atender a demanda gerada
pelas fungdes produtivas dos animais em determinado estagio fisioldgico. O
problema essencial € a busca do entendimento em bases mecanicistas das
relacdes entre a composicdao bromatoldgica, a disponibilidade de energia e
proteina e as respostas esperadas nos animais (Pereira et al., 2005). Vale
ressaltar que a eficiéncia de sintese de proteina microbiana tem sido expressa
de diferentes formas: O NRC (1985) considerou a produgdo de proteina bruta
bacteriana em funcdao de nutrientes digestiveis totais (NDT); o Agricultural
Research Council (1984) expressou em relacdo a matéria organica degradada

no rumen (MODR); o Agricultural and Food Research Council (1993)
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considerou a eficiéncia em funcao da energia metabolizavel fermentada no
rimen, e o CNCPS, descrito por Russell et al., (1992), expressou a eficiéncia
microbiana em grama de matéria seca bacteriana (gMSbac) por grama de
carboidratos totais degradados no rumen (CHODR).

A presente revisdao tem como objetivo, elucidar os mecanismos que
envolvem o metabolismo protéico no rumen, com énfase na degradacao de
proteina, sintese e eficiéncia de sintese de proteina microbiana, com foco
especial em aspectos que afetam a degradacao de proteinas, como pH e
interagdes com nutrientes, taxa de passagem, populacao microbiana, e outros
fatores que afetam a producdo de proteina microbiana bem como as formas de

predicao.

2. OBJETIVO

O objetivo desta revisdo é elucidar os mecanismos que envolvem o
metabolismo protéico no rimen, com énfase na degradagdo de proteina,
sintese e eficiéncia de sintese de proteina microbiana, com foco especial em
aspectos que afetam a degradacao de proteinas, como pH e interacbes com
nutrientes, taxa de passagem, populacao microbiana, e outros fatores que

afetam a producgdo de proteina microbiana bem como as formas de predicdo.

3. METABOLISMO DE PROTEINA NO RUMEN

O metabolismo protéico no rumen é proveniente da atividade metabdlica
dos microrganismos ruminais sendo que, a estrutura da proteina da dieta é
considerada um fator chave deste metabolismo, determinando a
susceptibilidade das proteases microbianas e, portanto a degradabilidade
(Bach et al., 2005).

O metabolismo de proteina em ruminantes, envolve a degradacdo de
parte da proteina em peptideos, aminoacidos (AAs) e amodnia (NHs3) pelos

microrganismos ruminais. As exigéncias de proteina metabolizavel (AAs
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absorvidos) sao atendidas pela proteina dietética que escapou da degradacdo
ruminal e pela proteina de origem enddgena que alcanca o intestino delgado
(ID) (NRC, 2001).

A proteina da dieta é dividida em dois pools principais: o de proteina
degradada no rumen (PDR) e o de proteina nao degrada no rimen (PNDR). A
PDR é composta de nitrogénio ndo protéico (NNP) e proteina verdadeira. A
proteina verdadeira é degradada a peptideos e AAs que sdao eventualmente
deaminados em nitrogénio (N) e NHs e incorporados em proteina microbiana
(PM) ou degradados pelos microrganismos ruminais produzindo acidos graxos
volateis (AGV) de cadeia ramificada. O NNP é composto de N, presente em
DNA, RNA, NHs3, AAs e pequenos peptideos. Tanto os AAs, quanto NNP pode
ser convertido a NH; pelos microrganismos ruminais.

Quando a dieta fornece energia fermentavel limitante ou proteina bruta
em excesso ou ainda, proteina altamente degradavel em excesso, podera
ocorrer uma producao excessiva de NHs3 sendo que, nem toda a NHs produzida
podera ser convertida em proteina microbiana (PM). A NHs; produzida em
excesso é absorvida pela parede do rumen e transportada para o figado. O
figado converte a NH3; em uréia a qual e lancada no sangue. Essa uréia a nivel
sanguineo podera ter diferentes destinos: retornar ao rumen via saliva ou
através da propria parede do rimen, ou podera ser excretada pela urina nos
rins (Figura 1). Quando essa uréia retorna ao rumen, ela é convertida
novamente em NHsz e poderd servir como fonte de nitrogénio para bactérias
(Bach et al., 2005; Valadares Filho et al., 2002; NRC, 2001; Wattiaux., 2002).

Entretanto, segundo Nolan e Dobos (2005), é preciso destacar que, a taxa
de assimilacdo de NHs3 pelas bactérias e fungos é dependente de suas
respectivas taxas de crescimento. Dessa forma o nitrogénio da NHs; pode ser
removida pelos seguintes caminhos: através do fluido ruminal, pela
incorporacdo da matéria microbiana, pela absorcao através da parede do

riumen e por ultimo, pelo fluxo para o abomaso.
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Figura 1. Desenho esquematico do metabolismo de proteina.
Fonte: Wattiaux (2002).
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A proteina ndao degradada no rumen (PNDR), é a segunda maior fonte de
AAs absorvidos pelo animal. A PNDR passa pelo rimen sendo quebrada a AAs
no intestino delgado (ID). Esses AAs sao absorvidos e utilizados
posteriormente pelos musculos e outros tecidos na sintese protéica. Assim,
ambas as fracobes PDR e PNDR sdo de fundamental importédncia para a
formulacao de dietas balanceadas.

A maioria do suprimento de proteina que chega no intestino delgado em
ruminantes é proveniente da sintese de proteina microbiana (SPM), sendo
cerca de 60% dos AAs absorvidos no ID de origem microbiana e o restante,
40% proveniente da PNDR da dieta (Wattiuax, 2000). Entretanto este fluxo
continuo de proteina microbiana para o pequeno intestino, depende do
aproveitamento de nutrientes e a eficiéncia do uso destes nutrientes pelos
microrganismos no rumen.

A sintese de proteina microbiana requer substratos ricos em energia, além
de peptideos, AAs e amoénia, outros nutrientes essenciais como fontes de
enxofre minerais, acidos graxos de cadeia ramificada e certos fatores de
crescimento (Theodorou e France 2005). Portanto o metabolismo de proteina
no rumen pode ser divido em duas fases distintas: degradagao protéica a qual
fornece fontes de nitrogénio para as bactérias e sintese de proteina

microbiana.

3.1 Degradagao Ruminal de Proteina

A degradacao da proteina no riumen é um processo multiplo envolvendo
solubilizacdo, hidrolise extracelular, transporte para o interior da célula,
considerando neste contexto que a fermentacao e a digestao sao acoes
distintas de um processo Unico de degradacdo (Russel et al., 1991; Valadares
Filho, 1995 apud Santos et al., 2001).

O primeiro passo de degradacao ruminal da proteina no riumen, consiste
no ataque das bactérias as particulas dos alimentos representadas pela

atividade das proteases ligadas a parede microbiana (Brock et al., 1982 apud
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Bach et al., 2005). As bacterias Butyrivibrio fibrisolvens e Prevotella ruminicola
representam a maioria das espécies proteoliticas do rumen (Stewart et al.,
1997).

A populagao microbiana ruminal tem uma vasta variedade de proteases,
mas esta atividade proteolitica é tida como moderada quando comparada com
as secrecOes pancreaticas. (Wallace, 1996). O grupo de bactérias com maior
atividade proteolitica representa somente uma pequena parte da biomassa
total. (Nolan e Dobos., 2005).

Algumas espécies de cepas de bactérias do rimen, protozoarios ciliados e
fungos anaerdbicos possuem atividade proteolitica e possuem uma variedade
de deferentes tipos de enzimas proteoliticas (Wallace, 1996). Assim
considerando que o numero de diferentes ligagdes dentro de uma Unica
proteina é grande, a acdo sinérgica de diferentes proteases é necessaria para
completa degradacao protéica. Portanto, a taxa e a extensdo a qual a
degradacdo protéica ocorra pode depender da atividade proteolitica da
microflora ruminal e do tipo de proteina (susceptibilidade e a acessibilidade de
ligacdes peptidicas) (Bach et al., 2005).

As proteinas alimentares sdo degradadas pelos microrganismos ruminais
em AAs, depois amonia e em acidos graxos de cadeia ramificada (Wattiaux,
2002). A quantidade destes peptideos e AAs, liberados pela degradacao
ruminal, e que serdao absorvidos pelas células microbianas pode ser
dependente do aproveitamento da energia ingerida (carboidratos). Se existe
energia disponivel, os AAs podem ser transaminados ou usados diretamente
para sintese de proteina microbiana. Entretanto, se a energia é limitante, os
AAs podem ser deaminados e seus esqueletos de carbono podem ser

fermentados a acidos graxos volateis (AGV). (Figura 2).
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Figura 2. Representacao esquematica da degradacao de proteina e produtos
finais da degradagao no rumen.
Fonte: Bach et al. (2005)

A maioria dos estudos avaliando a degradacdao de proteina no rumen
tem sido conduzidos usando técnicas in situ, a qual mede somente a
degradacdo protéica e ndo o uso de peptideos e AAs pelas bactérias ruminais

De acordo com Nolan e Dobos, (2005), peptideos e AAs sao essenciais
para alguns espécies de bactérias tal como as Bacteroidas ruminicola as quais
sao incapazes de assimilar AAs livres. Alem disso, freqlientemente tem sido
demonstrado que, a presenca de altas concentracdes de peptideos e AAs no
fluido ruminal, estimulam o crescimento microbiano.

Cardozo et al., (2004) concluiram utilizando continuas culturas
fermentadas recebendo uma racdo leiteira tipica que, a concentracdo de
peptideos, AAs e amonia ndo apresentaram nenhuma variagdo por mais de 8
horas apds a alimentacao, registrando um aumento de nitrogénio de AAs as 2
e 4 horas apdés a alimentacdo.(Figura 3), sugerindo que o consumo de AAs

pode ser um fator limitante na degradagao de proteina no riumen. Glen et al.,
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(2004), comprovaram estes resultados avaliando os efeitos inibidores das
concentragdes de amobnia e AAs totais in vitru. Concluiram que a adicdo de
amonia, AAs livres e peptideos reduziu aparentemente as taxas de degradacao

possivelmente via inibicao de produtos finais.

11

Concentracao (mg de
N/dL)
-..d

Tempo apos alimentagéo

Figura 3. Concentracao de peptideos, AAs e amodnia em culturas continuas
fermentadas recebendo alimentacdo com uma razdo concentrado
volumoso de 60:40 a cada 8 horas, Peptideo N ¢, AA N, o, € amoOnia N
O.

Fonte: adaptado de Cardozo et al., (2004), citado por Bach et al.,

(2005).

Reynal e Broderick (2005), avaliaram o efeito do nivel de proteina
degradavel no rimen PDR, sobre a produgdo e metabolismo de nitrogénio em
vacas leiteiras lactantes. Esses autores verificaram o efeito de quatro niveis de
PDR 13,2; 12,3; 11,7 e 10,6 % na dieta sobre a concentracdo de amodnia no
rimen apods a alimentacdo, e constataram que a reducao dos niveis de PDR da
dieta resultou em um decréscimo linear do nitrogénio amoniacal (N-NH?) apds
alimentacao.

Portanto, a concentracao de produtos finais resultantes da degradacao

protéica ruminal, pode variar de acordo com a interacdo com substratos
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presentes no rumen. Isso ocorre, porque esses substratos poderdo ser
aproveitados simultaneamente pela populagao microbiana, considerando um
balanceamento adequado de nutrientes. Em outras situacdes, podera
proporcionar a perda de nitrogénio e comprometimento de certos

microrganismos pela ndo sincronia de nutrientes ruminais.

3.2 Fatores que Afetam a Degradacao Ruminal de Proteinas

Os fatores mais importantes que afetam a degradacao protéica microbiana
incluem o tipo de proteina da dieta, a interagdo com outros nutrientes
(principalmente carboidratos com da mesma matéria alimentar e dentro do
conteldo do rimem) e a populagao microbiana predominante (dependendo do
tipo de ragao, taxa de passagem e pH ruminal) (Bach et al., 2005).

O tipo de proteina pode influenciar a taxa de degradacao ruminal e, além
disso, o metabolismo e aproveitamento de outros nutrientes pelos
microrganismos no rumen e intestino delgado. Oliveira et al., (2003),
avaliaram a degradabilidade ruminal da matéria seca e proteina bruta in situ
do farelo de soja, grdo de milho, melagco em pé, farinha de peixe e farinha de
penas e feno de alfafa. Concluiram que fontes protéicas de origem animal,
como as farinhas de peixe e de penas apresentam baixa degradabilidade
ruminal e que alimentos degradaveis ruminalmente podem ser utilizados para
maximizar o desenvolvimento microbiano. Molina et al., (2003) avaliaram a
taxa de degradabilidade da proteina in situ de seis gendtipos de sorgo para
silagem. Concluiram que a presenca do tanino reduziu a extensao da
degradabilidade da proteina bruta. Zeoula et al. (2004) avaliaram a
degradacdo de trés concentrados diferindo na composicao da fonte energética
utilizando o amido e oOleo. Verificaram que o concentrado rico em amido
apresentou maior degradabilidade da proteina bruta em relagdo ao
concentrado contendo oleo.

A degradacdo protéica é comprovadamente descrita pela acao de enzimas

proteoliticas. Entretanto, ha evidéncias que suportam a importancia de outras
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atividades enzimaticas na degradacao protéica, ocorrida pela interacdao com
outros nutrientes. Assoumani et al. (1992), demonstraram 0 aumento na
ordem de 6 a 20% na degradacao de proteina de graos de cereais quando foi
adicionada amilase no rdimen. Tomankova e Kopecny, (1995) também
verificaram efeito positivo da amilase sobre a degradacao ruminal de proteina.
Kohn e Allen (1995) verificaram um aumento da taxa de degradacdo protéica
da ordem de 42,4 a 53,1 % quando celulases foram adicionadas em um
sistema de digestdao proteolitica in vitro. Além dos fatores ja citados que
podem afetar a degradabilidade ruminal de proteinas, pode se destacar ainda,
o tempo de retencdo da proteina no riumen, ou seja, a taxa de passagem, e o
pH ruminal (NRC, 2001).

De acordo com Allen et al., (1997), a capacidade em se estimar o pH
ruminal sobre dada dieta e importante, para otimizar a digestao ruminal e o
suprimento de nutrientes para vacas leiteiras, prevenindo desta forma,
doencas metabdlicas como acidose e laminite. O 6timo pH do rimen para a
atividade proteolitica de acordo com (Kopecny e Wallace 1982 apud Bach et
al., 2005) varia em torno de 5,5 e 7,0. Dessa forma a queda do pH pode
reduzir a degradagao de proteina no rumen.

Cardozo et al. (2000, 2002), em dois estudos de cultura de fluxo continuo
de fermentacao, comparando ragao com alto concentrado e racao com alta
forragem para uma variacao do pH de 4,9 e 7,0 demonstraram que a
degradacdo de proteina foi reduzida com o decréscimo do pH com ambos os
tipos de ragdes, embora segundo os autores as bactérias amiloliticas tenderam
a ser mais proteoliticas do que as bacterias celuloliticas. Devante et al, (2001)
avaliaram farelo de soja incubado e farelo de soja e processado pelo calor no
ramen de um rebanho leiteiro alimentado com um razdo concentrado
volumoso de 60:40 ou no rumen de gado de corte com uma razao de 10:90
usando a técnica in situ. Os resultados mostraram que e degradacdao de
proteina foi baixa para a racdo para o gado de corte considerando que o pH foi
>6,0 em ambos o0s tipos de animais, confirmando que a redugao na

degradacdo de proteina ndo se da somente pelo efeito do pH, mas também
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pelo tipo de substrato sendo fermentado ou a populacdo microbiana
predominante.

Portanto, a degradacao protéica pode ser influenciada por todos os fatores
intrinsecos ligados a proteina do alimento, variando com a fonte de proteina
utilizada na dieta, e ainda com a interacao fisica e metabdlica de nutrientes e

microrganismos presentes no ambiente ruminal.

4. METABOLISMO DE CARBOIDRATOS

Durante a fermentagdo ruminal, a populagdo de micrébios (na sua maioria
bactérias) fermentam os carboidratos para produzir energia, gases (metano -
CH,4 e didxido de carbono - CO,), calor e acidos. O acido acético (vinagre), o
acido propidnico e o acido butirico sdo acidos graxos volateis (AGV) e
constituem a maioria (>95%) dos acidos produzidos no rumen. Além disso, a
fermentacdo de aminoacidos produz alguns acidos chamados de isoacidos. A
energia e os iso-acidos produzidos durante a fermentagao sao utilizados pelas
bactérias para seu crescimento, principalmente para a sintese de proteinas. O
CO2 e o CH4 sao eliminados pelo orificio esofagico, e a energia do CH4 é
perdida. Ao menos que o calor seja necessadrio para a manutencdo da
temperatura corporal, o calor produzido durante a fermentacao se dissipa. Os
AGV, produtos finais da fermentacao ruminal, sdo absorvidos através da
parede ruminal. A maioria do acetato e todo o propionato sao transportados
para o figado, mas a maioria do butirato é convertido na parede ruminal em
corpos cetbnicos, sendo o principal o BO-hidroxibutirato ( Figura 4). As
cetonas sao importantes fontes de energia para a maioria dos tecidos do
corpo. As cetonas sao derivadas do butirato que é produzido no rimen, mas no
inicio da lactacao, elas também sdo produzidas na queima de gordura pelo

animal (Wattiaux e Armentano, 2007).
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Figura 4. O metabolismo dos carboidratos em bovinos.

Fonte: Wattiaux e Armentano (2007).

Bach (2005), comenta que o0s microrganismos ruminais utilizam
carboidratos (CHOs) e proteinas como fontes de energia. Os carboidratos sao a
principal fonte de energia para as bactérias, embora possam ser utilizados

como esqueletos carbbnicos para a sintese protéica em combinagdo com a
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amonia. A sintese de proteina ruminal depende do suprimento de quantidades
e formas adequadas de CHOs como fontes de energia para a sintese de corpos
peptidicos. Carboidratos rapidamente fermentaveis, como amido e acucares,
sao mais efetivos que outras fontes de carboidratos, como a celulose, na

promogao do crescimento microbiano.

5. SINCRONIZACAO ENERGIA X CARBOIDRATO E SINTESE DE
PROTEINA MICROBIANA

A digestdao ruminal e sintese microbiana tém consideravel impacto na
nutricdo e alimentacao de ruminantes (Firkins et al., 1998). A producao
microbiana é dependente das complexas inter-relagdes que ocorrem no rimen
envolvendo as diversas espécies microbianas, disponibilidade de carboidratos,
nitrogénio e seu metabolismo.

Os protozoarios estdo diretamente envolvidos com a producdo
microbiana, através de suas enzimas, ou indiretamente como conseqliéncia de
seus efeitos no tamanho da populacao e atividade de outros microorganismos
fibroliticos, tendo importante funcdo na determinacdo na atividade da
degradacdo de polissacarideos no ecossistema ruminal (Williams e Whithers,
1991). Devido a grande habilidade dos protozoarios em ingerir particulas de
matéria suspensas no conteddo ruminal, esses microorganismos sao mais
ativos em degradar proteinas insolUveis do que solUveis. A verdadeira
contribuicdo dos protozodarios para a performance do animal ainda nao estd
bem esclarecida, mas ha um decréscimo na concentracdo de aménia ruminal
observada apds a defaunagao além de baixa excrecdo de N urindrio, enquanto
gue o aumento na excrecdo de nitrogénio fecal, nos mesmos animais, pode ter
resultado da alteracdo na digestao dos carboidratos fibrosos do rumem para o
intestino (Jouany 1996). Demeyer e Fievez (2004) ressaltam o papel dos
protozoarios no fornecimento de aminoacidos e peptideos através da protedlise

de proteinas alimentares e microbianas.
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A sincronizacdo entre a taxa de fermentacdao do carboidrato, e a
degradacdo de proteina tem sido sugerida como um meio de otimizar o
crescimento microbiano no rumem (Shabi, 1998). Geralmente, as bactérias
sdo capazes de capturar a maior parte de amodnia liberada no rumem a partir
da deaminacao de aminoacidos e hidrolise dos compostos de NPN. Entretanto,
as condicOes dietéticas freqlientemente ocorrem em taxas nas quais a amonia
liberada no rumem excede as taxas de captura pelas bactérias ruminais.
Exemplos dessas condicdes sao os excessos de PDR e a caréncia de energia
disponivel (Maeng 1997apud NRC 2001). Esse assincronismo entre a liberagao
de amoénia e energia disponivel no rumem resulta numa ineficiente utilizacdo
de substratos fermentaveis e reduz a sintese de proteina microbiana (NRC
2001).

Hoover e Stokes (1991) relatam que a determinagao dos niveis e tipos
de carboidratos e da origem do N necessaria para a maximizacao da digestdo
da matéria organica e do carboidrato, além da sintese de proteina microbiana,
requer mais estudos, especialmente conduzidos envolvendo tanto a dindmica
estatica quanto a ambiental. No estado dinamico, entretanto, ha condicoes
fisioldgicas que, se ndo forem controladas, podem modificar a eficiéncia do
crescimento microbiano e digestao dos nutrientes. Na proeminéncia disso estd
o pH e a taxa de turnover. Estd bem estabelecido que na reducdo do pH
decresce a digestao das proteinas, celulose, hemicelulose e pectinas, mas tem
menor efeito na digestao do amido.

Segundo Ribeiro et al. (2001), as bactérias que fermentam carboidratos
estruturais utilizam amonia como fonte de N e aquelas que fermentam CNE
utilizam amoénia, peptideos e aminoacidos.

Altas concentracdoes de carboidratos ndao estruturais (CNE), aumentam a
utilizacdo do nitrogénio amoniacal (NH3-N) ruminal para a sintese de proteina
microbiana. A sincronizacdo da degradacdo de CNE e proteina degradavel
ruminal (PDR) podem maximizar a sintese de proteina microbiana para atender
as necessidades de crescimento do animal e producdo de leite (Casper et
al,1999).
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Cecava et al (1991), em seu experimento avaliou os efeitos da razao
forragem:concentrado e a suplementacdo com proteina verdadeira degradavel
no rumem nos sitios de digestdo e sintese liquida de proteina microbiana.
Seus resultados sugerem que dietas com concentrados a base de milho
aumentam a disponibilidade de energia em todo trato gastrintestinal, devido
provavelmente ao incremento de fontes mais digestiveis de CHOs como o
amido. O crescimento microbiano no rumen tende a ser limitado pelo
suprimento dos produtos da protedlise como AAs, peptideos exceto do
nitrogénio amoniacal. Portanto, pode ser vantajosa a inclusdao de uma fonte
degradavel de proteina verdadeira em dietas suplementadas com proteinas
resistentes a degradacao ruminal.

Baseado em dados de estudos in vivo e in vitro, Hoover e Stokes (1991),
comentam que hd uma concordancia geral de que a taxa de digestao dos
carboidratos é o principal fator que controla a disponibilidade de energia para o
crescimento microbiano, em adicao, a taxa de digestdao dos carboidratos totais
é diretamente relacionada com as proporcdes de amido, pectina e aclcares. As
proteinas afetam tanto a fermentacdo quanto a producdao de proteina
microbiana em MS por unidade de carboidrato fermentavel.

Kolver et al. (1998), avaliou a sincronizagao da degradacao ruminal de
carboidrato e proteina suplementados no periodo de pastejo durante a lactacao
de vacas leiteiras. Baseado nas trocas da concentracao ruminal de amonia, o
sincronismo ruminal liberou o carboidrato suplementado com o nitrogénio do
pasto incrementando aparentemente a captura do nitrogénio ruminal,
entretanto, essas trocas foram transitérias e ndo alteraram o status de
nitrogénio na performance das vacas leiteiras.

Vacas de leite com alta produgao sao alimentadas com altas quantidades
de proteina de boa qualidade e, o fato da degradacao protéica microbiana ndo
estar diretamente acoplada com a sintese de proteina microbiana,
freqlientemente deixa a producao de NHz em excesso aumentando as perdas

através da excrecao de nitrogénio urinario (Sannes et al., 2001).
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As bactérias fermentadoras de carboidratos fibrosos utilizam amoénia como
Unica fonte de N, e sdo altamente prejudicadas quando ocorre deficiéncia de N
degradavel no rumen, levando a um menor desaparecimento dos carboidratos
fibrosos, diminuindo assim, a taxa de passagem e, conseqlentemente, o
consumo de matéria seca ( Tedeschi et al., 2000)

Ha uma grande dificuldade na interpretacdo desse tipo de estudo porque
as taxas de energia e proteina disponiveis sdo freqlientemente confundidas
com o total de energia e proteina disponiveis, e os ingredientes geralmente
sao diferentes nos tratamentos estudados. Enquanto o conceito de
sincronismo entre proteina e energia tem uma sdlida base tedrica, é provavel
que neste complexo ecossistema de associacdes de microorganismos, quando
suplementado é sincronizado para uma sub-populagdao especifica, ocorrendo
uma falta de sincronismo para outras populagdes. Entretanto, o nitrogénio
reciclado no rumen pode contribuir para a estabilizacdo do crescimento
microbiano (Bach et al, 2005).

Russel et al (1992), relatam que microorganismos que fermentam
celulose e hemicelulose (carboidratos estruturais - CE) crescem lentamente
utilizando amoénia como fonte de N na sintese microbiana. Microorganismos
gue fermentam amido, pectina, e aclcares (carboidratos ndo estruturais- CNE)
crescem mais rapidamente que os fermentadores de CE e utilizam tanto
amonia quanto aminoacidos como fontes de N. Estes autores propuseram um
modelo simplificado para descrever os requerimentos de energia e proteina
para os microorganismos (Figura 5).

Entretanto, estudos como os de Griswold (1996) ressaltam que aspectos
relativos as fontes de N necessitam ser mais investigadas, incluindo os efeitos
das combinagdes entre proteina, peptidios, aminoacidos e uréia no
metabolismo microbiano. Este autor demonstra que outras fontes de N sao
necessarias ndo apenas para 0 maximo crescimento microbiano, além da

necessidade de nitrogénio ndo protéico para a digestado de fibras.
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Producio (g células/g
carboidratos)

Fermentacio de carboidrato ou taxa
de crescimento (% por h)

Figura 5. Efeito da taxa de fermentagcao dos carboidratos (taxa de
crescimento), sobre a producao de bactérias ruminais que fermentam
carboidratos estruturais (CE) e carboidratos nao estruturais. A teoria
do crescimento e produgdo maximos é de 4g de células por grama de
carboidrato, e os requerimentos de energia de manutencdo bacteriana
para CE e CNE sao .05 e 150g de carboidratos por hora,
respectivamente. As taxas de crescimento no rumem usualmente
variam de 05 para. 2 h-1.

Fonte: Russel et al. (1992)

Atasoglu et al. (2001), demonstraram com culturas puras de bactérias
celuloliticas, que a bactéria ruminal celulolitica incorpora aminoacidos pré-
formados que estimulam o seu crescimento, esses aminodacidos sdo mais
utilizados que peptideos, além disso, a biosintese de fenilalanina poder ser um
fator limitante para algumas espécies. Atasoglu et al. (2004), sugeriram que
muitos aminoacidos como a lisina sdao limitantes potenciais para o crescimento
da bactéria ruminal, entdo, assegurando o suprimento de aminoacidos

especificos pode resultar num aumento do crescimento microbiano. Estes
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autores confirmaram a teoria que descreve a dificuldade das bactérias em
sintetizar fenilalanina (Phe), leucina (Leu), e isoleucina (Ile).

Demeyer e Fievez (2004), comentam que a sintese de proteina
bacteriana pode ser limitada pelo suprimento ruminal de aminoacidos, em
animais de alta producao com dietas formuladas a partir de altas quantidades
de amido e proteina que sao subjetivamente limitantes da degradacdo ruminal.
Reconhecidamente estas dietas sao conhecidas por deprimir o pH ruminal e a
populacdo de protozoarios, fatores que conduzem a baixos niveis de
aminodacidos livres e peptideos no conteddo ruminal. Portanto, a otimizacdo da
producdo de proteina microbiana ruminal em animais alimentados com dietas
para altas produgdes, requer um maior conhecimento da natureza de limitacao
dos aminodcidos livres. Em adicdao ao suprimento com fontes adequadas de
carboidratos e N, existem outros fatores nutricionais como o suprimento de
enxofre, e fatores nao nutricionais como pH e grau de diluicdo que exercem
importante fungdo na sintese de proteina microbiana. Sob condicdes praticas,
a eficiéncia da sintese de proteina microbiana fica relativamente constante com
a ampla variagao no pH ruminal (Bach et al.,2005).

St-Pierre (2001), propds o modelo de meta-andlise para descrever os
efeitos do pH ruminal na sintese da proteina microbiana, este modelo pode
resultar numa melhora nas equacgdes de predicao dos sistemas bioldgicos e
uma descricao mais acurada de seus erros de predicao. Periodos transitérios
de baixo pH podem beneficiar, do ponto de vista da nutricdo protéica, e
resultar num aumento de fluxo de N ndo amoniacal e aminoacidos essenciais.
Entretanto o baixo pH por longos periodos de tempo pode reduzir a digestao
de fibras, disponibilidade de energia, outros problemas associados com baixo
consumo, e outros problemas que podem nao ser compensados com suas
vantagens (Calsamiglia, 2002). Hoover e Stokes (1991) relatam que a reducao
no pH diminui a digestdo das proteinas, celulose, hemicelulose, e pectina,
porém com menos efeito na digestdo do amido. O baixo pH pode ser
conseqléncia da fermentacdo de grandes quantidades de matéria organica

(Figura 6). O resultado da negativa relacdo entre pH e fluxo de nitrogénio
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microbiano esta relacionado com o aumento no suprimento com fontes de alta

energia fermentavel (Stern et al., 2006).

Fluxo de N bacteriano g/dia

ESPM (g de bactérias N/kg de MO
fermentada)

PH ruminal

PH ruminal

Figura 6. Relacdo entre o pH ruminal e a sintese de proteina microbiana; A)ou
fluxo total de N bacteriano (B), ambos ajustados para o efeito médio do
estudo. O pH ruminal e a eficiéncia da sintese microbiana nao tém
relacdao (A). Fluxo de N bacteriano e pH ruminal tem uma significativa
relacao (B): Y= 410-40.767pH; R2= 0.50; RMSE= 13.49; P<0.001.
Fonte: Adaptado de Bach et al. (2005)

Alteracdes na populacdao microbiana e atividade metabdlica do rumem
que resultam de um aumento nas taxas de turnover da digesta podem
influenciar na degradacdo protéica e crescimento microbiano. O aumento no
tempo de retencao de sodlidos, em culturas continuas com conteddo ruminal,
aumenta também a digestao de fibras e matéria seca, mas ndo a digestdao de
carboidratos ndo estruturais. Além disso, a digestao de proteinas nao parece
ser muito afetada pelo aumento no tempo de retencdao de sdlidos,
aparentemente devido a alteragdes na populacao microbiana com menor
atividade proteolitica (Shadt et al., 1999). Em outro estudo, Meng et al. (1999)
reportaram o efeito das taxas de diluicao na fermentacao de carboidratos,

fibrosos e nao fibrosos, e proteinas usando modelos de fluxo singulares em
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culturas continuas. Aumentando a taxa de diluicdo de 0,25 para 0,20/h, a
eficiéncia de sintese de proteina microbiana aumentou 2,2 vezes, enquanto o
fluxo de nitrogénio microbiano aumentou apenas 1,5vezes, provavelmente
devido a uma reducgao na digestibilidade da matéria organica verdadeira.

O aumento na eficiéncia da sintese de proteina microbiana que é obtido
com altas taxas de diluicdo tem sido atribuidas a selecdo de espécies
microbianas, altas taxas de crescimento, uma alta proporcao da populagao
microbiana na fase exponencial de crescimento, e a diluicdo dos requerimentos

de manutengdo para os micrébios (Bach et al., 2005).

6. USO DE TECNICAS PARA A ESTIMATIVA DE SINTESE MICROBIANA.

Para a maioria dos microrganismos, o valor 6timo de pH varia entre 6 e
7, com atividade maxima no pH proximo de 6,5 Grant & Mertens (1992)
sugeriram o valor de 6,2 como ideal para o crescimento microbiano, mas, de
modo geral, quando o pH é mantido abaixo de 6,0, ocorre reducdo da sintese

de proteina microbiana e da digestibilidade da fibra.

6.1 Técnica de Radiofdsforo.

A Utilizacdo de radiofésforo para a determinagdao da sintese microbiana
tem mostrado ser bastante eficiente. Através da coleta de amostra do liquido
do rimen pode-se medir a taxa de incorporacdo do radiofésforo (3?P) in vitro,
avaliando dessa maneira a atividade microbiana.

O método baseia - se na relacao entre a incorporacao do fosforo na
matéria microbiana e a sintese de proteina, utilizacdo de amoénia ou producao
de acidos graxos volateis, em curtos periodos de incubagdes usando *?P com
marcador.

A técnica in vitro de incorporacdo de 3°P para estimar sintese microbiana

baseia — se na incubagdo de uma pequena quantidade de amostra com liquido
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ruminal em meio tamponado e uma diminuta quantidade de radiofésforo como
marcador de proteina microbiana. Com base na atividade especifica do fésforo
soluvel (AE) e na incorporacao do radiomarcador pelos microorganismos, é
possivel calcular a quantidade de massa microbiana gerada (Van Nevel &
Demeyer, 1977).

6.2 Técnica do Isotopo pesado do Nitrogénio.

Através de outro marcador é determinada a sintese microbiana in vivo,
com a utilizacdo do isotopo pesado do nitrogénio (*°N ). E fornecida aos
animais, ou, ainda, colocada diretamente no rumen. Esta fonte é metabolizada
pelos microorganismos do rumen e proteinas microbianas sdo sintetizadas com
nitrogénio marcado. Nas amostras da digesta coletadas no duodeno,
determina-se entdao, a quantidade de proteina microbiana que passa par o

restante do sistema digestério. (Mc Allan et al., 1994).
6.3 Técnica a Partir da Excrecao dos Derivados de Purina (dp).

A quantidade de compostos nitrogenados (N) que chega no ID pode ser
medida por varios métodos. VALADARES FILHO et al. (1990), ao compararem
o método direto (fluxo de NNA) do acido 2,6-diaminopimélico (DAPA) e das
bases purinas, concluiram que o método das bases purinas, descrito por ZINN
e OWENS (1982), e modificado por USHIDA et al. (1985), foi adequado para
estimar a sintese microbiana. BRODERICK e MERCHEN (1992) também
recomendaram as bases purinas, afirmando que nenhum indicador microbiano
é totalmente adequado, portanto, as estimativas sdo relativas, e ndo
absolutas.

Para estimar a sintese microbiana assume que todos os acidos nucléicos
de origem dietética sdo degradados no riumen e que, portanto, todos os acidos

nucléicos que deixam o riumen sao essencialmente de origem microbiana.
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Figura 7. Principio da excrecdo urinaria de derivados de purina.

Fonte: Adaptado de Chen & Gomes, (1992).

As purinas dos acidos nucléicos microbianos entdo sdao absorvidas,
degradadas e excretadas na urina como seus derivados (produtos de
degradacdo), hipoxantina, xantina, acido urico e alantoina, Mas apenas o acido

urico e alantoina sdo excretados por bovinos e bubalinos.

Para bovinos a excrecao de DP de origem enddgena esta diretamente
correlacionada as purinas exdgenas absorvidas no intestino. Assim, a excrecdo
de DP pode fornecer uma estimativa quantitativa do fluxo de proteina
microbiana se a razao entre purinas e proteina nos microorganismos ruminais

for assumida como constante (Tamminga & Chen, 2000)

Diferenca especifica no metabolismo das purinas tém sido observadas, é
importante notar que diferentes equacdes sao necessarias para cada espécie
animal. A equacdes desenvolvida e validada até o momento para descrever as

relagdes quantitativas entre a absorgao de purinas microbianas

4

(X, em mmol. 1) e excrecdo de DP na urina ( Y, em mmol. D !) ¢é a

seguinte:

Y=0,85X+ (0,385 PV %7%)
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Onde PV %7° representa o peso metabdlico (em Kg) do animal.

Cabe ressaltar que forem desenvolvidos para animas europeu. Os resultados
recentes mostram que as excrecoes de DP porao animais tropicais é
relativamente menor.As Principais limitacdes desta técnica residem no fato de
estar baseada em duas suposicoes.

Primeira. E gue todo acido nucléico que chega ao intestino delgado é

de

origem microbiana.
Segunda. Relacao entre purina e proteina nos microorganismos ruminais
ser constante (Chen & Gomes, 1992).

Entretanto, CLARK et al. (1992) verificaram variacdes nos dados de
literatura sobre a composicao das bactérias, destacando valores médios de
77,5% para matéria organica (MO), 7,71% para nitrogénio (N), 7,28% para
RNA-purinas e 13,7% para a relacdo N-RNA:N-purina. Da mesma forma,
VALADARES FILHO (1995) relatou valores médios obtidos de 10 experimentos,
de 84,6; 7,1; 8,6; e 17,6%, respectivamente, para MO, N, RNA-purinas e
relacdo N-RNA:N-purina.

A quantificacdo da PB microbiana que chega ao ID pode ser obtida por
meio do conhecimento da eficiéncia de sintese microbiana definida como a
proporcao de substrato energético que é fixado como célula microbiana
(DEHORITY, 1995).

O NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC (1996) expressa a eficiéncia de
sintese microbiana (ESM) como producdao de proteina bruta microbiana
(Pbmic), em funcdo dos nutrientes digestiveis totais (NDT) consumidos, e

admite o valor médio de 13 g Pbmic/100g NDT como boa estimativa.

O Cornell Net Carbohydrate and Protein System (CNCPS) expressa a
eficiéncia microbiana em grama de MS microbiana (gMSbac) por grama de
carboidratos totais degradados no rumen (CHODR), em razdo destes serem as
fontes primarias de energia para o crescimento microbiano (RUSSELL et al.,
1992). O AGRICULTURAL AND FOOD RESEARCH COUNCIL - AFRC (1993), por
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sua vez, expressa essa eficiéncia em grama de PB microbiana por MJ] de
energia metabolizavel fermentada no rimen.
Bach e outros. (1999) prop6s expressar a ESM em eficiéncia do

nitrogénio utilizado por microorganismo ruminais como:

ENU = Gramas de nitrogénio bacterial X 100

Gramas de nitrogénio disponivel

ZINN e OWENS (1983), estudando o efeito do nivel de consumo sobre o
fluxo de N no trato gastrintestinal (TGI) de novilhos recebendo dieta com 80%
de concentrado, verificaram que a eficiéncia de sintese microbiana aumentou
de 18,7 para 24,7 gNmic/kg MODR, quando o nivel de consumo passou de 1,2

para 1,8% do PV, em razao do aumento na taxa de diluicao ruminal.

7. CONCLUSAO

A maximizacdo da interacao energia nitrogénio no riumen resulta em na
minimizacao das perdas nitrogenadas e aumento da producao microbiana
como conseqliente um aumento no processo produtivo do animal.

Para que isto aconteca, o riumen deve conter substratos ricos em
energia, além de peptideos, aminoacidos, amoénia e outros nutrientes
essenciais como fontes de enxofre, minerais, acidos graxos de cadeia
ramificada e certos fatores de crescimento. Alem disso o tipo de proteina da
dieta, a interacdo com outros nutrientes (principalmente carboidratos da
mesma matéria alimentar e dentro do conteddo do rumem) e a populagao
microbiana predominante, dependem do tipo de alimento, taxa de passagem e
pH ruminal.

Um valor de pH estavel de 6,2 pode ser considerado como ideal para o
crescimento microbiano, pelo contrario a degradacgao protéica e a sua eficiéncia

pode ser comprometida com o aumento ou diminuicao do pH.
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Portanto, observa-se constante procura de metodologias acuradas e
simples, para estimar a qualidade dos alimentos (degradacao da proteina,
medicdo de nitrogénio, predicdo de metabolismo de carboidrato etc...), cujos
objetivos sdo as predicoes dos valores protéicos e energéticos para atender a
demanda gerada pelas funcgdes produtivas dos animais em determinado

estagio fisioldgico.
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