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RESUMO - Avaliaram-se os efeitos de dietas com niveis crescentes de milho em grao moido (0, 22, 37 e 49% na MS)
em substitui¢do ao feno de coast-cross mantendo-se diferentes relagdes proteina:carboidratos nao-fibrosos (PB:CNF = 1,01;
0,39; 0,33 e 0,27) sobre o metabolismo ruminal de bufalos. Utilizaram-se quatro bufalos fistulados no rimen, mantidos em
delineamento quadrado latino 4 X 4, para a coleta de amostras do liquido ruminal, colhidas em cada periodo experimental
(de 28 dias) nos tempos 0, 2, 4 e 8 horas apos a alimentacdo. Em geral, os bubalinos apresentaram boa capacidade tamponante
no rumen, com pH médio alto (6,70) e aumento da ingestdo de milho em grdo moido. O acréscimo nos niveis de milho na
dieta promoveu aumento da produg@o de acido butirico. Somente a dieta com 49% de milho promoveu melhor fermentagao
ruminal, com menor propog¢do de acidos acético:propidnico. A relacdo PB:CNF de 1,01 indica deficiéncia de energia da dieta
disponivel para microrganismos no rumen ao longo do dia, enquanto dietas com PB:CNF entre 0,39 ¢ 0,27 promovem
fermenta¢des ruminais semelhantes, o que indica sincronismo na utilizagdo de nitrogénio e energia pelos microrganismos

no rimen nessas condigdes.

Palavras-chave: acidos graxos volateis, amoénia, bufalo, carboidrato, pH rimen, rumen

Effects of diets with increasing corn levels on the ruminal energy and
protein metabolism in buffalo

ABSTRACT - The effects of diets with increasing ground corn grain levels (0, 22, 37 and 49% in the dry matter)
substituting coast-cross hay, with different protein:non-fibrous carbohydrate ratios (CP:NFC = 1.01; 0.39; 0.33 and 0.27)
were assessed on buffalo ruminal metabolism. Four rumen fistulated buffaloes were used kept in a 4 x 4 latin square design,
to collect liquid ruminal samples, collected in each experimental period (28 days) at 0, 2, 4 and 8 hours after feeding. In
general, the buffalo presented good buffering capacity in the rumen, with high mean pH (6.70) and increase in ground corn
intake. The increase in the corn levels in the diet resulted in increased butyric acid production. Only the diet with 49% corn
showed better ruminal fermentation, with a small proportion of acetic:propionic acids. The CP:NFC ratio of 1.01 indicated
energy deficiency in the diet available for microorganisms in the rumen throughout the day, although the diets with CP:NFC
between 0.39 and 0.27 resulted in similar ruminal fermentations, that indicated synchronization in nitrogen and energy use
by the rumen microorganisms under these conditions.
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Introducéo

As fungdes metabdlicas que envolvem o sistema
digestivo dos bubalinos ainda ndo estdo bem definidas
como em outros ruminantes. A digestao de alimentos ¢ um
processo complexo, que envolve microrganismos, enzimas e
acoOes dindmicas. A proteina da dieta é catabolizada por
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bactérias e protozoarios no rimen em aminoacidos e
amodnia que sdo utilizados para sintese de proteina
microbiana, enquanto os carboidratos sdo fermentados em
acidos graxos volateis (AGV), que sdo usados na produgdo
de energia. A eficiéncia de crescimento microbiano
depende da quantidade e da forma de energia disponivel
no rimen.
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A boa qualidade da fonte de carboidratos nao-
estruturais (CNF) aumenta a produg¢do de AGV ereduza
concentracdo de amodnia no rimen, aumentando a
eficiéncia da energia e da producdo de carne e leite de
bubalinos.

Segundo Cameron et al. (1991), a sintese de proteina
microbiana ¢ o crescimento microbiano dependem de
adequada quantidade de energia e nitrogénio para a sintese
e assimilagdo de aminoacidos. Um sincronismo entre a
degradagao ruminal da proteina e dos carboidratos da dieta
¢ necessario para 6timo crescimento microbiano e sintese
proteica (Russel & Hespel, 1981).

A eficiéncia da produgdo animal é geralmente limitada
pela utilizagdo de energia, ¢ ndo pelo fornecimento de
proteina, embora esse ultimo possa alterar o consumo de
alimento alterando a eficiéncia de producdo. Os acidos
graxos volateis no rumen fornecem a maior parte da energia
absorvida pelos ruminantes, estimada em 50-70% da
energia digestivel total. A determinacao quantitativa dos
processos de fermentagdo ruminal requer, portanto,
medidas precisas de taxa de producao dos AGV.

Arelacgdo entre proteina e CNF representa a situacao da
disponibilidade de nitrogénio e energia para utilizagdo
pelos microrganismos no rimen para crescimento e
multiplicagdo celular, refletindo sobre a eficiéncia do
processo de fermentacdo e sintese microbiana no ramen. O
estudo das melhores combinagdes entre fontes de proteinas
e de carboidratos ¢ de grande relevancia em nutri¢do de
ruminantes, especialmente em bubalinos, em decorréncia
da escassez de informagdes disponiveis na literatura
cientifica.

Objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos da
substitui¢do crescente do feno de graminea por milho
em grao moido, representando diferentes relacdes
proteina:carboidratos ndo-fibrosos, em dietas para bufalos
sobre o metabolismo ruminal, o pH, a produgao dos principais
AGYV eambnia.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no periodo de 6/4/2006 a
27/7/2006 na Faculdade de Zootecnia ¢ Engenharia de
Alimentos da Universidade de Sao Paulo, campus de
Pirassununga, utilizando-se quatro bufalos, machos
castrados, daraga Mediterraneo. Os animais foram fistulados
e submetidos a implante de canulas de latex flexivel (4' de
diametro) por técnica cirurgica adequada. No inicio do
experimento, os bufalos apresentavam-se em média com 14
meses de idade e 328 kg de peso vivo e foram mantidos

individualmente em galpdo experimental contendo
bebedouro automatico e comedouro. O delineamento
utilizado foi o quadrado latino (4 x 4) com quatro subperiodos
de 28 dias, incluindo 21 dias iniciais de adaptacao as dietas.

Avaliaram-se dietas a base de feno de coast cross
(Cynodon dactylon (L.) Pers), formuladas com quatro
niveis de milho em grdo moido (0, 22, 37 ¢ 49% MS) e
diversasrelagdes proteina bruta:carboidratos nao-fibrosos
(1,01;0,39;0,33¢0,26 ), calculadas a partir daingestao de
matériaseca (Tabela 1).

A quantidade de alimento consumida pelos animais foi
controlada diariamente, o que possibilitou determinar
quantidade de sobra de até 10% do fornecido. A dieta foi
fornecida duas vezes por dia, distribuida igualmente no
periodo da manha (as 8 h) e da tarde (as 16 h). Os bufalos
apresentaram padrao de consumo com ampla variagao ao
longo do dia e individualidade diferenciada, mas com boa
aceitabilidade do milho em grao moido no momento do
fornecimento. Mistura de sal mineral comercial foi fornecida
aos animais antes da alimentagdo matutina.

Anéalises bromatolégicas foram realizadas no
Laboratorio de Bromatologia da FZEA/USP, conforme
técnica descrita por Silva & Queiroz (2002). Os carboidratos
ndo-estruturais foram calculados pela seguinte féormula:
CNF=100-(%PB+%EE +%MM-+ %FDN). Os nutrientes
digestiveis totais (NDT) do feno foram estimados a partir
do teor de FDN, pela equagdo NDT =91,0246 — 0,57158
%FDN (Cappelle, 2001) e os do milho foram estimados
em 85% (NRC, 1989). Houve variagdo na composi¢ao
bromatolégica do feno de capim coast-cross utilizado
durante o experimento. Os valores médios da composi¢ao
bromatologica do feno e do milho foram: 91,81 e 86,2% de
MS;8,53¢11,93%de PB; 78,04%¢9,0% de FDN; 85,19 ¢
81,74% de carboidratos totais; 7,15 ¢ 72,74% de carboidratos
ndo-fibrosos (CNF); 1,13 ¢4,79% extrato etéreo (EE); 5,15
e 1,53% de matéria mineral; € 46,42 ¢ 85,00% de nutrientes
digestiveis totais (NDT).

Para determinagdo de acidos graxos volateis, foram
colhidas amostras de liquido ruminal durante cada periodo
de coleta nos tempos 0, 2, 4 ¢ 8 horas apds o fornecimento
da primeira alimentagao, diretamente do rumen, via fistula,
com uso de bomba de vacuo adaptada para esse fim. As
amostras foram acidificadas com acido metafosforico 25%
e congeladas a -10°C para posterior analise laboratorial
(Erwinetal., 1961). As amostras foram descongeladas em
temperatura ambiente, centrifugadas por 10 minutos a
4000 rpm ¢ em seguida passadas em filtro Millipore de
0.22 um. As determinagdes dos acidos acético, propidnico
¢ butirico nas amostras de liquido ruminal foram realizadas
por cromatografia liquida de alta precisdao (HPLC) em
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Tabela 1 - Ingestdo de matéria seca e nutrientes em bufalos mantidos com dietas com niveis crescentes de milho em grao moido
Nivel de grdo de milho moido (% MS)
Fragdo ingerida 0% 22% 37% 49%
Matéria seca do feno (kg) 4,88 4,41 3,77 3,13
Matéria seca do milho (kg) 0,0 1,24 2,21 3,00
Matéria seca total (kg) 4,88b 5,65ab 5,98ab 6,13a
Milho moido (%) 0 22 37 49
Matéria seca (g/kg®7%) 57,37b 67,28ab 71,98a 73,53a
Matéria seca (%PV) 1,31b 1,542b 1,65a 1,68a
Fibra em detergente neutro feno (kg) 3,79a 3,45a 2,90b 2,42b
Fibra em detergente neutro do milho (kg) 0,0d 0,112¢ 0,202b 0,27a
Fibra em detergente neutro (kg) 3,79a 3,56ab 3,11bc 2,69¢
Fibra em detergente neutro (%) 78,04a 62,83b 52,40c¢ 44.25d
Proteina bruta do feno (kg) 0,338 0,318 0,337 0,280
Proteina bruta do milho (kg) 0,0d 0,148¢c 0,268b 0,362a
Proteina bruta (kg) 0,338¢c 0,466b 0,605a 0,643a
Proteina bruta (%) 6,87b 8,21b 10,13a 10,63a
Carboidratos nao-fibrosos do feno (kg) 0,334 0,303 0,278 0,221
Carboidratos nao-fibrosos do milho (kg) 0,0d 0,901c¢ 1,631b 2,207a
Carboidratos nao-fibrosos (kg) 0,334d 1,204c 1,909b 2,428a
Carboidratos nao-fibrosos (%) 7,16d 21,58¢ 31,53b 39,23a
Proteina bruta:carboidratos ndo-fibrosos 1,01a 0,39b 0,33b 0,27b
Nutrientes digestiveis totais do feno (kg) 2,26a 2,04ab 1,74bc 1,44c
Nutrientes digestiveis totais do milho (kg) 0,0d 1,05¢ 1,91b 2,58a
Nutrientes digestiveis totais (kg) 2,26¢ 3,09b 3,65ab 4,02a
Nutrientes digestiveis totais (%) 46,42d 54,92¢ 60,75b 65,30a

Valores de ingestdo de matéria seca seguidos com letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,08); valores dos demais itens diferem em P<0,05.
NDT do feno foi calculado pela equagdo NDT = 91,023 — 0,572(FDN%) (Cappelle, 2001); NDT do milho estimado em 85% (NRC, 1989).

equipamento Schimadzu 10 A, no Laboratdério de
Cromatografia do Departamento de Nutri¢do e Produgdo
Animal (VNP)da FMVZ/USP, utilizando-se 1 L de amostra,
com repeti¢des quando a diferenga entre leituras foi
superior a 5%. Solugdo padrdo foi injetada depois de cada
injecdo de amostra para evitar possiveis distor¢des das
leituras ocasionadas por contaminag¢do da coluna.

Amostras de 2 mL de liquido ruminal foram colhidas
também nos tempos 0, 2, 4 ¢ 8 horas apds a alimentacgao,
preservadas com 1 mL de acido sulftrico IN eem seguida
armazenadas em frascos de vidro devidamente etiquetados
em congelador a -10°C até o momento da analise
laboratorial. A quantificacdo do nitrogénio amoniacal
(N-NH;) foi realizada por colorimetria, pelo método de
reacdo hipoclorito-fenol, segundo método proposto por
Weatherburn (1967). Resumidamente, as amostras foram
descongeladas, adicionadas de 1 mL de tungstato de
sodio 10% para a desproteinizagdo e centrifugadas a
3.000 rpm por 15 minutos. Apds centrifugacdo, 25 uL do
sobrenadante acrescidos de 5 mL de reagente fenole 5 mL
de reagente hipoclorito foram mantidos em banho-maria a
37°C por 15 minutos. As leituras em absorbancia foram
realizadas em espectrofotometro a 630 nm (Perkin- Elmer
Lambda 10).

Curvas diarias de pH foram determinadas em amostras
do contetido ruminal colhidas nos mesmos tempos de AGV

e amonia utilizando-se medidor eletronico de pH (Hanna
HI9321), calibrado em solugao tampao de pH 4,0 ¢ 7,0.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente
por meio de programa computacional (Hill & Lewicki, 2006).
Para teste de comparacdo de médias, utilizou-se o LSD,
adotando-se nivel de significancia de 5% para diferenca
significativa entre os tratamentos.

Resultados e Discussao

Os valores médios de pH no liquido ruminal nao
diferiram significativamente (P>0,05) entre os tempos de
amostragem, o que difere das observagdes de Giger-
Reverdimetal. (1991), Zhao etal. (1993), Dehority (2005) e
Rustomo etal. (2006) de que aredugdo do pH ruminal ocorre
logo apos a alimentacgédo e até 4 a 8 horas, dependendo da
natureza da dieta e darapidez como é ingerida. Assim, neste
trabalho o tempo ndo influenciou significativamente o pH
ruminal, apesar da tendéncia a diminuicdo dos valores de
pH no tempo de 4 horas. Os valores de pH ruminal tiveram
pequena variagao entre os tempos de coleta, com amplitude
de 6,23 (na dieta com 37% de milho na dieta, antes da
alimentacdo) a 6,87 (na dieta exclusiva de feno, no tempo 2
horas), mantendo valores elevados, apesar da inclusdo do
amido do milho. A analise estatistica dos dados indicou
diferenga significativa (P<0,05) no pH médio ruminal entre
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a dieta com 49% de milho (6,62), que apresentou o mesmo
valor que aquela com 37% de milho e aquelas sem milho
(6,78) e com 22% de milho em grdo moido (6,77). Houve
correlacdo negativa entre os niveis de milho na dieta e o
pH ruminal, comregressao linear significativa (P<0,02 er
=0,29):pH=6,8-0,00324X, em que X representa os niveis
de milho em graos na dieta. O valor da constante - 0,00324
¢ muito baixo e indica valores elevados de pH em niveis
elevados de milhonadieta. Esses achados confirmam outros
dados obtidos com bubalinos em diversos sistemas de
alimentacao semelhantes. Kamra et al. (2003) observaram
valores médios de pH variando de 6,72 a 7,16 no rumen de
bubalinos alimentados com dietas com 20, 30,40 ¢ 50% de
concentrado. Nogueira Filho et al. (1999), avaliando o pH
ruminal de bufalos mantidos com dietas com volumosos e
concentrados por periodo de 24 horas, verificou pH ruminal
médio de 6,24. Franzolin et al. (2000) também observaram
valores elevados de pH no rimen (média 6,85) de bubalinos
alimentados com feno de coast-cross e concentrado (1:1)
contendo diferentes niveis de milho em grao e polpa citrica.
Entretanto, contrariam os dados obtidos com bovinos e
ovinos em pesquisa na qual o aumento no fornecimento de
amido ou carboidratos soliveis em substituicdo aos
carboidratos complexos da parede celular ocasionou reducao
acentuada do pH, atingindo niveis abaixo de 5,5 com dietas
ricas em concentrado (Kaufmann, 1976; Van Soest, 1994;
Franzolin & Dehority, 1996a; Franzolin & Dehority, 1996b;
Dehority, 2005). Silvaetal. (2006) observaram baixo valor
médio de pH ruminal (5,58) em bovinos mesticos Europeu-
Zebu alimentados com silagem de milho (63%) e concentrado
(37%). Rustomo et al. (2006) observaram em bovinos
recebendo dietas contendo 50% de concentrado valores de
6,98 25,29 para o pH no rimen. Nao foi possivel identificar
razdes para esses resultados, portanto, sdo necessarios
novos estudos para esclarecimento das causas para as
curvas elevadas de pH ruminal em bubalinos mantidos com
dietas com niveis crescentes de concentrado. Também ¢
preciso investigar qual o nivel de concentrado na dieta de
bufalos que promoveria redugo acentuada na curva de pH
no rimen.

Nao foram observados efeitos significativos (P>0,05)
dos niveis de milho na dieta sobre a concentra¢do de
amonia no liquido ruminal (Figura 1). Houve diferengas
(P<0,05) nos valores médios de amonia entre os tempos de
amostragem. A concentra¢do de amodniano liquido ruminal
teve pico 2 horas ap6s o arragoamento e diminuiu a seguir,
confirmando dados obtidos por Paliwal & Sagar (1990),
Zanettietal. (1995) e Sousaetal. (2000) em bubalinos. Os
valores médios nos tempos de coleta de 0, 2, 4 e § horas
ap6s a alimentacao matutina foramde 5,9; 11,6; 8,0 ¢

5,3 mg/100 mL, respectivamente, ¢ provavelmente refletiram
o baixo teor de proteina nas dietas, que variaram de 6,9 a
10,6% MS (Tabela 1). Os valores absolutos de proteina nas
dietas exclusivamente com feno de capim coast-cross na
relacdo PB:CNF de 1,01 foram ligeiramente superiores
aos das demais dietas e mais constantes apds o pico, o
que indica baixo teor de energia prontamente disponivel
para os microrganismos do rimen em relagdo a
disponibilidade de nitrogénio, uma vez que as demais
dietas apresentaram baixarelagdo PB:CNF, de 0,392 0,26.
Zanetti et al. (1995) verificaram concentracao média de
amoniaruminal de 17,18 mg/100 mL de liquido ruminal em
bubalinos. Souza et al. (2000) observaram concentragao
médiade 21,46 mg/100 mL de amodnia ruminal em bufalose
bovinos alimentados com dietas com niveis crescentes de
milho,de2a15,5% MS eteormédiode 12,8% de PB, masndo
observaram diferengas entre as dietas. De forma semelhante,
Kamra et al. (2003) obtiveram concentragdes médias de
amoéniade 11,71 a24,17mg/100 mL de liquido ruminal em
bubalinos alimentados com dietas com niveis crescentes
de concentrado, at¢ 50%, porém com teor de milho em grao
de 6a 15% MS.

Nao houve diferengas (P>0,05) nas concentragdes dos
acidos acético e propionico (mM), no entanto a concentracao
molar de acido butirico aumentou (P<0,05) com a adigdo de
milho nadieta. Entretanto, na avaliacdo da propor¢ao molar
entre os trés principais acidos graxos volateis (Tabela 2),
observou-se efeito significativo (P<0,05) do aumento da
porcentagem de milho em grao moido na dieta na diminuigdo
das concentragdes de acido acético e no aumento da
porcentagem molar de acido propidnico quando os animais
receberam 49% de milho em grao moido, o que comprova

=13
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Amonia no rumen (mg/100 ml

Figura 1 - Concentra¢cdes médias de amoénia (mg/100 mL) no
liquido ruminal em diversos tempos de amostragem
em bubalinos mantidos com dietas contendo niveis
crescentes de milho em grao moido (0,22, 37 e 49% MS)
e feno de graminea.
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Tabela 2 - Concentragdes médias e proporgdes molares de acidos acético, propidnico e butirico no liquido ruminal em bubalinos com dietas
contendo niveis crescentes de milho em grao moido e feno de graminea

Acido Nivel de milho em grdo moido na dieta (% MS)

0 22 37 49 Média
Acético (mM) 53,35 57,17 51,82 52,13 53,62
Propiénico (mM) 11,16 11,46 11,09 11,76 11,37
Butirico (mM) 4,81b 7,84a 7,99a 7,99a 7,15
Total (mM) 68,32 76,47 70,9 71,88 71,89
Propor¢do molar
Acético (mM) 78,08a 75,06b 73,21c¢ 72,54c¢ 74,72
Propidnico (mM) 14,88b 14,85b 15,73b 16,73a 15,55
Butirico (mM) 7,04c¢ 10,09b 11,26a 10,73ab 9,78

Valores seguidos de letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,05).

melhora na disponibilidade energética das ragdes com o
aumento dos niveis de milho em grao em substitui¢do ao
feno de coast-cross. A concentragao total de acidos graxos
volateis média obtida neste experimento, de 71,89 mM, foi
proxima ao valor encontrado por Souza et al. (2000) com
bubalinos mantidos com dietas com diferentes niveis de
FDN (69,94 mM). Kamra et al. (2003) observaram que a
proporc¢do molar dos dcidos graxos volateis no rimen nao
foi afetada pelo aumento de concentrado na dieta de
bubalinos com 6-15% de milho em grdo. Esses autores
obtiveram valores médios de 73,2; 21,5 e 5,3 mM para os
acidos acético, propidnico e butirico, respectivamente. Os
animais recebendo niveis crescentes de milho em graona
dieta (22,37 ¢ 49% MS) apresentaram concentragdo média
de acido butirico (7,94 mM) 60% superior a observada
naqueles alimentados exclusivamente com feno (4,81 mM),
o que indica maior fermentacao por bactérias que produzem
acido butirico quando ha maior disponibilidade energética
na dieta em relac@o ao nivel de proteina, sugerindo ser
uma caracteristica da espécie bubalina. De fato, Valadares
Filho et al. (1990) observaram que a concentragdo de
acido butirico em bubalinos ¢ maior que em bovinos
holandeses e ndo encontraram explicagao para esse fato.

A relagdo acético:propidnico (%M) diminuiu com o
aumento dos niveis de milho na ra¢do, com valores de 5,2;
5,1;4,7e4,3 paraasdietascom0,22,37 ¢49% de milho em
grdo, respectivamente (Figura 2). Esse resultado esta de
acordo com as afirmag¢des de Kaufmann (1976) e Fahey &
Berger (1988) de que essa relagdo depende da proporg¢ao
de volumoso:concentrado na dieta, uma vez que o teor de
fibra na dieta aumenta a relacdo acético:propionico.
Entretanto, Sousa etal. (2000) ndo observaram diferengas
significativas nas concentragdes de acético, propionico e
butirico e na relagdo acético:propidnico em bubalinos
alimentados com diferentes niveis de FDN.

2
Tempo apds primeira alimentacdo (h)

3 4 5

— ) =22 —A— 37 —@—49

Figura 2 - Relagdo acético:propidnico no liquido ruminal em

diversos tempos de coleta em bubalinos alimentados
com dietas com niveis crescentes de milho em gréaos
moidos (0, 22, 37 ¢ 49% MS) e feno de graminea.

Conclusdes

A substitui¢do do feno de coast-cross por milho em
grao moido em niveis de 22, 37 e 49% em dietas para
bubalinos altera o padrdo de fermentacdo ruminal,
principalmente aumentando o teor de acido butirico e
reduzindo a relagdo acético:propidnico, todavia nao
influencia o pH no riimen, que se mantém elevado (média de
6,70). A relagdo proteina bruta:carboidratos nao-fibrosos
em dieta composta exclusivamente de feno (1,01) promove
maior concentragao de amonia no ramen ao longo do dia, o
que indica menor eficiéncia de sintese microbiana em
comparagdo a dietas comrelagdo proteina bruta:carboidratos
nao-fibrosos inferiora 0,39.
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