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RESUMO

SOUSA, L. B. Extrato alcaloidico de Algaroba em dietas com niveis protéicos
decrescentes para cordeiros. Itapetinga, BA: UESB, 2019. 73p. Tese. (Doutorado em
Zootecnia, Area de Concentragdo em Producdo de Ruminantes)*

Obijetivou-se estudar os efeitos de alcaloides piperidinicos de algaroba (sais de cloreto),
como aditivo em dietas com niveis crescentes de proteina bruta (PB) para cordeiros
Santa Inés x SRD em confinamento. Avaliaram-se 0 consumo, a digestibilidade dos
nutrientes, a sintese de proteina microbiana no ramen, o balanco de nitrogénio, 0s
produtos da fermentacdo ruminal, a populacdo de protozoarios e 0s parametros
hematoldgicos. Foram utilizados seis cordeiros mesticos Santa Inés x SRD, machos, ndo
castrados, com idade aproximada de 120 dias e peso corporal médio inicial de 17,5 +
0,383 kg. Os cordeiros foram mantidos em gaiolas metabdlicas de 1,5 m x 1,0 m,
providas de cocho e bebedouro. Foram utilizadas seis dietas: dieta com 13% de PB sem
aditivo (controle); e dietas com adicdo de alcaloides piperidinicos de algaroba (APA)
(25,2 mg.kg! de matéria seca da dieta), com 9; 10; 11; 12 e 13% de PB. O delineamento
experimental foi o quadrado latino (6 x 6) balanceado. O periodo experimental foi de
156 dias, divididos em seis periodos compostos de 21 de adaptacdo e cinco dias de
coleta de amostras. N&o foi observado efeito (P>0,05) para o consumo (C) de matéria
seca (MS), matéria organica, fibra em detergente neutro corrigida para cinza e proteina
(FDNcp) e nutrientes digestiveis totais (NDT), com excecdo de PB que foi
incrementado, conforme os niveis de PB nas dietas. Os niveis de PB nas dietas com
APA aumentaram (P<0,05) os coeficientes de digestibilidade (D) dos nutrientes. A DMS
foi elevada a uma taxa de 1,12 9.100g?, ndo ocorrendo diferenca entre as dietas com
APA e controle. As digestibilidades de PB, de EE e de FDNcp nao diferiram (P>0,05)
entre a dieta controle e as dietas com 11% a 13% de PB com APA. E para DCNF e o
contetdo de NDT, com excec¢do da dieta aditivada com 9% de PB, os demais niveis de
PB mostraram valores semelhantes a dieta controle. Ndo houve efeito (P>0,05) dos
niveis de PB da dieta sobre a variagdo do peso corporal dos animais. A retencdo de
nitrogénio apresentou incremento de 1,17 g.dia™ para cada 1% de aumento de PB nas
dietas e ndo diferiu quando o aditivo APA foi adicionado as dietas com 12% e 13% de
PB em relacdo a dieta controle. A razéo entre N retido e N digerido foi semelhante entre
os niveis de PB nas dietas com APA e dieta controle. As perdas de N total e ureico na
urina apresentaram aumento respectivo de 0,35 g.dia® e 0,07 g.dia™* para cada unidade
de acréscimo de PB nas dietas. As dietas 9% e 10% de PB apresentaram médias de N
total inferiores a dieta controle e para N-ureico somente o nivel 13% de PB se
assemelhou a dieta controle. A eficiéncia microbiana foi maior para a dieta com 13% de
PB aditivada. O APA ndo influenciou (P>0,05) os produtos da fermentagdo ruminal.
Ndo foi observado efeito (P>0,05) dos niveis de PB das dietas aditivadas, nem
tampouco do aditivo APA sobre a populagdo de protozoarios ciliados totais. O género
Entodinium representou 96% da populacdo total de ciliados e Diplodinium apresentou
reducdo com o aumento de PB da dieta e a dieta aditivada com 9% de PB promoveu
maior concentracdo deste protozoario no fluido ruminal quando comparada a dieta
controle. N&o foi observado efeito (P>0,05) dos niveis de PB das dietas ou pelo aditivo
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APA sobre a composicdo relativa quanto ao tamanho dos protozoarios ruminais. A
populagdo de pequenos ciliados foi predominante (92,2%). Os parametros
hematoldgicos e bioquimicos ndo foram influenciados (P>0,05) pelos niveis de PB das
dietas, nem tampouco pelo APA. A concentracdo de mondcitos foi alterada, sendo
estimado ponto de minimo com 11% de PB na dieta. As dietas aditivadas contendo
niveis de 10% a 13% de PB proporcionaram menores valores em relacdo a dieta
controle. A associacdo do APA com teor de PB menor que 13% diminuiram os valores
de mondcitos em cordeiros. As enzimas AST e ALT (1425 e 23,22 UILLY,
respectivamente) ndo foram alteradas em fungdo dos niveis de PB e de APA,
evidenciando que a dose utilizada do aditivo ndo apresenta efeito toxico sobre os
hepatécitos. A adicdo de 25,2 mg.kg? de MS da dieta do extrato de alcaloides
piperidinicos de Algaroba (APA) pode ser utilizada em dietas para cordeiros para
reduzir a demanda de proteina dietética, pois mesmo com a redu¢do de 16% do nivel
preconizado sem APA. O nivel de 11% de proteina bruta na dieta aditivada com APA
mantem o consumo de matéria seca, a digestibilidade dos nutrientes, a eficiéncia de
sintese de proteina microbiana, o balanco de nitrogénio com reducdo na perda de
nitrogénio via urina e reduz a relacdo acetato: propionato no liquido ruminal e ndo afeta
a populacdo de protozoarios do rimen, sem prejuizo na retengdo de N corporal.

Palavras-chave: aditivo fitogénico, alcaloides piperidinicos, fermentacdo ruminal,
manipulagdo ruminal, Prosopis juliflora.

*Orientador: Mara Lucia Albuquerque Pereira, D.Sc. UFV e Coorientador: Heryma Giovane de Oliveira
Silva D.Sc. UNESP.
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ABSTRACT

SOUSA, L. B. Mesquite alkaloid extract in diets with decreasing protein levels for
lambs. Itapetinga, BA: UESB, 2019. 73p. Thesis. (Doctorate in Animal Science, Area
of concentration in Ruminant Production) *

The aim was to evaluate the effects of mesquite piperidine alkaloids (chloride salts) as
an additive in diets with increasing levels of crude protein (CP) for Santa Inés x no
defined race lambs in feedlot. The intake, nutrient digestibility, microbial protein
synthesis in the rumen, nitrogen balance, ruminal fermentation products, protozoan
population and haematological parameters were evaluated. Six crossbred Santa Inés x
no defined race lambs were used, male, uncastrated, with an approximate age of 120
days and initial mean body weight of 17.5 + 0.383 kg. The lambs were kept in
metabolic cages of 1.5 m x 1.0 m, provided with trough and drinking fountain. Six diets
were used: diet with 13% CP without additive (control); and diets with addition of
mesquite piperidine alkaloid (MPA) (25.2 mg.kg™ diet dry matter) with 9; 10; 11; 12
and 13% PB. The experimental design was the balanced Latin square (6 x 6). The
experimental period was 156 days, divided into 6 periods composed of 21 adaptation
and 5 days of sample collection. No effect (P> 0.05) was observed for intake of dry
matter (DM), organic matter, neutral detergent fiber corrected for ash and protein
(NDFap) and total digestible nutrients (TDN), except for CP that was increased,
according to the CP levels in the diets. The CP levels in MPA diets increased (P <0.05)
the digestibility coefficients of nutrients. Dry matter digestibility was elevated at a rate
of 1.12 g.100g%, with no difference between MPA and control diets. The digestibilities
of CP, EE and NDFap did not differ (P> 0.05) between the control diet and the diets
with 11% to 13% CP with MPA. For the digestibility of non-fibrous carbohydrate and
the NDT content, except for the additive diet with 9% CP, the other CP levels showed
values similar to the control diet. There was no effect (P> 0.05) of CP levels of the diet
on the body weight variation of the animals. Nitrogen retention increased by 1.17 g.day
"1 for each 1% CP increase in the diets and did not differ when the MPA additive was
added to the diets with 12% and 13% CP in relation to the control diet. The ratio of N-
retentate to N-digested was similar between CP levels in MPA and control diets. The
total N and urea N losses in urine presented a respective increase of 0.35 g.day * and
0.07 g.day * for each unit of CP increase in the diets. The diets 9% and 10% of CP
presented mean of total N inferior to the control diet and for urea N only the level 13%
of CP resembled the control diet. The microbial efficiency was higher for the diet with
13% additive CP. The MPA did not influence (P> 0.05) the ruminal fermentation
products. No effect (P> 0.05) of the CP levels of the diets on population of total ciliated
protozoa was observed. The MPA additive did not affect the population of total ciliated
protozoa (P> 0.05). The genus Entodinium represented 96% of the total population of
ciliates and Diplodinium presented reduction with the increase of CP of the diet and the
additive diet with 9% of CP promoted a higher concentration of this protozoan in the
ruminal fluid when compared to the control diet. No effect (P> 0.05) of the CP levels of
the diets or the MPA additive on the relative composition regarding the size of the
ruminal protozoa was observed. The population of small ciliates was predominant
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(92.2%). The hematological and biochemical parameters were not influenced (P> 0.05)
by CP levels of the diets and neither by MPA. The concentration of monocytes was
altered, with an estimated minimum point of 11% CP in the diet. The additive diets
containing levels of 10% to 13% of CP gave lower values in relation to the control diet.
The association of MPA with CP content lower than 13% decreased monocyte values in
lambs. The enzymes AST and ALT (142.5 and 23.22 1U.L, respectively) were not
altered in function of CP levels and MPA , evidencing that the dose used of the additive
had no toxic effect on hepatocytes. The addition of 25.2 mg.kg™ DM of diet of MPA can
be used in lamb diets to reduce the demand for dietary protein, since even with the
reduction of 16% of the level without MPA The level of 11% of crude protein in the diet
supplemented with MPA maintains dry matter intake, nutrient digestibility, microbial
protein synthesis efficiency, nitrogen balance with reduction in nitrogen loss via urine
and reduces the ratio acetate:propionate in the ruminal fluid and does not affect the
population of protozoa of the rumen, without prejudice to the retention of corporal N.

Keywords: phytogenic additive, piperidine alkaloids, ruminal fermentation, ruminal
manipulation, Prosopis juliflora.

*advisor: Mara Lucia Albuquerque Pereira, DSc. UFV and Co-advisor: Heryma Giovane de Oliveira
Silva DSc. UNESP.



| - REFERENCIAL TEORICO

1.  INTRODUCAO

A recente intensificacdo da criacdo de ovinos no Brasil estd relacionada ao
elevado potencial produtivo, devido ao relativamente curto ciclo produtivo, o que
confere a cultura retorno econémico rapido. Tém-se observado avango no mercado
consumidor, no qual angariou parcelas da populacdo, que ndo possuia culturalmente
habito de consumo da carne ovina, em razdo, provavelmente, da melhoria da renda dos
brasileiros. A FAO (2015) relatou que o aumento da renda per capita observada em
paises em processo de desenvolvimento incentivou uma série de mudancas no habito
alimentar da populagdo e permitiu o crescimento exponencial no consumo de carne na
ultima década. Enquanto, a estabilidade econdmica presente em paises desenvolvidos
possibilitou a manutencdo nos niveis de consumo de carne pela sua populacdo. Do
ponto de vista técnico, ha viabilidade na intensificacdo da producéo ovina, seja por meio
do fornecimento de alimentacdo nutricionalmente superior ou pelo aumento do tempo
de alimentacéo.

Sabe-se que a nutricdo adequada é de fundamental importancia em qualquer
sistema de producdo (Gonzaga Neto et al., 2006). Sendo importante o uso de técnicas
que favoreca um melhor aproveitamento dos nutrientes da dieta, garantindo a
manutenc¢do do ganho de peso animal, como por exemplo, ao ion6foros.

Em ruminantes, os ion6foros sdo antibidticos promotores de crescimento,
utilizados para reduzir a acidose ruminal subclinica, que altera a fermentacao ruminal e
0 comportamento alimentar (Nagaraja & Lechtenberg, 2007; Gonzalez et al., 2009;
Gonzélez et al., 2012; Aradjo et al., 2015), quando alimentados com alta quantidade de
alimento concentrado na dieta. Entretanto, com a ocorréncia de residuos em alimentos
de origem animal (Yang & Carlson, 2004; Jouany & Morgavi, 2007), a utilizagdo de
ion6foros vem sendo questionada, com base nos riscos de resisténcia aos antibidticos
em seres humanos (Manero et al., 2006), fato que culminou nas alteracdes da legislacdo
da Uni&o Europeia, um dos maiores mercados consumidores (Del Valle, 2014), banindo

0 uso de antibidticos como aditivos alimentares, encerrando o uso de antibioticos para



fins ndo terapéuticos (Jouany & Morgavi, 2007). Desde entdo, pesquisadores buscam o
desenvolvimento de novos aditivos alimentares, que possam substituir estes
antibidticos. Dentro deste contexto, produtos naturais utilizados como aditivos
alimentares, passam ser vidveis como substitutos, uma vez que, muitos compostos
naturais e extratos de plantas compartilham de varios beneficios, que os antibidticos
oferecem (Jouany & Morgavi, 2007; Pen et al., 2008; Singh et al., 2011).

A algaroba (mesquite) ou algarobeira (Prosopis juliflora (Sw.) D.C.) pertence a
familia Leguminosae (Ribaski et al., 2009), foi introduzida na regido Nordeste do Brasil
a partir de sementes oriundas do México em 1942, do Peru em 1946 e do Suddo em
1949 (Silva, 1989). A ocupacdo por algarobeiras no semiérido néo foi alvo de politicas
publicas e sim de disseminacdo por animais, que sofreram impacto da civilizacdo, uma
vez que, a vegetacdo nativa foi erradicada por atividades como agricultura e pecuéria. A
algarobeira ndo estabelece em ambiente no qual a vegetacdo endémica da caatinga
encontra-se preservada. Estudos dos impactos desta espécie sobre os ecossistemas locais
sdo recentes e estdo apenas comecando (Pegado et al., 2006; Andrade et al., 2008;
Andrade et al., 2009; Andrade et al., 2010; Gallaher & Merlin, 2010; Amador, 2013;
Oliveiraetal., 2017).

Suas vagens apresentam elevado potencial energético aceitabilidade pelos
animais (Talpada et al., 2003). Vaérios autores recomendam (Mahgoub et al., 2005;
Argolo et al., 2010; Alves et al., 2012; Pereira et al., 2013; Sousa, 2015; Souto, 2015)
seu uso em dietas para pequenos ruminantes, principalmente, no periodo seco do ano,
periodo que coincide com o pico de producdo da algarobeira, podendo ser observado
numa mesma arvore: abundancia de folhas verdes, flores, vagens verdes em maturacéo e
maduras no solo; demonstrando a capacidade de adaptacdo e potencial de producdo da
algaroba em regifes semiaridas. Lima (1984) cita grande variacdo da producdo de
vagens, que variaram de 5 a 111 kg/arvore/ano (&rvores de 15 anos). Segundo Silva et
al. (2002), a produgédo brasileira de vagem de algaroba se concentra na regido Nordeste,
num montante superior a 1 milhdo de toneladas.

Fato este, que reforca o estudo do extrato alcaloidico de vagem de algaroba
como aditivo alimentar modificador da fermentacdo ruminal. Uma vez que, ao utilizar
as vagens para a obtencdo do extrato, havera reducdo da quantidade de sementes, que
estariam no ambiente, aptas a germinacdo em &reas de caatinga vulneraveis a invasao e
melhoria do desempenho animal com menor custo (menor dependéncia de alimentos

concentrados). Deste modo, é eminente que a exploracdo racional da algarobeira trara



resultados positivos do ponto de vista socioecondémico (geragdo de renda ao pequeno
agricultor e/ou agricultor familiar) e ambiental (controle da invasdo da algaroba no
bioma caatinga).

Portanto, diante o exposto, o presente estudo objetivou-se avaliar os efeitos da
adicdo do extrato alcaloidico de vagem de algaroba como aditivo alimentar modificador
da fermentacdo ruminal em dietas com relacdo volumoso: concentrado de 40:60, com
diferentes niveis de proteina bruta sobre o consumo e digestibilidade dos nutrientes,
variacdo do peso corporal, pardmetros ruminais, metabolismo de nitrogénio e
pardmetros bioquimicos e hematolégicos de cordeiros Santa Inés x SRD em

confinamento.

1. 1. REVISAO DE LITERATURA

1. 1.1 Antibidticos ion6foros

Antibiético ion6foro € um termo genérico aplicado a um nimero de compostos
do grupo dos antibiéticos denominados poliéteres, contendo um radical carboxilico, o
qual facilita a difusdo de ions através de barreiras lipidicas, como as membranas
celulares (Austic & Smith, 1980). Podem ser substancias organicas ciclicas ou aciclicas,
contendo &tomos como oxigénio, nitrogénio, enxofre, etc., que possuem elétrons livres,
ou seja, pares eletronicos ndo compartilhados (Lin & Brito Neto, 1998). Apresentam
pequenas diferencas entre si, como a especificidade por cations e a capacidade de atingir
determinadas concentracdes no rimen (Pressman, 1976).

Sdo assim chamados, por causa de sua propriedade transportadora de ions,
possuindo capacidade de formar complexos lipossollveis com cétions e mediar seu
transporte atraves das membranas lipidicas (Pressman, 1968). O iondforo liga um ion
num dos lados de uma bicamada lipidica, onde a concentracdo € elevada e o libera do
outro lado, onde a concentracdo € baixa (Figura 1, Marijeta et al., 2008). Interrompendo
0 fluxo de ions, culminando em stress fisiologico e osmotico (McGuffey, 2001). Morais
et al. (2011), relataram que a interrup¢do do fluxo de ions faz com que a Na*/K* ATPase
perca a eficiéncia, levando ao aumento da pressdo osmotica, excesso de agua na célula

com consequente rompimento e morte.
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Figura 1. Representacdo esquematica do transporte de ions mediado por iondforo través
de uma membrana celular (Marijeta et al., 2008).

Cada ionoforo é capaz de se ligar conforme seu tamanho com um céation
apropriado. O complexo formado, iondforo-cétion, fixado na superficie da bactéria se
solubiliza na bicamada lipidica das membranas celulares. Uma vez solubilizada na
membrana celular, o complexo realiza o “antiporte” com um hidrogénio protonado.
Dessa forma, desenvolvem-se gradientes catidnicos e as relacdes de afinidade entre
ionoforo e cétions levam aos resultados primarios de aumento da concentracdo
intracelular de H> e mudancas ibnicas secundarias (Russell, 1987; Chen & Russell,
1989; McGuffey, 2001).

Essas substancias sdo metabdlitos oriundos da fermentacéo de algumas espécies
de Streptomyces e sdo adicionadas a racdo dos animais visando o melhoramento dos
parametros produtivos (Novilla, 1992; Barros 2007). Em 1971, foi aprovada sua
utilizacdo para aves, com o objetivo de controle da coccidiose (McGuffey, 2001; Bergen
& Bates, 1984) e em 1975, o0 Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos
aprovou sua utilizagdo como promotor de crescimento para bovinos confinados
(McGuffey, 2001). S&o conhecidos mais de 120 iondforos resultantes da fermentacéo de
varios tipos de actinomicetos, produzidos principalmente por fungos do género
Streptomyces, mas, no entanto, existem apenas seis ionoforos aprovados no Brasil,
quatro para uso exclusivo em aves domésticas (lasalocida, maduramicina, narasina e
senduramicina), um para uso em aves e bovinos (monensina, massa molecular de
670,43 g.mol?) e um indicado para bovinos e suinos, além das aves domésticas
(salinomicina) (SPISSO, 2010).

Os antibidticos ionoforos sdo Uteis no controle da acidose ruminal, pois atua

inibindo microrganismos gram-positivos produtores primarios de acido lactico (Beede



& Farlin, 1977), butirato e, também, menor formacdo das moléculas de hidrogénio
molecular (Hz) e metano (CHa), sem interferir na utilizacdo do acido latico por bactérias
gram-negativas, produtoras de propionato (Nagaraja & Taylor, 1987; McCaughey et al.,
1997; Millen, 2008). Diversos autores (Beede & Farlin, 1977; Nagaraja et al., 1981;
Ahuja et al., 1990; Bauer et al., 1995) observaram a eficiéncia da utilizacdo de ion6foros
na reducdo de casos de acidose lactica em animais ruminantes. Atua também sobre as
bactérias proteoliticas reduzindo a degradacdo ruminal e consequente perda de
nitrogénio, promovendo desempenho animal adicional (Dinius & Baile, 1977; Bergen &
Bates, 1984; Russell & Strobel, 1989). Os ionoforos sdo utilizados para reduzir a
acidose ruminal subclinica que altera a fermentacdo e o comportamento alimentar
(Nagaraja & Lechtenberg, 2007; Gonzalez et al., 2009; Gonzalez et al., 2012).
Entretanto, apesar dos beneficios para a producéo pecudria, o uso de antibioticos
ion6foros tem sido questionado recentemente, surgindo uma procura por novos aditivos
naturais em substituicdo a estes compostos, uma vez que, muitos compostos naturais
extraidos de plantas compartilham alguns dos beneficios dos antibidticos e garantindo a

biosseguranca alimentar sem alterar os indices zootécnicos.

1.1.2 Manipulagéo ruminal e Alcaloides de Prosopis juliflora

A manipulacdo da fermentacdo ruminal é apresentada, cada vez mais, como uma
alternativa para melhorar a eficiéncia produtiva em ruminantes. Neste sentido, varios
aditivos vém sendo utilizados, entre eles, os aditivos fitogénicos, para melhorar a
eficiéncia fermentativa, elevando a producdo de propionato e, consequentemente
mitigando CHs e didxido de carbono (CO>). A rela¢do entre o ruminante e a populagdo
microbiana ruminal € claramente simbiética, permitindo que os ruminantes utilizem por
meio da fermentacdo ruminal, material vegetal fibroso (Hungate, 1966), no qual os seres
humanos ndo possuem capacidade de aproveitar. Entretanto, a fermentacdo ruminal é
peculiarmente ineficiente. Chegam a 12% as perdas de carbono e energia da dieta,
convertidas em CHa e calor, produtos finais inutilizaveis pelo animal (Hungate, 1966;
Chalupa, 1977; Thornton & Owens, 1981; Benz & Johnson, 1982; Johnson & Johnson,
1995) e até 50% da proteina da dieta podem ser degradada a amonia e excretada na
urina (Callaway et al., 2003). Segundo Tedeschi et al. (2003), no ambiente ruminal
ocorre producdo de H durante a fermentagéo da glicose, sendo o excesso H. eliminado,

primeiramente, pela rota da formagdo de CHs4 O balango estequiométrico de acido



graxos volateis (AGVs) CO; e CHg, indica que a sintese de acetato e butirato promovem
a producdo de CHs, enquanto a de propionato reduz o H», portanto reduzindo a
producdo de CHa,

A algarobeira (Prosopis juliflora (Sw.) D.C.) € uma planta leguminosa arbérea
perene, de crescimento rapido, quase sempre verde e resistente a seca, cresce em areas
semiaridas em todo o mundo (Chaturvedi & Sahoo, 2013) e é comumente conhecida
como algaroba ou mesquite. Apresenta relativamente, alto rendimento produtivo,
podendo alcancar anualmente 169 kg de vagens por arvore conforme Sawal et al.
(2004). Segundo Silva et al. (2002), a producdo brasileira de vagem de algaroba se
concentra na regido Nordeste, num montante superior a 1 milh&o de toneladas na época
do levantamento, com rendimento bruto do produto in natura superior a 12 milhdes de
ddlares, com pequena parte desta producdo sendo destinada para a producéo da farinha
integral de vagem de algaroba (FVVA). Ela foi introduzida no Brasil h4 mais de 70 anos,
estando difundida na regido Nordeste (Silva et al., 2002) e considerada atualmente como
planta invasora da caatinga e outros biomas por varios pesquisadores (Beresford-Jones,
2004; Pegado et al., 2006; Admasu, 2008; Andrade 2008, 2009 e 2010; Gallaher &
Merlin, 2010; Oliveira et al., 2017; Ryan, 2011). Entretanto, Amador (2013) afirma que,
o florestamento espontaneo de algarobeiras ndo ocasionou invasdo, mas sim, uma
substituicdo de cultura ou ndo cultura (Amador, 2013).

Ainda, admite-se que, a algaroba vem colaborando para o desenvolvimento da
economia agropecuaria devido a sua contribuicdo para producdo de alimentos de boa
qualidade para rebanhos, acdo de protecdo dos solos (cresce em é&reas salinizadas),
permanece verde e fornece frutos durante o periodo de estiagem (fato que contribui para
sua expansao) (Amador, 2013). A importancia da algaroba no semiarido do Brasil reside
no fato de existir grande quantidade de areas com vegetacdo reflorestada via politicas
publicas no passado, e areas ocupadas por algarobeiras via animais.

Além do metabolismo primario responsavel pela sintese de celulose,
hemicelulose, pectina, lignina, proteinas, lipidios, aclcares e outras substancias vitais,
as plantas também apresentam o metabolismo secundario (Champe e al., 2008). A
algaroba pode produzir metabolitos secundérios, sendo estes compostos classificados
tambem como toxinas ou fatores antinutricionais.

Fatores antinutricionais das vagens de P. juliflora limitam seu uso na
alimentacdo animal (Ortega-Nieblas et al., 1996; Svensson et al., 2004). A fim de se

evitar a intoxicagdo, bovinos ndo devem ser alimentados com ragdes contendo



quantidade superior a 40% da matéria seca da dieta, especialmente se o periodo de
alimentacdo exceder 60 dias (Sawal et al., 2004; Mahgoub et al., 2005; Cook et al.,
2008). Os produtos do metabolismo secundario, geralmente, possuem estrutura
complexa, baixo peso molecular, apresentam atividades bioldgicas marcantes e,
diferentemente dos metabolitos primérios, apresentam-se em baixas concentracbes e em
determinados grupos de plantas (Berg & Lubert, 2008).

De acordo com Simdes et al. (2007), a origem dos metabdlitos secundarios esta
relacionada ao metabolismo da glicose, por meio de dois intermediarios principais: 0
acido chiquimico e o acetato. O &cido chiquimico é precursor, dentre outras substancias,
dos alcaloides derivados de aminoécidos aromaticos (triptofano e tirosina); ao passo que
0 precursor acetato origina alcaloides, que sdo derivados dos aminoacidos alifaticos
(ornitina e lisina) (Leite, 2008). Os alcaloides piperidinicos ttm como aminoacido
precursor a lisina, a partir da qual é formado um anel piperidinico, originado por perda
de um grupo carboxilico e um atomo de nitrogénio (Gupta & Spencer, 1969).

Existem cerca de 21.000 compostos alcaloides, em 20% das plantas, séo
moléculas nitrogenadas de baixo peso molecular, apresentam grande variedade de
estruturas quimicas e atividade bioldgicas (Aniszewski, 2007; Wink, 2008; Kroymann,
2011; IUPAC, 2012).

Extratos de vagens e folhas de P. juliflora possuem atividades farmacologicas,
como a atividade antibacteriana, (Ahmad et al., 1986; Ageel et al., 1989; Kanthasamy et
al., 1989; Céceres et al., 1995; Batatinha, 1997; Al-Shakh-Hamed & Al-Jammas, 1999;
Satish et al., 1999; Singh et al. 2011; Al-Musayeib et al.. 2012; Santos et al., 2013;
Vedak & Raut, 2014; Silva et al., 2015; Pereira et al., 2016), antifangicas (Ahmad et al.,
1989a; Ahmad et al., 1989b; Ageel et al., 1989; Kanthasamy et al., 1989; Kaushik et al.,
2002; Al-Musayeib et al.. 2012; Sheikh et al., 2013), propriedades anti-inflamatorias
(Ahmad et al., 1989a, 1989b), antimetanogénico em estudo in vitro (Santos et al., 2013;
Pereira et al., 2016), e, nematicida (Ageel et al., 1989; Batatinha et al., 2011; Lima et
al., 2017), sendo essa propriedade atribuida aos alcaloides piperidinicos (Ahmad et al.,
1986, Batatinha, 1997).

Mansfield et al. (1992), relataram que estimulos ambientais levam a liberagéo de
enzimas pelas larvas L1, que degradam a membrana do ovo de nematoides, sendo, a
inibicdo dessas atividades enzimaticas por uma possivel acdo dos alcaloides de P.
juliflora (Lima et al., 2017).



Ainda sdo conhecidas atividades citotoxicas dos extratos das vagens de P.
juliflora (Aqgeel et al., 1989; Hugues et al., 2005; Hugues et al., 2006; Silva et al.,
2007a). Chourdary et al. (2005) atribui a atividade citotoxica dos alcaloides da P.
juliflora, como responsavel pela acdo toxica aos animais, que manifestam sintomas do
“mal da cara torta”, 0 que caracteriza sua propriedade de iondforo, devido ao
mecanismo de blogueio dos canais de calcio da membrana celular de células neurais.

Suas vagens possuem alcaloides piperidinicos toxicos, que apresentam potencial
antimicrobiano para uso como aditivo modificador da fermentagdo ruminal na medida
em que, reduzem a producdo de gas in vitro durante a fermentacao ruminal, sem afetar a
degradabilidade da farinha de trigo ou do feno de Tifton 85 (Santos et al., 2013; Pereira
et al., 2016). Santos (2016) observou maior sintese de proteina microbiana, eficiéncia
microbiana, reducdo da excrecdo fecal de nitrogénio e consumo de compostos
nitrogenados com a utilizagdo extrato alcaloidico foliar de algarobeira, como aditivo em
comparacao ao uso da monensina sédica em dietas para cordeiros em confinamento com
alto concentrado. Demonstrando potencial em reducdo do nitrogénio dietético em
cordeiros alimentados, com dietas aditivadas com extrato alcaloidico de farinha de
vagens de algaroba.

Dos alcaloides encontrados em P. juliflora, destacam-se como componentes
principais a julifloricina, juliprosopina (também conhecida como juflorina, apresenta
nacleo piperidinico com atividade toxica), juliprosina, juliprosineno, juliflorinina e
isojuliprosina (Tabosa et al., 2000). Santos et al. (2013), ao analisarem o extrato
alcaloidico de vagens de algaroba por RMN de 1H (400 MHz) evidenciaram que 0
espectro de RMN 1H do extrato mostrou sinais em & 6,2 (s, H-7""), 8 3,9 (s, H-3 ¢ 3"), 6
3,7 (d, J =11 Hz, H-5"" eq), 6 2,7 (m, H-6 ¢ 6') ¢ 6 1,3 (m, H-7 e H-7"), indicando a
presenca de juliprosopina (juliflorina) como principal alcaloide (massa molecular de
630,59 g.mol™) e prosoflorina (massa molecular de 626,56 g.mol™) foi identificada pela
primeira vez na vagem (Ott-Longoni et al., 1980; Tabosa et al., 2000; Santos et al.,
2013). Os alcaloides piperidinicos de vagens de algaroba e a monensina sodica (massa
molecular de 670,43 g.mol™) ndo apresentam acgdo sobre as bactérias gram-negativas,
devido a presenca de camada lipidica externa, que contém porina (canais de proteinas)
com um tamanho limite de aproximadamente 600 Da. Sendo a maioria dos ionoforos
maiores que 600 Da, ndo passando através das porinas (Nagajara et al., 1997), o que
explica a pouca ou nenhuma acdo dos alcaloides piperidinicos da algaroba e da

monensina sobre as gram-negativas.
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Figura 2 — Estruturas quimicas de juliprosopina (1), prosoflorina (2) e juliprosina
(3) (Santos et al., 2013)

O efeito da monensina sobre as bactérias gram-positivas decorre da propria
estrutura quimica (carga negativa), possuindo capacidade de formar complexos
lipossollveis com cations e mediar seu transporte (antiporte de sodio/potéssio) através
das membranas lipidicas, decrescendo a concentracdo de potassio celular e o influxo de
prétons, resultando em reducdo do pH intracelular (Pressman, 1968). Enquanto, o
mecanismo de acdo dos alcaloides piperidinicos de vagens de algaroba em bactérias
gram-positivas € devido a sua alta citotoxicidade exercida pelo bloqueio de canais de
calcio na membrana celular (fixa aos canais de célcio, impedindo o transporte por esses
canais), principalmente devido as caracteristicas anfotéricas desses alcaloides, o que
Ihes permite interagir de forma mais eficiente com a membrana celular e inibir seus
canais (Choudary et al., 2005).

Hughes et al. (2006) e Silva et al. (2007), observaram em seus estudos que 0S
alcaloides obtidos de vagens de algaroba sdo capazes de induzir reducdo da atividade
mitocondrial. Hughes et al. (2006), sugeriram que a acdo dos alcaloides piperidinicos de
vagens de algaroba (APA) pode ser mediado através de efeitos de membrana.
Observaram também que a membrana dos astrocitos foi prejudicada apds exposicao a
APA, inferindo que esses podem ter a capacidade de permear a membrana plasmatica,

alterando sua conformacdo e promovendo a vacuolizagdo. Sendo que, mitocondrias se
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assemelham com células procariotas, o que pode elucidar a acdo do APA sobre
microbiota gram-positivas.

Pesquisas recentes demonstram que, os alcaloides piperidinicos de vagens de
algaroba possuem potencial como aditivo modificador do processo de fermentagédo
ruminal. Batatinha, (1997), Santos et al. (2013) e Pereira et al. (2016) em seus estudos
(in vitro) observaram, maior proporcao de propionato no liquido ruminal, favorecendo
menor perda de energia para o ambiente durante a fermentacdo ruminal, melhorando
assim a eficiéncia energética animal, incrementando o desempenho animal.
Concomitantemente, mitigam as emissdes dos gases entéricos de efeito estufa.

Santos (2017), em seu estudo com do extrato alcaloidico, rico em alcaloides
piperidinicos de algaroba (APA) na dose de 9,2 mg.kg™* de MS da dieta, constatou que o
aditivo APA promoveu maior peso corporal final em cordeiros durante o confinamento,
resultado atribuido ao aumento na eficiéncia de sintese microbiana. Do mesmo modo
que Santos (2016) ao estudar o extrato alcaloidico foliar de algaroba adicionado em
0,104% na MS da dieta de alto concentrado em cordeiros em sistema de confinamento
observou reducdo do consumo de compostos nitrogenados e maior eficiéncia de sintese
de proteina microbiana no rimen. Por meio desses resultados, Santos (2016) conclui
que, ha uma menor necessidade de proteina bruta dietética, quando se utiliza extrato
alcaloidico de algaroba como aditivo, com intuito de reduzir as excre¢des de compostos

nitrogenados ao ambiente.

1.1.3 Metabolismo de nitrogénio

A producdo de ruminantes é determinada pelo consumo e valor nutritivo da
dieta, aliado ao potencial genético dos animais. O consumo assume prioridade, pois
determina a qualidade de suprimento de nutrientes a microbiota ruminal e ao animal
(Oliveira et al., 2008). Pereira et al. (2015) mencionam em seu estudo que maior
consumo de matéria seca (MS) e de nutrientes digestiveis total (NDT) promovem o
aumento da sintese de proteina microbiana (PMic) em cordeiros em crescimento.

Os alimentos para animais contém uma ampla variedade de proteinas e
compostos nitrogenados ndo proteicos (NNP). As proteinas sdo grandes moléculas que
diferem no tamanho, forma, solubilidade e composicdo de aminodcidos, estando
presentes na parede e no contetdo celular de todos os vegetais e no tecido animal, onde

desempenham diversas funcdes (catalitica, estrutural, transporte, estoque, contratil,
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etc.). Os compostos nitrogenados ndo proteicos sdo moléculas menores, que incluem
peptideos, aminas, amidas, aminoacidos livres, acidos nucléicos, nitratos e amonia
(Schwab et al., 2003).

Para a maior eficiéncia produtiva sdo necessarias a formulacdo de dietas
adequadas as exigéncias nutricionais dos animais. Valadares Filho et al. (2006)
estabelecem que a proteina bruta é o segundo nutriente mais requerido por animais
ruminantes, dentre os constituintes da dieta, e consequentemente dispde de grande
importancia na nutricdo dos animais. Por essa razdo, pode-se inferir que a eficiéncia da
utilizacdo de nitrogénio torna-se um parametro importante para definir a composigéo
dos suplementos ou para entender a eficiéncia da producdo animal (Detmann et al.,
2014).

O conjunto de proteinas que potencialmente estdo disponiveis a fermentagéo
ruminal inclui os compostos nitrogenados da dieta, além da proteina endégena da saliva,
descamacdo de células epiteliais e microrganismos ruminais que sofreram lise e
permanecem no rumen (NRC, 2001). O nitrogénio dietético assume grande relevancia
na nutricdo de ruminantes, pois sua deficiéncia culmina em reducdo da sintese e
atividade dos microrganismos ruminais, 0 que afeta negativamente o consumo e a
digestibilidade dos nutrientes e, por consequéncia o desempenho animal (Van Soest,
1994; Detmann et al., 2004; Carvalho et al., 2011; Pereira et al., 2015).

Santos & Mendonca (2011), relatam que a PMic é tida como a principal fonte de
proteina metabolizavel para ruminantes, e para maximiza-la ¢ de fundamental
importdncia, que a dieta seja balanceada para atender aos niveis minimos de
requerimentos de PDR. Seguido da PNDR, como segunda fonte de proteina
metabolizavel para ruminantes, e a proteina endodgena a terceira fonte.

Quando ndo atendido as exigéncias em PDR e PNDR em cordeiros em
crescimento haverd reducdo da sintese de PMic, consequentemente elevando a
exigéncia de proteina metabolizavel, na forma de PNDR (Pereira et al., 2015). Para
Schwab et al. (2003), o valor de proteina bruta (PB) em um alimento para ruminantes €
melhor descrito pela sua taxa e extensdo de degradacdo ruminal e a composi¢do das
fracOes degradavel no rumen (PDR) e ndo degradavel no rimen (PNDR). Muitos fatores
afetam degradabilidade ruminal da PB, estes incluem proporgéo de proteinas e NNP,
propriedades fisico-quimico das proteinas, o tempo de retencdo ruminal, atividade

proteolitica pelos microrganismos ruminais e pH ruminal (Broderick et al., 1991; NRC,
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1985; NRC, 2001). Sendo a nutricdo proteica responsavel em fornecer quantidades
adequadas de PDR, com objetivo de maximizar a eficiéncia ruminal (NRC, 2001).

A PDR e a PNDR séo parti¢des do nitrogénio (N) contido nos alimentos para
animais ruminantes. A fracdo PDR é degradada no ramen por intermédia de enzimas
secretadas pelos microrganismos ruminais em peptideos, aminodcidos e amonia,
dispondo N para a sintese de PMic, sendo o excedente de amonia que é absorvida pela
parede ruminal e posteriormente excretada na forma de ureia urinaria, por conta da ndo
sincronia entre producdo de amonia e a utilizacdo dos compostos nitrogenados para a
sintese de PMic, excretada via urina na forma de ureia. Os aditivos tém sido bem
sucedidos no aumento da eficiéncia da utilizacdo de proteinas e energia (Van Nevel &
Demeyer, 1988; Odongo et al., 2007; Silva et al., 2007b).

Schwab et al. (2003), relatam que na literatura sdo encontrados varios e distintos
métodos (in vivo, in situ e in vitro) da estimativa da particdo do nitrogénio da dieta em
PDR e PNDR, e sua digestibilidade intestinal. O método in vivo caracteriza por maior
exatidao, entretanto, necessita de um ndmero adequado de repeti¢des, culminando em
elevado custo, tornando oneroso o método. Dessa forma, técnicas in vitro e in situ
tomam vantagem, despertando o interesse dos pesquisadores (Broderick & Cochran,
2000).

O desbalanceamento de dietas para ruminantes pode reduzir a sintese de proteina
microbiana, elevando as exigéncias em PNDR, em consequéncia reduz o desempenho
animal, eleva o ciclo produtivo, onerando o sistema de producdo. Moraes et al. (2006),
relatam que suplementos com baixos niveis de proteina (alimentos energéticos) podem
ser antieconémicos, pois, quando fornecidos de forma exclusiva, apresentam potencial
para ganho de peso menor que o da suplementacdo protéica adequada. Detmann et al.
(2005) corroboram com importancia da utilizacdo de suplementos desde que de forma
balanceada, quando afirmam que como consequéncia dos niveis elevados de compostos
nitrogenados ndo proteicos e/ou dos niveis reduzidos de energia de rapida
disponibilidade ruminal, observa-se baixo aproveitamento dos compostos nitrogenados,
como resultado de sua baixa fixacdo em proteina microbiana. Preston & Leng (1987),
afirmam que a deficiéncia protéica é um fator limitante para a producdo pecuaria, ndo
apenas pela diminuicdo da digestibilidade dos nutrientes e taxa de passagem da ingesta
guando os teores de PB das dietas estdo situados abaixo do limite critico, mas também
pelo menor aporte de aminoacidos no duodeno, devido da diminui¢cdo da sintese de

proteina microbiana.
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A suplementacdo protéica dos animais ruminantes pode ser utilizada como
outras estratégias, como o controle de endoparasitas. O maior aporte proteico com a
utilizacdo da suplementacdo além de melhorar o desempenho da producdo animal,
também auxilia no aumento da capacidade imune dos animais e, consequentemente da
resposta contra parasitas gastrointestinais (Phengvichith & Ledin, 2007; Baroni et al.,
2010). Altos niveis de proteina bruta em concentrados combinada com a administragdo
de vermifugo, eleva o desempenho animal e reduz a carga parasitaria (Rodrigues et a.,
2017). Nogueira et al. (2009) observaram reducdo em ovos por grama de fezes (OPG)
em ovelhas alimentadas com diferentes fontes de proteina, quando comparadas com
animais alimentado apenas com pastagem, Rodrigues et al. (2017) atribuem o efeito
observado a melhor resposta imune e menor consumo de forragem infectada quando os
animais sdo suplementados.

Nesse contexto, o uso de aditivo fitogénico alimentar, rico em alcaloides
piperidinicos, torna-se uma realidade na busca por resultados satisfatorios na pecuaria,
proporcionando reducdo do ciclo produtivo e do custo operacional, o que pode refletir

em padronizacdo de qualidade e oferta do produto final.
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I - OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

1. Estudar os efeitos de alcaloides piperidinicos de algaroba (sais de cloreto) como
aditivo em dietas com niveis decrescentes de proteina bruta para cordeiros Santa

Inés x SRD em confinamento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o Consumo, digestibilidade, balanco de nitrogénio, eficiéncia microbiana e

produtos da fermentacéo ruminal;

2. Avaliar a Sintese de proteina microbiana e excre¢do de compostos nitrogenados,
contagem e identificacdo de protozoarios ciliados ruminais e parametros
hematoldgicos e bioquimicos.
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I11 - MATERIAL E METODOS

3.1 Matéria-prima vegetal

As vagens maduras de Prosopis juliflora foram obtidas no municipio de
Brumado/BA, colhidas manualmente ap6s cairem no chédo e ensacadas, no periodo de
junho a julho de 2016. Foram selecionadas apenas vagens sem alteracdes no pericarpo.
Devido a presenga de umidade no material, as vagens foram picadas em triturador na
fabrica de racdo do setor de bovinocultura de leite da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia (UESB), para facilitar a perda de umidade. Em seguida foram
espalhadas em uma lona para secagem ao sol, durante cinco dias. Ao final da tarde, todo
0 material era coberto para evitar a umidade do ar durante a noite. Posteriormente a
secagem, as vagens passaram por processo de moagem, obtendo assim a farinha integral
de vagens de algaroba. O material obtido foi embalado em sacos de polipropileno e,

acondicionado em freezer.

3.2 Obtencéo do extrato alcaloidico

A farinha integral de vagens de algaroba foi macerada com alcool etilico
absoluto (99,5%), durante um periodo de 72 h (Figura 3).

Figura 3. Maceracao da farinha integral de algaroba em alcool etilico absoluto
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Em seguida, procedeu-se a percolacdo e armazenagem em recipiente fechado.
Ap0s o processo de percolacdo, a solucdo obtida foi concentrada a vacuo (-600 mmHg),
com temperatura controlada a 40°C, em evaporador rotatorio (Figura 4), obtendo-se,

assim, o extrato etandlico bruto (EEB), figura 5

R

Figura 4. Concentracdo da solucdo etandlica em evaporador rotatorio para
obtencdo do extrato etandlico bruto

Figura 5. Extrato etanélico bruto (EEB)

O EEB foi submetido a particdo com a utilizacdo de solucBes acido-basicas e
solventes organicos, de modo a obter extratos enriquecidos com alcaloides, de acordo
com a metodologia de Ott-Longoni et al. (1980), para isolar alcaloides piperidinicos de
algaroba (Santos et al., 2013; INPI, 2014). Parte do EEB (100 g) foi solubilizada em
solucéo aquosa de &cido acético 1,6 M (CHsCOOH, 200 ml), e a solucéo resultante foi

filtrada para se obter a solucdo aquosa acida | (SAA-I) (Figura 6).
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A SAA-I foi extraida com cloroférmio (CHCls, triclorometano) com uma dupla
lavagem de 150 ml, obtendo-se a solugdo aquosa &cida Il (SAA II). A SAA Il foi
alcalinizada com NaOH até o pH 9,0, passando a ser chamada de solucéo aquosa basica
| (SABI).

Figura 6. Obtencdo da solucgdo aquosa &cida | (SAA-I)

A SAB | passou por tripla lavagem com 100 ml de CHCIs. Assim, obteve-se a
solucdo aquosa basica Il (SAB 1), a qual foi submetida a dupla lavagem com solucéo de
NaCl, resultando na solucdo aquosa bésica Il (SAB Ill) que, posteriormente, foi
desidratada com 5 g de Na,SO4, homogeneizou-se e deixou em repouso por 2 horas; em
seguida, apds filtracdo, a solucdo foi transferida para um baldo de fundo redondo e, no
evaporador rotativo a 57°C, o cloroférmio foi evaporado, obtendo-se o extrato
clorofémico bésico (ECB).

Uma fragdo do ECB foi fracionada de acordo com o procedimento descrito por
Wagner (1994), verificando-se a ocorréncia de cores castanha a vermelho-alaranjado
apos a aplicacdo do reativo Dragendorff, evidenciando assim, a presenca de alcaloides.

A quantidade de ECB a ser adicionada em cada dieta experimental foi pesada em
balanca analitica e separadamente em Erlenmeyer de 25 ml, e em cada frasco, o extrato
foi solubilizado com 50 ml de cloroférmio e transferido, sequencialmente, em cinco
etapas de 10 ml para um funil de decantacdo. Em seguida, procedeu-se a dupla lavagem
com 50 ml de HCI 10% e a fragcdo aquosa acida foi obtida, constituindo-se os alcaloides
piperidinicos de algaroba (APA - sais de cloreto), que foi adicionada as dietas
experimentais. Para a quantificacdo do rendimento de obtencdo do ECB a partir do
EEB, foi considerada a quantidade de 1150 g de EEB obtendo-se em torno de 17 g ECB

seco, cujo rendimento de extracdo equivalente a 1,478%.
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3.3 Local e animais

O experimento de campo foi conduzido no setor de Ovinocultura do Campus
Juvino Oliveira da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), na cidade de
Itapetinga, BA. Foram utilizados seis cordeiros mesticos Santa Inés x SRD, machos,
ndo castrados, com idade aproximada de 120 dias e peso corporal médio inicial de 17,5
+ 0,383 kg. No inicio da fase pré-experimental, os animais foram pesados, identificados,
tratados com vermifugo Doramectina 1% com dosagem de 200 mcg de Doramectin por
kg), e adaptados gradualmente a razdo volumoso: concentrado (40:60) e ao manejo.

Os cordeiros foram mantidos em gaiolas metabdlicas de 1,5 m x 1,0 m, providas
de cocho e bebedouro. O delineamento experimental foi o quadrado latino (6 X 6,
balanceado). O tempo total do experimento foi de 170 dias, sendo os primeiros 14 dias
(periodo pré-experimental) utilizados para adaptagdo dos animais as instalacdes, ao
manejo e ao nivel de concentrado. O periodo experimental foi de 156, divididos em 6

periodos compostos de 21 de adaptacdo e 5 dias de coleta de amostras.

3.4 Dietas experimentais

A composicdo quimica e proporcdo dos ingredientes das dietas experimentais
estdo apresentadas na Tabela 1. No experimento foram avaliadas seis dietas:

1) Dieta com 13% de proteina bruta sem aditivo (Controle);

2) Dieta com 13% de proteina bruta com adicio de APA (25,2 mg.kg? de
matéria seca da dieta);

3) Dieta com 12% de proteina bruta com adicdo de APA (25,2 mg.kg? de
matéria seca da dieta);

4) Dieta com 11% de proteina bruta com adigdo de APA (25,2 mg.kg™ de matéria
seca da dieta);

5) Dieta com 10% de proteina bruta com adicdo de APA (25,2 mg.kg? de
matéria seca da dieta);

6) Dieta com 9% de proteina bruta com adicdo de APA (25,2 mg.kg™ de matéria
seca da dieta).
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Tabela 1. Proporcéo dos ingredientes e composicdo quimica das dietas experimentais, com base na

matéria seca.

Dietas
e g.kg* de matéria seca
ngredientes
g aivo w6 APA T, APA L APA
13% PB PB 10% PB PB 12% PB 13% PB
Feno de Buffel 400 400 400 400 400 400
Milho grdo moido 438 478 463 454 447 438
Farelo de soja 76 13 33 45 57 76
Farelo de trigo 62 89 84 79 72 62
Ureia + Sulfato de aménio 5 1 1 3 4 5
Mistura mineral® 20 20 20 20 20 20
APA (x10* g.kg™) - 252 252 252 252 252
. Dietas

Nutrientes Feno Composicédo quimica (g.kg? MS da dieta)
Matéria seca, g.kg* MN 946 915 912 909 913 910 914
Matéria organica 916 933 932 936 934 935 933
Matéria mineral 83 67 68 63 66 65 67
Extrato etéreo 14 32 28 29 30 31 32
Proteina bruta 68 130 94 99 113 117 130
Proteina degradavel no rimen 48 69 59 62 64 66 69
PIDN? 45 27 28 28 28 28 27
PIDA? 35 16 17 17 17 17 16
Fibra em detergente neutro® 781 415 413 406 416 400 415
Fibra em detergente acido 490 222 223 227 223 222 222
Lignina 96 42 43 43 43 43 42
Hemicelulose 291 193 190 179 193 178 193
Celulose 394 180 180 184 180 179 180
Carboidratos nio fibrosos® 54 356 397 403 375 387 356
NDT* 469 620 619 617 619 620 620
ED (Mcal.kg?)® 2,07 2,73 2,73 2,72 2,73 2,73 2,73
EM (Mcal.kg™)® 1,64 2,31 2,31 2,30 2,31 2,31 2,31

!Quantidade/kg do produto: Céalcio (méx.) - 170 g, Fésforo - 85 g, Sddio - 113 g, Enxofre - 19 g, Magnésio - 13 g, Cobre -
600 mg, Cobalto - 45 mg, Cromo - 20 mg, Ferro - 1850 mg, lodo - 80 mg, Manganés - 1.350 mg, Selénio - 16 mg, Zinco -
4.000 mg, Flior (méx.) - 850 mg.; ?Valores em percentagem da PB; 3Corrigido para cinza e proteinas; ; “NDT: Nutrientes
digestiveis totais estimado segundo Cappelle et al., (2001); SED: Energia digestivel estimada pelo NRC (2001); °EM:
Energia digestivel estimada pelo NRC (2001); APA: alcaloides piperidinicos de algaroba; PIDN: Proteina insolGvel em
detergente neutro; PIDA: Proteina insolivel em detergente acido.
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As exigéncias foram estimadas conforme equagfes do NRC (2007). As dietas
foram compostas por milho grdo moido, farelo de soja, farelo de trigo, suplemento
mineral, ureia + sulfato de amonio e feno de Buffel, com razdo feno: concentrado de
40:60. As dietas foram fornecidas diariamente as 07:00 e 16:00 h, ad libitum, na forma

de mistura completa (feno + concentrado) permitindo 10% do fornecimento em sobras.

3.5 Anélise quimica

A cada periodo de coleta de dados, foram colhidas amostras do fornecido, tanto
do volumoso quanto dos concentrados, bem como das sobras, os quais foram
acondicionados em sacos plasticos devidamente identificados e armazenados em freezer
-20°C. Ap6s o descongelamento, as amostras foram submetidas a pré-secagem em
estufa de ventilagdo forcada a 60°C. Em seguida, trituradas em moinhos de faca, tipo
Willey, com peneira de 1 mm, e foram feitas amostras compostas por animal e periodo,
e identificadas para posteriores analises laboratoriais.

As andlises quimicas dos alimentos, sobras e fezes foram realizadas no
laboratério de Forragicultura e Pastagens da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia, Campus Juvino Oliveira, Itapetinga, Bahia.

Nas amostras de alimentos (sobras e fornecido) foram determinados os teores de
matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE)
(AOAC, 2010). Para as analises de fibra em detergente neutro (FDN), as amostras
foram tratadas com alfa-amilase termoestavel, sem o uso de sulfito de sddio e corrigidas
para cinza residuais (Mertens, 2002). A correcdo da FDN para 0S compostos
nitrogenados e estimacdo dos conteldos de compostos nitrogenados insoliveis nos
detergentes neutro (NIDN) e &cido (NIDA) foram feitas conforme Licitra et al. (1996).
A lignina foi obtida a partir da metodologia descrita em Detmann et al. (2012), com o
residuo do FDA tratado com &cido sulfirico a 72%.

Os CNF corrigidos (CNFcp) foram calculados por meio da equacdo (Weiss,
1999), utilizando o FDNcp (Detmann et al., 2010), sendo:

CNFcp = (100 — %FDNcp — %PB — %EE — %cinza)
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Em virtude da presenga de ureia, os CNFcp do concentrado foram calculados
como proposto por Hall (2000): CNFcp = 100 — [(%PB - %PB derivada da ureia + % de
ureia) + %FDNcp + %EE + %cinza].

Os nutrientes digestiveis totais (NDT) foram calculados segundo Weiss (1999),
mas utilizando a FDN e CNF corrigido para cinza e proteina, pela seguinte equacao:
NDT = PBD + FDNcpD + CNFcpD + 2,25EED. Em que: PBD = Proteina bruta
digestivel; FDNcpD = Fibra em detergente neutro corrigidos para cinza e proteinas
digestivel; CNFcpD = Carboidratos nao fibrosos corrigidos para cinza e proteinas
digestiveis; e EED = Extrato etéreo digestivel.

Os teores de nutrientes digestiveis totais estimados (NDTest) dos alimentos e
dietas totais foram calculados conforme equacdes descritas por Capelle et al. (2001).

Os valores de NDT foram convertidos em digestivel (ED), utilizando-se as
equac0es sugeridas pelo NRC (2001): ED (Mcal/kg) = 0, 04409 x NDT.

A transformagdo de ED para energia metabolizavel (EM) foi feita segundo a
equacdo: EM (Mcal/kg) = 1,01 x ED (Mcal/kg) - 0,45.

3.6 Consumo e digestibilidade dos nutrientes

O consumo individual dos animais foi avaliado ao longo dos 26 dias de
fornecimento das dietas experimentais em cada periodo, subtraindo-se as sobras da
quantidade de dieta ofertada para cada animal. As determinacGes dos consumos de MS,
MO, PB, FDNcp, CNFcp, EE e NDT foram obtidas com os dados e amostras coletadas
do 21° ao 26° dia de cada periodo.

As fezes foram colhidas as 06:00 e 16:00h, do 21° ao 25° dia, em cada periodo
experimental, por meio de bolsas coletoras. Apos coletadas as fezes de cada animal,
foram pesadas, e aliquotas de aproximadamente 10% do total excretado foram
colocados em sacos plasticos e armazenados em freezer a -20°C, para posteriores
analises. As amostras foram pré-secas em estufa de ventilacdo forcada a 60°C, por 72
horas, e posteriormente trituradas em moinhos de faca, tipo Willey, com peneira de 1
mm e, em seguida, foram feitas amostras compostas dos cinco dias de coleta para
realizacdo da composi¢cdo quimica, conforme metodologias mencionadas anteriormente.

Foram obtidos os coeficientes de digestibilidade da MS, PB, EE, FDNcp, CNFcp
e calculado o NDT. Para o célculo da digestibilidade, foram colhidas amostras dos

alimentos fornecidos bem como das sobras e fezes no mesmo periodo. Segundo
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proposto por Berchielli et al. (2011), uma vez determinado o contetdo de matéria seca
fecal excretada, foram calculados os coeficientes de digestibilidade (CD) dos demais
nutrientes por meio da razdo do que foi consumido de cada nutriente e sua respectiva

excrecdo fecal, sendo o valor multiplicado por 100, como demonstrado abaixo:

CD = (nutriente ingerido — nutriente excretado) x 100
(nutriente ingerido)

3.7 Variacao do peso corporal

Para avaliacdo da variacdo do peso corporal, os animais foram pesados no inicio
e final de cada periodo, antes do fornecimento da alimentacdo da manha. Calculou-se a

conversao alimentar por meio da razdo entre 0 consumo e a variacao diaria media.

3.8 Sintese de proteina microbiana e balanco de nitrogénio

Do 23° ao 25° dia de cada periodo experimental, foram realizadas coletas de
urina 24 h, na forma de amostragem do total excretado sem adicdo de acido, a cada
mic¢do espontdnea a urina foi coletada e armazenada a temperatura de 0°C em
recipientes. Porém, no terceiro dia, as coletas foram realizadas com a adi¢do de 100 ml
de solugdo de acido sulfurico a 20% (H2S0s4), sendo a urina coletada no intervalo de 24
h. A excrecdo urindria teve seu volume medido por meio de proveta graduada, em
seguida foram homogeneizadas, filtradas em gaze e uma aliquota de 10% do volume
excretado foi armazenada em freezer a -20°C, para posteriores andlises das
concentracdes urinarias de nitrogénio ureico, nitrogénio total e derivados de purinas. A
urina de 24h dos trés dias de coletas foi utilizada para analise de &cido Urico, xantina e
hipoxantina, em que se avaliou se a acidificacdo da urina afeta a determinacéo de acido
urico conforme a metodologia de analise utilizando Kit comercial ou método enzimatico
(Chen & Gomes, 1992) (Tabela2).

Tabela 2. Determinacdo do método de coleta e analise de urina

Metodologia de anélise e coleta Acido Urico (mmol.dia™) P
Dia 1 — Xe H* — Urina fresca 1,204 <0,0001
Dia 2 — Xe H* — Urina fresca 1,198 <0,0001
Dia 3 — Xe H* — Urina acidificada 1,183 <0,0001
Dia 3 — Kit comercial — Urina com acido 0,730 n.s

*Enzimatico Chen & Gomes (1992).



34

De acordo com os resultados obtidos, descritos na tabela 2, em que evidencia
que o kit comercial subestimou a concentracdo urindria de &cido Urico e, que a
acidificacdo da urina ndo influencia os resultados da variavel. Ressalta-se que, para
avaliacdo da excrecdo de nitrogénio total (N total), nitrogénio uréico (N-ureico),
alantoina, acido Urico e xantina e hipoxantina em funcgéo das dietas, utilizou-se apenas a
urina coletada no terceiro dia.

No Laboratorio de Fisiologia Animal da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia, UESB, as concentragdes urinarias de N-ureico foram determinadas utilizando-se
kits comerciais (Bioclin®). A conversdo dos valores de ureia em nitrogénio ureico foi
realizada pela multiplicacdo dos valores obtidos pelo fator 0,4667. Os conteddos
urinarios de alantoina, &cido urico, xantina e hipoxantina foram determinados por
métodos colorimétricos e enzimatico, respectivamente, conforme especificacdes de
Chen & Gomes (1992), sendo o teor de nitrogénio total obtido pelo método de Kjeldhal
(AOAC, 1995).

O balanco de nitrogénio (N-retido, g/dia) foi calculado com:

N-retido = N ingerido (g) — N nas fezes (g) — N na urina (g)

A excrecdo de derivados de purinas totais (PT) foi estimada pela soma das
guantidades de alantoina, acido Urico, xantina e hipoxantina excretadas na urina. A
quantidade de purinas microbianas absorvidas (PA) foi estimada a partir da excrecao de
derivados de purinas totais (mmol.dia), por meio das equages propostas por Chen &

Gomes (1992), para ovinos:

PA (mmol.dia®) = 0,84 PT + (0,150 PC%75 g -025PT)

Em que, 0,84 e a eficiencia de absor¢do de purinas microbianas totais, 0,150
PCO®7™ refere-se a excrecdo endogena de derivados de purinas, e e%?"T a taxa de
substituicdo da sintese de novo por purinas endogenas.

O fluxo intestinal de nitrogénio microbiano (g NM.dia?) foi calculada em
funcdo das PA utilizando-se a equacéo descrita por Chen & Gomes (1992):

JOXPA
083X0116x1000

NM (g.dia ) =
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Assumindo-se o valor de 70 para o conteddo de nitrogénio nas purinas
(mg.mmol™); 0,83 para a digestibilidade intestinal das purinas microbianas e 0,116 para

a relacdo Npurina:NToTaL Nas bactérias.

3.9 Parametros ruminais, contagem e identificacdo de protozoarios

No 26° dia de cada periodo experimental, 4 horas apds a alimentacdo da manhg,
foram realizadas as coletas de liquido ruminal, aproximadamente 30 ml, por meio de
cateter intravenoso 14G, ap0s tricotomia e desinfeccdo com alcool iodado. Apés a
coleta, o pH foi imediatamente mensurado usando um medidor de pH digital. Em
seguida o liquido ruminal foi filtrado em gaze e, aliquotas destinadas a avaliacdo de
nitrogénio amoniacal (N-NHs3), &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e protozoarios.
As aliquotas de liquido ruminal foram acondicionadas em tubos plasticos, devidamente
identificados, e congeladas a -20°C para posteriores analises em laboratorio.

Para avaliacdo do N-NHs, | ml de acido sulfurico (H2SO4, 1:1) foi adicionado em
10 ml de liquido ruminal para interromper a fermentacdo. Sendo a concentragdo
determinada no laboratorio de Fisiologia Animal da UESB, por destilagio com
hidroxido de potassio (KOH) conforme metodologia descrita por Dettmann et al.
(2012). Aliquotas de 9 ml de liquido ruminal foram acidificadas com 1 ml de acido
fosforico (HsPOs, 25%) para analise de AGCC, sendo as analises realizadas na
Universidade Federal de Vicosa, MG. Por meio dos dados de AGCC foram estimadas as
producdes de CO2 e CHs ruminal, utilizando-se a estequiometria de Wolin (1960),
assumindo-se que o balango da oxidacdo de todos os produtos ruminais é igual a zero:

Acetato + Propionato + Butirato + CO, + CHs =0

Em que o CO. e 0 CH4 sdo produzidos exclusivamente através das vias de

producdo do acetato e do butirato com base nas seguintes equacdes:

CO2+ CHs= Acetato + 2 Butirato; depois de algumas substituicdes:

CO2 = Acetato/2 + Propionato/4 + 1,5 * Butirato
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Assim, os moles de CO; produzidos podem ser calculados a partir da quantidade
e proporgdo molar de acetato, propionato (p) e butirato, e uma vez conhecidas os moles

de CO», os moles de CH4 podem ser calculadas de acordo com a equagéo:

CHs = (Acetato + 2 Butirato) - CO>

As amostras para contagem e identificacdo de protozoarios foram obtidas a partir
de 1 ml de liquido ruminal diluidas em 9 ml de formalina (CH.O, formaldeido, a 37%).
A observacéo foi realizada no laboratorio de Biologia celular da UESB, com 10ul da
amostra adicionada em uma lamina com laminula sob o microscopio Optico com o
aumento de 100 X (Wolht et al., 1976).

3.10 Parametros hematoldgicos e bioquimicos

As amostras de sangue foram obtidas no 26° dia de cada periodo experimental,
por meio da venopuncdo da jugular externa, por sistema a vacuo, e armazenadas em
dois frascos, um contendo o anticoagulante etileno diaminotetracetato de sédio (EDTA)
a 10%, e outro isento de anticoagulante, para a realizagdo do hemograma e provas
bioquimicas, respectivamente. As analises foram realizadas em laboratorio de anélises
clinicas no municipio de Itapetinga-BA.

Com relagdo aos valores hematolégicos, foram determinados o hematocrito, a
quantidade de hemoglobina (Hb), a contagem de hemécias (He), os indices
hematimétricos — volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM) e concentracdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM), a amplitude dos
eritrocitos, contagem de plaquetas, assim como a contagem total e diferencial dos
leucdcitos. As provas bioquimicas de atividade sérica das enzimas hepaticas (Aspartato
aminotransferase — AST e Alanina aminotransferase — ALT) foram realizadas por meio
de um analisador bioquimico semiautomatico e suas atividades quantificadas por kits
comerciais. O valor das proteinas totais séricas (PT) foi determinado através do método
do biureto, o valor sérico de albumina através do reativo de verde bromocresol e o de
globulina foram obtidos pela subtracdo dos valores individuais de proteina total e

albumina.
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3.11 Anélise estatistica

A andlise dos dados com um delineamento quadrado latino (6 x 6) foi realizada
pelo procedimento MIXED do programa computacional estatistico SAS (Statistical
Analysis System, versdo 9.1), considerando um modelo misto. A comparagédo entre a
dieta padrdo (Dieta total sem aditivo com 13% de proteina bruta) niveis de proteina
bruta em dietas aditivadas foi por meio do teste de Dunnett. Na anélise das médias das
varidveis dependentes em funcgéo dos niveis de inclusdo de proteina bruta da dieta total
(13; 12; 11; 10 e 9%) utilizou-se contrastes polinomiais (L e Q). Adotou-se como nivel
de significancia 5% de probabilidade. Para as varidveis dependentes cujos contrastes
polinomiais foram significativos, foi realizada a andlise de regressdo dos efeitos de
ordem linear (L) e quadréatico (Q), em funcéo dos niveis de proteina bruta da dieta total.

O modelo matematico utilizado na analise de regresséo foi:

Yi=p0+BLlx+pP2x2i +¢i;i=1, ..., n

Onde: Yi = observacdo i da variavel dependente y; Xi = observacao i da variavel
independente x; B0, B1, B2 = parametros de regressdo e €; = erro aleatorio.
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IV - RESULTADOS

4.1 Consumo, digestibilidade, balanco de nitrogénio, eficiéncia microbiana e produtos

da fermentagéo ruminal

N&o foi observado efeito (P>0,05) para as variaveis consumo de matéria seca
(CMS), matéria organica (CMO), matéria mineral (CMM), fibra em detergente neutro
corrigida para cinza e proteina (CFDNcp), e nutrientes digestiveis totais (CNDT) em
funcdo dos niveis crescentes de PB nas dietas aditivadas com alcaloides piperidinicos
algaroba (APA) (Tabela 3). Entretanto, foi observada diferenca entre a dieta controle e
dieta aditivada para o CFDNcp, em que houve reducdo de 11,3% para a dieta com 13%
de PB aditivada.

O consumo dos demais nutrientes (Tabela 3) foi influenciado (P<0,05) pelos
niveis de PB na dieta total e pela inclusdo do aditivo APA nas dietas. O CPB como
previsto apresentou efeito linear crescente (P<0,0001), com incremento de 9,26 g/dia de
PB para cada unidade percentual de aumento da PB da dieta total.

O consumo de CNF reduziu a uma taxa de 13,3 g.dia™ para cada 1% de aumento
PB nas dietas. Da mesma forma, as dietas aditivadas com 9 e 10% de PB apresentaram
aumento no CCNF de 48,7 g.dia® e de 43,8 g.dia?, respectivamente, quando
comparadas a dieta com 13% de PB sem aditivo.

Foi observado efeito quadratico dos niveis de PB em dietas aditivadas para o
CEE, sendo observado consumo minimo de 35,71 g.dia em 11,32% de PB na dieta
total (tabela 3).

O CMS quando expresso em gramas por quilo de peso corporal médio
metabolico (g. kg PC 7°) (Tabela 3) néo foi influenciado pelos niveis de PB da dieta,
seguindo o mesmo comportamento quando expresso em gramas por dia (g.dia™*) (Tabela
3). Logo, as variacbes de peso corporal médio metabdlico dos animais néo
influenciaram nas respostas obtidas (Tabela 3). Diferente do consumo de NDT em que
os PC%"™ médios influenciaram o resultado, respectivamente, sendo observada reducio
de 0,84 g por unidade de aumento de PB da dieta, respectivamente.

Os CPB e CCNF (Tabela 4) seguiram o mesmo comportamento quando

corrigido para o peso corporal metabolico médio, com incremento 0,63 g de consumo
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de PB e reducdo de 1,12 g no consumo de CNFcp para cada unidade de aumento de
proteina bruta das dietas, demonstrando que ndo houve selecdo para proteina da dieta
pelos cordeiros, uma vez, que o consumo deste nutriente mantém a mesma proporcao de
seus conteudos dietéticos.

Os niveis de proteina bruta nas dietas aditivadas aumentaram (P<0,05) os
coeficientes de digestibilidade dos nutrientes (Tabela 4). O coeficiente de
digestibilidade aparente da matéria seca foi elevado a uma taxa de 1,36 g.100g?, ndo

ocorrendo influéncia negativa do aditivo na digestibilidade da MS.
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Tabela 3. Médias dos quadrados minimos de consumo de nutrientes por cordeiros alimentados com dieta sem aditivo e niveis de proteina
bruta nas dietas aditivadas com alcaloides piperidinicos de algaroba (APA).

DIETAS
Sem L. .. L. Valor — P

Item ol Niveis de PB com Aditivo APA Média EPM

Aditivo

13% PB 9% 10% 11% 12% 13% L Q

g.dia’
CMS 1071 1091 1075 1039 1058 1030 1061 29,22 0,1763 0,7907
CMO 1038 1055 1033 1006 1024 991,7 1025 28,13 0,1705 0,8356
CPB 142,3 102,7* 107,0* 119,6* 125,8* 139,6 122,8 4,07 <0,0001!  0,3877
CMS:CPB 133,2 94,2* 99,7* 115,4* 119,0* 135,9 116,2 2,66 <0,0001>  0,0514
CFDNcp 402,1 408,6 387,8 384,4 372,3 356,5* 385,3 11,50 0,0610 0,9788
CCNFcp 420,0 468,7* 463,8* 427,1 447,0 410,6 439,5 12,56 0,00343 0,8964
CEE 35,8 41,4* 45,9* 36,3 37,4 42,8* 39,3 1,30 0,0439 0,0062*
CNDT 663,9 675,3 663,4 643,0 655,5 633,8 655,8 18,09 0,1554 0,8571
g.kg PC 07

CMS 77,3 80,5 80,4 76,6 76,6 75,6 77,8 1,27 0,0517 0,8040
CPB 10,3 7,6* 8,0* 8,8* 9,1* 10,2 9,0 0,21 <0,0001°  0,3249
CCFNcp 30,3 34,6* 34,6* 31,5 32,4 30,1 32,3 0,59 0,0005° 0,8548
CNDT 479 49,8 49,6 47,4 47,5 46,5 48,1 0,78 0,0433/ 0,8763

Equacdo de Regressdo

y=17,08 + 9,26X; r2=0,9737

2Y= 22,56 + 8,44X; r2 = 0,9495

%Y=589,74 - 13,3X; r2=0,7338

4Y= 153,28 - 20,213X + 0,8929X? R2=0,2318
%Y=1,81 + 0,63 X r2=0,9652

Y=44,96 - 1,12X; r2=0,8097

"Y=57,73 -0,87X; r2 = 0,8871

*Teste Dunnett (Médias seguidas de asterisco diferem (P<0,05) da dieta sem aditivo); CMS: Consumo de matéria seca; CPB: Consumo de proteina
bruta; CMS:CPB: Relacdo entre o consume de matéria seca e proteina bruta; CEE: Consumo de extrato etéreo; CFDNcp: Consumo de fibra em
detergente corrigida para cinza e proteinas; CMO: Consumo de matéria organica; CCNFcp: Consumo de carboidratos ndo fibrosos corrigidos para
cinza e proteinas; CNDT: Consumo de nutrientes digestiveis totais.
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Houve aumento (P<0,0001) na digestibilidade da PB (Tabela 4) de 4,13 g.100g™*
para cada unidade percentual de aumento de PB da dieta. Foi estimado um limite médio
minimo para a quantidade de PDR das dietas de 8,4 g.100 g de MS da dieta, baseando-
se na equacdo do CSIRO (2007), que considera a eficiéncia microbiana observada. Por
outro lado, foi estimada uma fragcdo média de PDR de 6,4 9.100 g de MS da dieta, a
partir da composicdo de PDR dos ingredientes (Tabela 1). As médias de digestibilidade
da PB foram semelhantes entre a dieta controle e os niveis de 11%, 12% e 13%de PB na
dieta.

Também foram observados aumentos (P<0,05) da digestibilidade de EE, FDNcp,
MO, CNFcp e NDT da ordem de 3,32; 2,76; 1,40; 1,54; 1,89 g.100g™ para cada unidade
de aumento da proteina bruta da dieta, respectivamente. A digestibilidade da PB, EE e
do FDNcp ndo diferiram entre a dieta controle e as dietas com 11 a 13% de PB
aditivadas. Para a digestibilidade de CNF e o contelido de NDT, com excecdo da dieta
aditivada com 9% de PB, os demais niveis de PB com APA promoveram coeficientes de
digestibilidade semelhantes a dieta controle. Foi evidenciado efeito do aditivo APA
sobre o contetdo de NDT, entre as dietas 13% de PB sem aditivo (controle) e 13% de
PB com aditivo, em que APA promoveu maior concentragéo de NDT.

N&o houve efeito dos niveis de proteina bruta em dietas aditivadas com APA,
nem tampouco pela inclusdo do APA para a variacdo de peso corporal dos animais
(Tabela 4).

Na avaliacdo do balango de nitrogénio (Tabela 5) foi observado efeito linear
crescente (P<0,05) para ingestdo de nitrogénio e excrecdo de nitrogénio urinario,
independente da forma que foram expressos. Apesar do efeito observado na ingestdo de
nitrogénio, o nitrogénio fecal ndo apresentou diferenca (P>0,05) entre 0s niveis
testados, tampouco com a dieta controle (sem APA), independente da forma que foi

€Xpresso.
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Tabela 4. Médias dos quadrados minimos dos coeficientes de digestibilidade dos nutrientes (g.100g™?) e variacdo de peso corporal de cordeiros
alimentados com niveis de proteina bruta na dieta total aditivadas com alcaloides piperidinicos de algaroba (APA).

DIETAS
Valor — P
Item Sem Aditivo Niveis de PB com Aditivo APA Média EPM
13%pB 9% 10% 11% 12% 13% L Q
MS 66,8 63,9 66,9 69,0 70,9 68,7 67,7 0,79 0,0081! 0,0621
PB 70,2 59,7* 62,2* 67,7 70,9 76,0 67,8 1,72 <0,00012 0,7315
EE 70,9 60,6* 62,8* 67,7 71,4 72,9 67,7 1,12 <0,00013 0,6833
FDNcp 53,8 45,0* 48,7* 51,1 53,3 56,5 51,4 0,93 <0,0001* 0,8227
MO 68,4 66,5 67,9 70,1 71,5 71,7 69,4 0,84 0,0144° 0,6054
CNFcp 84,9 80,5* 82,0 84,2 84,4 87,0 83,8 0,78 0,0003° 0,9389
NDT 72,9 68,9* 71,3 72,1 74,8 76,6* 72,8 0,70 <0,0001’ 0,8078
Variagéo do peso corporal
VPC (kg.periodo™) 3,35 2,4 2,81 2,89 3,02 3,15 2,4 0,15 0,2056 0,1675
PCM (kg) 32,49 32,8 33,25 32,85 33,21 32,63 32,80 1,10 0,2096 0,8955

Equacdo de Regressdo

Y=52,92 + 1,36X; r2=0,6642
2Y=21,87 + 4,13X; r2=0,9883
%Y=30,56 + 3,32X; r2=0,9735
4Y=20,56 + 2,76X; r2=0,9918
°Y=54,14 + 1,4X; r2 = 0,9445

®Y=66,68 + 1,54X; r2=0,9591
"Y=51,95 + 1,89X; r2=0,9821

*Teste Dunnett (Médias seguidas de asterisco diferem (P<0,05) da dieta sem aditivo); MS: Matéria seca; PB: Proteina bruta; EE: Extrato etéreo; FDNcp: Fibra
em detergente corrigida para cinza e proteinas; MO: Matéria organica; CNFcp: Carboidratos ndo fibrosos corrigidos para cinza e proteinas; NDT: Nutrientes
digestiveis totais; VPC: Variacao do peso corporal no periodo (26 dias); PCM: Peso corporal médio.
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Houve efeito linear crescente (P<0,05) para a retencdo de nitrogénio, expresso
em gramas de nitrogénio retido por quilo de peso corporal médio (P=0,0080), sendo
observado incremento para cada aumento de unidade de proteina bruta de 8,329 de
retencdo de nitrogénio por quilo de peso médio corporal.

A razdo nitrogénio digerido pelo nitrogénio ingerido (ND:NI) foi influenciada
linearmente (P=0,112) pelos niveis de proteina bruta da dieta total com aumento de 3,44
unidades percentuais para cada unidade acrescida de proteina bruta. A relacdo de
nitrogénio retido pelo nitrogénio digerido (NR:ND) e nitrogénio retido pelo nitrogénio
ingerido (NR:NI) ndo foram influenciadas (P>0,05) pelos niveis de proteina bruta na
dieta total aditivada.

Na Tabela 5 é observada que a eficiéncia de sintese de proteina amicrobiana
ruminal foi de 1,24 vezes (24%) maior para a dieta com 13% de proteina bruta aditivada

com APA em relacéo a dieta controle (13% de PB sem aditivo).
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Tabela 5. Médias dos quadrados minimos de balanco de nitrogénio e eficiéncia microbiana em cordeiros alimentados com niveis de proteina
bruta na dieta total aditivadas com alcaloides piperidinicos de algaroba (APA).

I,DIE.TAS — - Valor — P
Item Sem Niveis de PB com Aditivo Média EPM
Aditivo 9% 10% 11% 12% 13% L Q
Nitrogénio (g.kg PC™)
Ingerido 65,8 47,6* 50,9* 56,4* 65,6 61,0 57,9 1,74 0,0002* 0,2724
Fecal 18,5 19,0 19,8 19,2 20,8 18,2 19,3 0,99 0,9204 0,4305
Urinario 11,2 5,8* 6,1 9,3 10,8 9,7 8,8 1,11 0,03432 0,4828
Retido 36,1 22,8* 25,0* 28,0 41,2 33,1 31,0 2,51 0,0080° 0,4990
%
ND:NI 71,4 57,9* 60,7* 66,0 67,6 69,3 65,5 2,27 0,0112* 0,6283
NR:NI 55,0 45,8 48,6 50,1 53,0 54,9 51,2 3,08 0,1670 0,9852
NR:ND 75,3 73,8 77,0 75,3 73,3 79,1 75,6 2,83 0,6808 0,7947
Eficiéncia microbiana
g PMic.kg*NDT 87,5 74,5 84,6 81,5 91,3 108,8* 88,0 4,13 0,0062° 0,3529

Equacdo de Regressdo

Y=10,65 + 4,15X; r2=0,8069
2Y=-541+1,25X;r2=0,77

%Y=-64,36 + 8,32X; r2=0,391
4Y= 26,93 + 3,44X; r2=0,9629
°Y=33,31 +4,73X; r2=0,7665

*Teste Dunnett (Médias seguidas de asterisco diferem (P<0,05) da dieta sem aditivo); ND:NI: Proporcao de nitrogénio digerido por nitrogénio ingerido;
NR:NI: Proporcao de nitrogénio retido por nitrogénio ingerido; NR:ND: Proporcéo de nitrogénio retido por nitrogénio digerido; g PMic: gramas de
proteina microbiana por quilograma de NDT.
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O pH ruminal (Tabela 6) ndo foi influenciado (P>0,05) pelos niveis de PB da
dieta nem tampouco pela incluséo do aditivo APA.

Houve efeito linear crescente (P<0,001) das concentracdes de N-NHz no rimen
com o incremento de proteina bruta nas dietas aditivada com APA (Tabela 6). Sendo
observado aumento da ordem de 1,32 mg.L™* de N-NHs para cada unidade de aumento
de proteina bruta nas dietas. O aditivo APA ndo influenciou na concentracdo de
nitrogénio amoniacal (N-NHz), as dietas contendo 13% de PB (com e sem APA) nas
dietas ndo diferiram entre si.

N&o houve efeito (P>0,05) dos niveis de proteina bruta em dietas aditivadas
sobre a producdo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) acetato, propionato,
isobutirato e butirato (Tabela 6). Entretanto, a relacdo acetato: propionato foi
influenciada (P=0,0405) com ponto de maximo em 11,40% de PB. O efeito sobre a
relacdo acetato: propionato € atribuida ao percentual de propionato que sofreu influéncia
(P=0,0203) dos niveis de proteina bruta das dietas com ponto de minimo em 11,42% de
PB. A formacédo ruminal de CO2 e CH4 ndo diferiu (P>0,05) entre os niveis de proteina

bruta da dieta, nem tampouco pelo aditivo APA (Tabela 6).
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Tabela 6. Médias dos quadrados minimos do pH ruminal e das concentracGes ruminal de nitrogénio amoniacal e de acidos graxos de cadeia
curta e estimativas da producéo de dioxido de carboo e metano em cordeiros alimentados com niveis de proteina bruta na dieta total aditivadas
com alcaloides piperidinicos de algaroba (APA).

DIETAS
Valor — P
Item Sem Niveis de PB com Aditivo APA Média EPM

Aditivo

13% PB 9% 10% 11% 12% 13% L Q
pH 6,78 6,82 6,95 6,92 6,86 6,94 6,88 0,13 0,6252 0,7286
N-NHz (mg.dL™) 29,9 19,0* 20,1* 23,1* 22,4%* 30,9 24,2 1,13 <0,00011 0,0628
Acetato (mmol.L™) 16,4 16,2 17,0 16,6 15,6 17,4 16,5 0,67 0,8491 0,8167
Propionato (mmol.L™) 5,6 7.1 6,1 6,4 5,5 6,8 6,3 0,35 0,5382 0,1540
Isobutirato (mmol.L %) 0,87 0,85 0,95 0,84 0,91 0,83 0,88 0,03 0,8261 0,5003
Butirato (mmol.L ™) 3,7 3,5 3,6 3,6 34 3,7 3,6 0,15 0,7170 0,9150
AGCC (mmol.L™) 26,5 27,5 27,8 27,5 25,4 28,8 27,2 1,08 0,9772 0,6111
Acetato:Propionato 3,0 2,3* 2.8 2,8 2,9 2,7 2,7 0,10 0,0817 0,0405?
Acetato (%) 61,8 58,8* 60,5 60,6 61,2 60,5 60,6 0,61 0,1690 0,1968
Propionato (%) 21,1 25,8* 22,1 22,5 21,8 23,2 22,8 0,65 0,0879 0,02033
Isobutirato (%) 3,3 3,0 4,2 3,3 3,8 3,1 3,5 0,28 0,9658 0,2756
Butirato (%) 13,8 12,9 13,2 13,5 13,1 13,2 13,3 0,31 0,7616 0,6511
CO2 (mmol.LY) 15,1 15,1 15,5 15,4 14,3 16,0 15,2 0,60 0,8742 0,7217
CHas (mmol.LY) 8,6 8,0 8,8 8,5 8,1 8,9 8,5 0,34 0,6954 0,9546

Equacdo de Regressdo

Y=17,29 + 1,32X; r2=0,7856
2Y=-10,09 +2,28X - 0,1X%R2=0,9182
%Y=106,48 - 14,85X + 0,65X% R2=0,8639

*Teste Dunnett (Médias seguidas de asterisco diferem (P<0,05) da dieta sem aditivo); AGCC: Acidos graxos de cadeia curta totais; CO,: Di6xido de
Carbono; CH4: Metano.
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4.2 Sintese de proteina microbiana e excrecdo de compostos nitrogenados, contagem e
identificagdo de protozoarios ciliados ruminais e parédmetros hematoldgicos e

bioquimicos

A excrecao dos derivados de purinas totais (DPT), as purinas absorvidas (PA),
sintese de nitrogénio microbiano (NMic), proteina microbiana (PMic) e eficiéncia
microbiana (g PMic.kg? NDT) apresentaram aumento linear (P<0,05) em funcio dos
niveis de proteina bruta das dietas (Tabela 7). Os niveis 12% e 11% de PB na dieta
apresentaram respostas semelhantes a dieta controle e o0s niveis 9% e 10% propiciaram
menores valores, com excecdo para a eficiéncia microbiana, que se assemelhou a dieta
controle. A dieta com 13% de PB aditivada mostrou respostas superiores em todas
varidveis quando comparada com a dieta controle.

Houve aumento na absorcdo de purinas microbianas no intestino (Tabela 7) da
ordem de 0,901 g por dia, 0,655 g de NMic, 4,06 g por dia de PMic para cada 1% de
aumento de proteina bruta da dieta. A eficiéncia microbiana apresentou acréscimo de
4,73 g de PMic por quilo de NDT consumido para cada unidade percentual de PB na
dieta com APA.

A excrecdo de ureia e nitrogénio ureico (N-ureico) independente da forma que
foi expresso (Tabela 7) foi afetada de forma linear crescente pelos niveis de PB das
dietas (P<0,05). Houve aumento de N-ureico, respectivamente, de 5,841 mg.L* e 0,055
g.dia! para cada unidade de aumento da PB da dieta com aditivo APA. Sendo que a
excrecdo de ureia e N-ureico nédo foi influenciada pela inclusdo do aditivo APA, uma
vez que, as dietas contendo 13% de PB nas dietas (com e sem APA) n&o diferiram entre

Si.
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Tabela 7. Médias dos quadrados minimos da Excrec¢éo urinaria de derivados de purina (DP), purinas absorvidas (PA), sintese de proteina
microbiana (PMic) e de compostos nitrogenados em cordeiros alimentados com niveis de proteina bruta na dieta total aditivadas com
alcaloides piperidinicos de algaroba (APA).

DIETAS

- — ) Valor — P
Item Sem Niveis de PB com Aditivo APA Média  EPM

g?,/l: II\D/; 9% 10% 11% 12% 13% L Q
DPT (mmol.dia™) 11,21 8,47* 8,8* 10,6 10,4 14,5% 10,64 0,49 <0,00011 0,1031
DPT (mmol.PC%7 -1 0,76 0,72 0,65 0,75 0,75 0,98* 0,77 0,035 <0,00012 0,1031
PA (g.dia?) 13,2 9,83* 10,2* 12,4 12,1 17,2* 12,50 0,60 <0,00013 0,1480
NMic (g.dia™®) 9,6 7,15*% 7,4% 9,0 8,8 12,5* 9,09 0,44 <0,0001* 0,1480
PMic (g.dia?) 60,1 44,7* 46,5* 56,5 54,9 78,2* 56,82 2,75 <0,0001° 0,1480
Excrecdo de nitrogénio ureico

N-ureico (mg.L™) 45,92 16,24* 23,66* 28,43* 34,12* 42,43 31,80 2,39 <0,0001° 0,7730
N-ureico (g.dia™) 0,408 0,115* 0,169* 0,202* 0,286* 0,383 0,278 0,03 <0,0001’ 0,3609
Ureia (g.dia™t) 0,853 0,251* 0,500* 0,368* 0,634 0,801 0,568 0,05 <0,00018 0,4275

Equacdo de Regressdo

y=1,60 + 0,759X; r2=0,8108
2Y=0,52 + 0,019X; r2=0,2704
%Y=1,67 + 0,901X; r2 = 0,7945
4Y=1,21 + 0,655X; r2=0,7969
°Y=8,02 + 4,06X; r2 = 0,7856
®y=-35,72 + 5,841X; r2=0,9919
"Y=-0,380 + 0,0546X; r2 = 0,9685
8Y=-0,630 + 0,1017X; r2=0,6297

*Teste Dunnett (Médias seguidas de asterisco diferem (P<0,05) da dieta sem aditivo); DPT: Derivados de purinas totais; PA: Purinas absorvidas; NMic:
Sintese de nitrogénio microbiano; PMic: Sintese de proteina microbiana; N-uréico: Nitrogénio uréico.
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Foi observada a ocorréncia de protozoarios ciliados das ordens Vestibuliferida e
Entodiniomorphida em todas as dietas (Tabela 8). Sendo identificada a presenca da
familia Isotrichidae, composta pelos géneros Dasytricha e Isotricha na ordem
Vestibuliferida, e na ordem Entodiniomorphida, as familias Ophryoscolecidae (os
géneros Diplodinium, Entodinium, Metadinium, Ophryoscolex e Polyplastron) e a
Blepharocorythidae (o género Charonina) (Kittelmann et al., 2015).

O género Metadinium foi identificado apenas no nivel de 12% de PB com APA.
Assim como o género Ophryoscolex que foi observado nos niveis de 11% e 13% de PB
(Tabela 8).

Tabela 8. Ordem, familia e género de protozoarios ciliados ruminais encontrados em cordeiro
alimentados com niveis de proteina bruta na dieta total aditivadas com alcaloides piperidinicos
de algaroba (APA).

DIETAS
Item Sem Aditivo Niveis de PB com Aditivo APA
13% 9% 10% 11% 12% 13%
Vestibuliferida
Isotrichidae
Dasytricha + + + + + +
Isotricha + + + + + +

Entodinimorphida

Ophryoscolecidae

Entodinium + + + + + +
Diplodinium + + + + + +
Metadinium +
Polyplastron + + + + + +
Ophryoscolex + +

Blepharocorythidae

Charonina + + + + + +

+: presenca do género em pelo menos um animal

N&o foi observado efeito (P>0,05) dos niveis de PB das dietas, tampouco do
aditivo APA sobre a populacao total de protozoarios ciliados (Tabela 9). A composi¢do
relativa dos géneros de protozoarios ruminais ndo foi afetada pelos niveis de PB das
dietas ou pela inclusdo do aditivo APA, com excecdo para 0 género Diplodinium
(Tabela 9), para o qual foi influenciado de forma linear decrescente pelos niveis de PB
(P=0,0203), com aumento da ordem de 0,219 unidades percentuais para cada unidade de
incremento de PB nas dietas. O menor nivel testado (9% de PB) apresentou média de

composicao relativa superior para o género, quando comparados aos demais niveis.
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Tabela 9. Meédias dos quadrados minimos para contagem e composicdo relativa de protozoarios ciliados ruminais de cordeiros alimentados
com niveis de proteina bruta na dieta total aditivadas com alcaloides piperidinicos de algaroba (APA).

DIETAS
— - . Valor — P
Item Sem Aditivo Niveis de PB com Aditivo APA Média EPM
13% 9% 10% 11% 12% 13% L Q
Total 6493333 6423333 7323333 7060000 6520000 6223333 6673889 443461 0,7304 0,5198
Entodinium 6283333 6190000 7056667 6810000 6306667 5893333 6423333 426409  0,6887 0,4797
Diplodinium 36667 113333* 50000 60000 30000 40000 55000 11023  0,0556 0,2848
Dasytricha 130000 73333 136667 90000 120000 190000 123333 20663  0,1877 0,6372
Polyplastron 33333 36667 50000 20000 30000 16667 31111 6921 0,2607 0,8301
Metadinium 0 0 0 0 6667 0 1111 1111 0,4476 0,5201
Charonina 13333 6667 10000 53333 13333 13333 18333 7232 0,7681 0,1877
Ophryoscolex 6667 0 0 3333 0 0 1667 1228 1,0000 0,5302
Isotricha 3333 3333 16667 23333 13333 26667 14444 4821 0,2309 0,6922
Composicao relativa dos géneros de protozodrios ruminais (%)
Entodinium 96,8 96,4 96,6 95,8 96,5 95,2 96,2 0,35 0,3563 0,6035
Diplodinium 0,61 1,5% 0,71 0,65 0,46 0,53 0,74 0,12 0,0203! 0,1411
Dasytricha 2,0 1,46 1,5 1,3 2,0 2,8 1,83 0,24 0,0913 0,3437
Polyplastron 0,48 0,41 0,65 0,22 0,48 0,32 0,43 0,09 0,6139 0,8877
Metadinium 0 0 0 0 0,10 0 0,02 0,02 0,4476 0,5201
Charonina 0,19 0,30 0,17 1,4 0,18 0,26 0,42 0,19 0,9676 0,2424
Ophryoscolex 0,06 0 0 0,05 0 0 0,02 0,01 1,0000 0,3321
Isotricha 0,05 0,05 0,25 0,54 0,26 0,35 0,25 0,10 0,4665 0,4191
Composicéo relativa por tamanho de protozodrios ruminais (%)
Pequenos 92,1 92,3 95,3 86,9 92,0 94,5 92,2 1,07 0,8830 0,2066
Médios 7,8 7,6 4,5 12,5 7,7 5,0 7,5 1,02 0,8021 0,2014
Grandes 0,03 0,09 0,15 0,56 0,24 0,42 0,25 0,09 0,2933 0,5482

Equacdo de Regressao

y=-1,639 +0,219X; r2 = 0,6807

*Teste Dunnett (Médias seguidas de asterisco diferem (P<0,05) da dieta sem aditivo).
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A populacdo dos géneros Diplodinium, Dasytricha e Polyplastron apresentaram
corrrelagdo positiva de intensidade média (59,9; 36,8 e 41,2%) com 0 género
Entodinium (Tabela 10). Enquanto, os géneros Dasytricha e Polyplastron possuem
corrrelacdo negativa de intensidade média (-42,7% e -59,2%) com o género Charonina.
E, a populacdo de Isotricha demonstrou correlacdo positiva e média (36,5%) com o
género Dasytricha. Apresenta também relacdo negativa de baixa intensidade (9,6%)

com o género Metadinium.

Tabela 10. Coeficientes de correlacdo de Spearman entre 0s géneros de protozoarios ciliados
ruminais de cordeiros alimentados com niveis de proteina bruta na dieta total aditivadas com
alcaloides piperidinicos de algaroba (APA).

Género  Entodinium  Diplodinium  Dasytricha  Polyplastron  Isotricha  Charonina

Total 0,997* 0,588**  0,404***  0,424***

Entod. 0,599%  0,368%*%x  0412%%xx

Dasy. 0,365**** _0’427***
Polyp. -0,592**
Metad. -0,096***

Significativo * (P<0,0001); ** (P<0,001); *** (P<0,01); ****(P<0,05); Entod.: Entodinium; Dasy.:
Dasytricha; Polyp.: Polyplastron; Metad.: Metadinium.

Os mondcitos (Tabela 11) foram influenciados (P<0,05) pelos niveis de PB,
sendo observado efeito quadratico, com ponto de minimo em 11,13 % de PB na dieta
total aditivada com APA. Sendo observado também, que dietas aditivadas contendo
niveis menores que 13% de PB apresentaram menores valores. Os demais parametros
hematoldgicos e os parametros bioquimicos ndo foram influenciados (P>0,05) pelos
niveis de PB das dietas, nem tampouco pelo APA.

N&o foram observadas alteracGes nas concentracdes das enzimas AST e ALT
com os niveis de PB ou pela inclusdo do aditivo APA (Tabela 11), apresentando valores
médios de 142,5 e 23,22 UI.L?, respectivamente. Os valores para proteinas totais

variaram entre 5,55 e 6,05 g.dL™.
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Tabela 11. Médias dos quadrados minimos para parametros hematoldgicos e bioquimicos de cordeiros alimentados com niveis de proteina bruta
na dieta total aditivadas com alcaloides piperidinicos de algaroba (APA).

DIETAS
— - . Valor — P
Item Sem Aditivo Niveis de PB com Aditivo APA Média EPM
13% 9% 10% 11% 12% 13% L Q
Constituintes hematoldgicos
Hematdocrito (%) 25,4 26,9 27,6 26,2 28,2 26,4 26,8 0,66 0,9059 0,6900
Hb (g.dL™?) 10,8 10,8 11,1 10,6 11,3 10,6 10,9 0,19 0,7670 10,4871
Eritrocito (x10%/mL sg) 8,4 7,8 8,7 8,4 8,8 8,3 8,4 0,22 0,2660 0,1011
\Volume corpuscular médio (fl) 31,9 37,4 31,6 31,3 31,9 31,9 32,7 0,92 0,1454 0,1562
CHCM (%) 40,6 40,6 41,8 40,8 40,3 40,4 40,8 0,83 10,3289 0,4528
Amplitude dos eritrécitos 9,0 8,9 8,9 9,0 9,0 8,8 8,9 0,082 0,7577 0,3954
Contagem de plaquetas 3613 4060 3065 3222 3107 3434 3417 2604 0,4181 0,1856
Leucdcitos totais (/L sg) 108600 111783 110767 110283 113267 109150 110642 1247 0,6566 0,7102
Eosindfilos (/pL sg) 1430 2024 1988 1774 1875 1571 1944 1842 0,4351 0,1576
Segmentados (/uL sg) 82150 80222 82039 66727 81795 83536 79412 2349 0,7102 0,1472
Linfocitos (/pL sg) 20650 25554 25253 24124 27365 21246 24032 1271 0,5066 0,5304
Mondcitos (/pL sg) 4370 3983 1487*  2249*  2231*  2796* 2853 3344 10,4017 0,0276!
Constituintes bioguimicos sanguineos
AST (UL.L? 1443 145,0 146,3 143,2 138,3 137,8 1425 935 0,4708 0,8835
ALT (ULLY 23,17 22,00 22,33 21,50 24,83 25,50 23,22 0,84 0,0606 0,4027
Glicose 69,83 74,50 63,17 67,83 68,67 66,67 68,44 256 02730 0,1798
Proteinas totais (g.dL™) 5,85 5,93 5,83 6,05 5,55 5,78 583 0,094 0,2801 0,9367
Albumina (g.dL}) 2,62 2,62 2,70 2,62 2,48 2,70 2,62 0,044 0,8696 0,5495
Globulina (g.dL™) 3,23 3,32 3,13 3,43 3,07 3,08 321 0,075 0,2309 0,6073

Equacdo de Regressao

1Y=4342,2 - 163X; r2=0,0773

*Teste Dunnett (Médias seguidas de asterisco diferem (P<0,05) da dieta sem aditivo). AST: Aspartato aminotransferase; ALT: Alanina aminotransferase.
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V — DISCUSSAO

5.1 Consumo, digestibilidade, balan¢o de nitrogénio, eficiéncia microbiana e produtos

da fermentagéo ruminal

O CMS apresentou média de 1061 g.dia™ (Tabela 3). O consumo observado foi
superior ao CMS recomendado pelo NRC (2007) para animais com aproximadamente
25 kg de peso médio e ganho em torno de 150 g por dia. Vale ressaltar, que o CMS
observado é condizente com literatura cientifica brasileira para ovinos em crescimento.
A inclusdo do aditivo ndo limitou o consumo, o que permitiu a expressdo do potencial
de ganho de peso dos animais. As médias para CMS obtidas no presente estudo (Tabela
3) situam-se proximo aos valores encontrados por Fontenele et al. (2011) de 914,2 g.dia’
! utilizando dietas com aproximadamente com 2,28 Mcal.kg? de MS de energia
metabolizavel, valor semelhante as dietas do presente estudo, de 2,31 Mcal.kg? de MS
de energia metabolizavel (Tabela 1).

Varios fatores atuam sobre o CMS e entre estes fatores relacionados ao alimento,
destaca-se o teor de FDNcp de baixa qualidade, em razéo de sua lenta degradacéo e
baixa taxa de passagem (Mertens, 1992; 1994; Van Soest, 1994; Allen, 2000). Assim, a
digestibilidade e, consequentemente, 0 CMS sédo influenciados pela qualidade de
FDNcp das dietas (Cutrim et al., 2012). Houve selecdo por particulas dos alimentos
com maior conteddo de CNF e menor em FDNcp, mesmo que as dietas foram
fornecidas como mistura completa.

Azevedo et al. (2012) relataram que dietas contendo teores de energia
semelhante podem contribuir para a semelhanca no CMS entre as dietas testadas, como
ocorreu no presente estudo, em que a energia metabolizavel (EM) das dietas foram de
2,31 Mcal.kg? de MS (Tabela 1) e CNDT médio de 658,8 g.dia’ (Tabela 3)
equivalente a 28,89 Mcal.dia® de EM, sendo entdo fator mais evidente a elucidar a ndo
variacdo de consumo de matéria seca. Fatores inerentes aos animais também sdo
atribuidos ao controle de ingestdo de matéria seca, como suas exigéncias energéticas
(Mertens, 1987; Van Soest, 1994), Macedo Junior et al. (2006) relataram que quando o
teor de FDNcp esta abaixo de 60%, para animais adultos, o consumo pode ser limitado

pela demanda de energia dos animais e néo pelo efeito de enchimento.



54

Outro fato relevante observado quanto ao consumo de matéria seca (Tabela 3),
foi ndo ter ocorrido diferenga para a variagcdo do peso corporal (Tabela 4) entre as dietas
testadas, evidenciando que as exigéncias nutricionais dos cordeiros foram satisfeitas.
Corroborando com Castro et al. (2007), que afirmaram que o desempenho animal esta
diretamente relacionado a ingestdo de nutrientes para atender as exigéncias conforme
nivel de producgdo, sendo o0 CMS preponderante para o suprimento dos nutrientes.

O menor consumo de FDNcp (Tabela 3) para a dieta com 13% de PB aditivada
quando comparada com a dieta controle (13% de PB sem aditivo), cujas composicdes
de consumo de FDNcp foram semelhantes, leva ao entendimento de que essa diferenca
no CFDNcp pode ter sido determinada por possiveis alteracdes que APA no microbioma
e dessa forma, na utilizacéo de carboidratos e proteina no rimen (Santos et al., 2013).

A reducdo do consumo de CNF esta relacionada, provavelmente, ao aumento da
proporcdo de milho nas dietas com menores contetdos de PB (Tabela 1). Com isso, as
dietas aditivadas com 9 e 10% de PB apresentaram aumento no CCNF, quando
comparadas a dieta com 13% de PB sem aditivo.

A média de consumo de PB por animal nas dietas testadas foi de 122,8 g.dia™,
valor inferior as exigéncias preconizadas para ovinos em crescimento (180 g por animal
por dia) recomendado pelo NRC (2007) ou NRC (1985), que é de 167 e 191 g.dia™ para
cordeiros de 20 e 30 kg PC, respectivamente. Entretanto, o consumo desse nutriente
pelos animais foram superiores a exigéncia de mantenca para ovinos que, segundo o
NRC (2007), é de 59 g.dia™.

A razdo CPB:CMS manteve-se condizente com a formulacdo das dietas totais
(13; 12; 11; 10 e 9% de proteina bruta) (Tabela 3), assim como a dieta controle e com
13% de PB aditivada proporcionaram valores de CPB e CMS semelhantes. Os cordeiros
qguando consumiram dieta com menor teor de PB ndo buscaram na selecdo dos
alimentos a compensacao da menor oferta do nutriente, podendo ser explicado pelo fato
do aditivo APA propiciar a manutencdo da taxa de digestibilidade da MS entre os niveis
testados até o nivel de 11% de PB na dieta, garantido nutrientes suficientes para a
mantenca e ganho de peso (Tabela 4).

O consumo de EE sofreu influéncia dos niveis de proteina bruta das dietas
(Tabela 3), devido, em parte, a diminuicdo deste nutriente, a0 passo que se elevam 0s
constituintes proteicos da dieta. O efeito quadratico observado pode ser atribuido,
possivelmente, a alta capacidade de selegcdo de nutrientes da dieta que a espécie ovina

apresenta.
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O consumo de proteina bruta em g.kg? PC®"™ (Tabela 3) foi inferior ao
recomendado (14,04 g.kg™ PC%™) pelo NRC (2007) para todos os niveis testados, que
variaram entre 7,6 e 10,3 g.kg? PC®™. Entretanto, valores similares aos obtidos por
Lima Jr. et al. (2014) de 10,1 a 11,2 g.kg™* PC%"e superiores aos observados por Cutrim
et al. (2013) de 8,0 a 8,7 g.kg™* PC%"em dietas com aproximadamente 13 % de proteina
bruta na dieta total. Tendo em vista, que as dietas controle (13% de PB sem aditivo
APA) e 13% de proteina bruta aditivada com APA mantiveram a mesma resposta de
CPB e de CCNF quando corrigidas para peso corporal, ha indicacdo de que o aditivo de
algaroba ndo influencia o consumo de PB e CNF por ovinos em crescimento
confinados.

De acordo Mertens (1994), 60 a 90% das diferencas do desempenho animal
ocorrem em consequéncia do consumo, e de 10 a 40% em razdo da digestibilidade dos
nutrientes. Geralmente, em sistema de confinamento, a maximizacdo do desempenho
animal é resultante de um maior consumo de nutrientes (Barroso et al., 2006). Mesmo
que o aditivo APA tenha propiciado um maior consumo de EE e menor consumo de
FDNCcp (Tabela 3) em dietas com menor concentracdo de PB, quando comparadas as
dietas controle e com 13% de PB aditivada, o aporte energético das dietas (Tabela 1) e 0
consumo de energia (Tabela 3) foram similares, justificando assim, a semelhanca para a
variacao de peso corporal observada na tabela 4.

Ao assumir que o desempenho em ruminantes esta diretamente associado a
ingestdo de matéria seca, a semelhanca nos valores de consumo de matéria seca entre as
diferentes dietas ndo resultaria em diferengcas nos desempenhos observados por
Romanzini et al.(2017), circunstancia analoga ao presente estudo, em que a similaridade
nos consumos de matéria seca resultou em desempenho similar entre as dietas
estudadas, ainda que o valor nutritivo das dietas, em termo de proteina bruta variaram
(niveis testados).

O aditivo APA aumentou a retencdo de nitrogénio e a eficiéncia microbiana
(Tabela 5,) que estdo diretamente relacionadas ao desempenho dos animais. Assim, as
semelhancas entre a variacdo de peso dos cordeiros (Tabela 4) podem indicar que o
aditivo APA possui potencial para melhorar a utilizacdo de proteina por manter o ganho
de peso animal com niveis de proteina menores que 13%. Uma vez que, a retencédo de
nitrogénio em g.PC! (Tabela 5) e a sintese de PMic em g.dia® (Tabela 7) foram
mantidas até o nivel 10 e 11% de PB, respectivamente, quando comparadas a dieta

controle (13% de PB sem aditivo). O nivel de PB 13% com aditivo APA proporcionou
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média superior para estas variaveis. Enquanto para a eficiéncia microbiana expressa em
g PMic.kg? de NDT (Tabela 5), o nivel 13% PB aditivado mostrou média superior e, 0s
demais niveis de PB na dieta ndo diferiram da dieta controle.

O aditivo evitou a reducao da digestibilidade da MS até o nivel mais baixo de
PB na dieta total (9% de PB) (Tabela 4), por propiciar condi¢cbes favoraveis ao
crescimento de microbiomas possivelmente selecionados, cujas eficiéncias de sintese de
proteina foram semelhantes (Tabela 7) entre a dieta controle e os niveis decrescentes de
12 a 9% de PB e, média superior para a dieta com 13% de PB aditivada com APA,
qguando comparada a dieta controle.

A digestibilidade de FDNcp pode ser afetada pela composi¢éo dos componentes
da parede celular, além de sua estrutura e organizagdo (Murta et al., 2011), relato
condizente com os fatores que influenciam a digestibilidade da FDNcp, no presente
estudo (Tabela 4). A baixa qualidade da FDNcp oriunda do feno, apesar da maior
proporcdo de concentrado associada aos niveis de PB, explica em parte, a diferenca
significativa para a digestibilidade da FDNcp, pois ainda que os niveis testados
situaram-se acima de 7% PB (Van Soest, 1994) era prevista uma reducdo na
digestibilidade dos nutrientes, sobretudo da FDNcp devido ao comprometimento da
fermentacdo ruminal e da atividade da microbiota ruminal, principalmente das
fibroliticas (Lazzarini et al., 2009). Entretanto, o aditivo APA atuou de forma eficiente
até o nivel de 11% de PB (Tabela 4), em que ndo houve diferenca em relacdo a dieta
controle (13% PB sem APA), o0 gque sugere a ocorréncia de microbiomas que possuem
potencial para a degradagdo da fibra, 0 que pode ser comprovado pelo aumento da
eficiéncia microbiana (NRC, 2007) como pode ser observado na tabela 5.

Vale rassaltar que ao comparar o nivel 13% de PB, este quando aditivado com
APA apresenta valores numericamente superiores para todos os itens avaliados, porém
sem diferir estatisticamente (Tabela 4). No entanto, como o NDT é o somatério das
digestibilidades dos nutrientes, houve difenga (P<0,0001), isso indica que o APA
promove melhor aproveitamento dos nutrientes. Os niveis 9 e 10% de PB ndo foram
suficientes para uma acdo efetiva dos microrganismos ruminais, devido a baixa relagéo
PB:NDT (0,15 e 0,16; respectivamente).

O efeito sobre a ingestdo de compostos nitrogenados (Tabela 5) era esperado
devido aos niveis de PB das dietas. Assim como, a excre¢ao de nitrogénio urinario, uma
vez que a elevacdo da PB dietética promove aumento de sua perda na urina (\Van Soest,
1991; Valadares et al., 1997; Hoffman et al., 2001; Marini & Van Amburgh, 2005).
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Entretanto, a excrecdo fecal de nitrogénio é aumentada geralmente pela atividade
fermentativa no intestino grosso, devido ao aumento do teor de nitrogénio microbiano
nas fezes, ocorrendo, sobretudo em dietas ricas em cereais, como milho e o sorgo
(Kozloski, 2002). Como observado, a composicdo das dietas apresenta 60% de
concentrado e aumento de milho grdo moido com a reducdo da proteina bruta. Outro
fator possivelmente envolvido na ndo variagdo da excrecdo fecal de compostos
nitrogenados do presente estudo foi a similaridade nos teores de PIDN e PIDA (Tabela
1) das dietas experimentais.

Como o ND:NI reduziu para os niveis inferiores de PB (9 e 10%) em
comparacao a dieta controle e houve aumento linear em funcdo dos niveis crescentes de
PB nas dietas aditivadas (tabela 5), pode-se inferir que, a incluséo crescente de ureia nas
dietas com maiores teores de PB seja o fator que explica a maior proporcdo de
nitrogénio digerido relativo ao ingerido. Assim, o APA ndo interferiu na uredlise
ruminal, em contrapartida, pode atuar na melhor utilizacdo de nitrogénio para a sintese
de proteina microbiana no ramen (Tabela 7), porque houve aumento da retencdo de
nitrogénio, sem afetar as relacdes NR:NI e NR:ND (Tabela 5). Dessa forma, o APA
elevou a eficiéncia de sintese microbiana (tabela 5) quando comparados o0s niveis 13%
de PB (com e sem APA) e manteve a eficiéncia microbiana quando niveis de PB das
dietas foram reduzidos, mantendo desta forma o aporte de proteina para a retencdo de
nitrogénio.

Verifica-se que as variareis de balanco de nitrogénio (Tabela 6) foram positivas,
pressupondo que as exigéncias nutricionais foram atendidas, sobretudo as quantidades
de nitrogénio e energia de mantenca, independente da dieta avaliada. Em relagdo a
restricdo de nitrogénio nas dietas, foi observada menor ingestdo de nitrogénio (Tabela 5)
sem afetar a variacdo do peso corporal (Tabela 4), indicando que apesar da menor
disponibilidade de PB dietética, o aditivo APA inibiu as perdas de nitrogénio (Tabela 5),
possilvelmente pela promocdo da sincronizacdo entre 0s compostos nitrogenados e
energia disponivel no ramen. Corroborando com Pereira et al. (2007), quando
afirmaram que o desequilibrio entre estes fatores causa maior excrecéo de nitrogénio.

Os valores de pH (tabela 6) obtidos no presente estudo in vivo situaram-se
proximos aos obtidos por Pereira et al. (2016), em seu estudo in vitro, que obtiveram
valores apds 12 horas de incubagéo variando entre 6,52 a 6,58 e 6,93 a 7,00, para 0s
substratos farelo de trigo e feno de Tifton 85, respectivamente. E, atribuiram,

provavelmente a inibicdo da microbiota produtora de &cido latico. Menezes et al. (2012)
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avaliando niveis de substituicdo do farelo de soja pelo farelo de mamona destoxificado
em dietas contendo 60% de concentrado e 40% de feno de capim Buffel obtiveram
valores de pH variando entre 5,94 a 6,18, inferiores ao presente estudo. Desta maneira, é
possivel afirmar que o aditivo APA auxilia na manutencdo do pH ruminal, mantendo-o
préximo da neutralidade.

O aditivo APA ndo influenciou na concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-
NHs3), deste modo, as dietas contendo 13% de PB (com e sem APA) ndo diferiram entre
si (Tabela 6), apontando que o APA ndo afetou a producdo de amdnia no rimen. A
reducdo observada para as demais dietas foram devido, exclusivamente, pela reducao
dos teores de PB das dietas e consequentemente do menor consumo de PB observado
(Tabela 3), culminando em menor formacdo de aménia no rimen. Os valores N-NHs
observados podem ser explicados, em parte, pela maior participacdo de ureia nas dietas
em funcdo dos niveis crescentes de PB (Tabela 1) e pela ndo variacdo do pH ruminal,
pois a reducéo do pH favorece a presencga de nitrogénio amoniacal sob a forma ionizada
(NH4"), forma que ndo é absorvida pelo epitélio ruminal, da mesma forma que a
elevacdo do pH ruminal proporciona a presenca de aménia na forma ndo ionizada
(NHs3), aumentando sua absorgéo (Santos & Mendonga, 2011).

A conentragdo de N-NHz no liquido ruminal é consequéncia do equilibrio entre
sua producdo e utilizacdo pelos microrganismos, sendo esta Gltima dependente da
energia disponivel (Zeoula et al., 1999). Em todas as dietas, os valores de N-
NHs3 obtidos 4 h ap6s a alimentacdo matinal, foram inferiores a faixa de 33 a 80 mg.L™,
recomendada por Hoover (1986) para maximizacdo do crescimento microbiano e
digestibilidade da FDNcp, respectivamente. Satter & Roffler (1974) também indicaram
minimo para a ocorréncia da fermentacdo microbiana valor superior aos encontrados no
presente ensaio como, de 50 mg.L? de N-NHs no liquido ruminal. E, conforme Leng
(1990), para animais ruminantes nos tropicos, sdo necessarias concentragdes minimas de
100 e 200 mg L' para a maximizacio da digestdio e do consumo de MS,
respectivamente. Entretanto, os valores observados no presente estudo variaram entre
19,0 e 30,9 mg.L* (Tabela 6) e foram suficientes para manter o desenvolvimento da
microbiota ruminal (Tabela 7) e a digestibilidade da FDNcp (Tabela 4) em niveis
satisfatorios, ndo comprometendo o balango de nitrogénio (Tabela 6) e por
consequéncia a capacidade produtiva dos cordeiros (Tabela 4). Fato que pode ser
atribuido ao aditivo APA, por ter aumentado a eficiéncia microbiana para o nivel

aditivado com 13% de PB quando comparado com o controle (13% de PB sem APA) e
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mantido a eficiéncia microbiana para os niveis mais baixos de PB na dieta em
comparacédo ao controle (Tabela5). Fato que pode ser explicado, possivelmente, por uma
alta taxa de utilizacdodo N-NHs presente no ramen, mobilizado como proteina
microbiana.

A influéncia observada para o propionato (%) (Tabela 6) estd relacionada
parcialmente & composicao das dietas (Tabela 1), em que os niveis com menor teor de
proteina bruta apresentam maior contetdo de milho grdo moido e farelo de trigo em sua
composicdo. No entanto, o aumento proporcional do propionato, a partir de 11,4% de
PB nas dietas aditivadas, sugere um possivel efeito de APA.

Silva & Ledo (1979) citaram faixas de normalidade para as concentragdes de
acidos graxos volateis no ramen de 54 a 74% para o acetato, de 16 a 27% para 0
propionato e de 6-15% para o butirato. Observando os dados na tabela 7, percebe-se que
os valores se situaram dentro da faixa de normalidade proposta pelo autor.

A formagédo ruminal de CO2 e CH4 observada no presente estudo sugere que a
adicdo do APA contribuiu na manutencdo na variacdo do peso corporal, consumo e
digestibilidade dos nutrientes, ndo pelo ganho em eficiéncia energética, uma vez que,
ndo houve diferenca na perda de energia para o ambiente. Podemos entdo atribuir que o
aditivo APA promove melhoria por meio da manutengdo da eficiéncia microbiana para
0s niveis mais baixos de proteina bruta e aumento quando comparados o nivel 13% com
e sem aditivo APA (Tabela 6).

5.2 Sintese de proteina microbiana e excrecao de compostos nitrogenados, contagem e
identificagdo de protozoarios ciliados ruminais e parédmetros hematoldgicos e

bioquimicos

O aditivo APA foi eficaz em proporcionar aumento de sintese de PMic no rimen
(Tabela 7), demonstrando melhoria no sincronismo da utilizacdo de proteina e
carboidratos no ramen, possivelmente, ocasionado pela reducdo da desaminacdo
ruminal (Mcguffey et al., 2001), culminando em maior aporte de aminoacidos no
duodeno. Podendo ser explicado pela capacidade do aditivo APA alterar os produtos
finais de fermentacdo ruminal (Tabela 6), devido sua acéo seletiva, atuando sobre gram-
positivas por meio de bloqueio dos canais de calcio na membrana celular (Choudary et
al., 2005, Santos et al., 2013), apresentando pouca ou nenhuma agdo sobre as bactérias

gram-negativas, devido ao tamanho de suas moléculas, ndo tendo acesso a membrana
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interna (Nagajara et al., 1997). Desta forma, inibiu as produtoras de acetato, butirato,
lactato, H> e CHa, selecionando produtoras de propionato e succinato (Machado &
Madeira, 1990; Russell & Wallace, 1997). O que resulta em maior eficiéncia energetica
no ramen.

Serrano & Sierra (2011), afirmaram que o aumento da sintese microbiana é um
fator de grande importancia na nutri¢cdo de ruminantes, devido a esta poder maximizar a
producgéo, por meio da otimizagéo da eficiéncia microbiana. Sendo a resposta produtiva
oriunda do aumento da sintese microbiana atribuida ao alto valor biologico da proteina
microbiana, devido seu perfil de aminoacidos. Além disso, Seo et al. (2013)
mencionaram que a ndo sincronia proporciona excesso de aménia no ramen, oriunda da
potencializacdo da proteolise bacteriana, confirmando que o aditivo APA atua
diretamente nos fatores de sincronizacdo entre a producdo de amonia e a taxa de
utilizacdo para sintese de PMic, uma vez que foi observado média maior para todas
variaveis referentes a producdo microbiana ruminal (Tabela 7), quando comparadas as
dietas que apresentam 13% de proteina bruta (com e sem aditivo).

O méaximo aproveitamento dos compostos nitrogenados coincide com dietas com
menores teores de proteina bruta (Tabela 7), em que a excrecdo de ureia foi 3,4 vezes
menor, quando € comparado o nivel 9% e 13%, isso € explicado pela maior proporcao
de N-ureico que é reciclado em condi¢des menores de ingestdo de nitrogénio dietético
(Marini et al., 2008).

O aumento dos niveis de PB da dieta ocasiona aumento nas excrecdes urinarias
de ureia, representando perda de energia e proteina, Stefanello et al. (2018) sugeriram
que ambos processos integrados gliconeogénese e ureagénese ocorrem
concomitantemente e conta por aproximadamente 0,50 de energia total gasta pelo
figado. Também indicaram que a gliconeogénese é, em média, um processo mais
dispendioso em termos energéticos do que a ureagénese. Desta forma, possivelmente o
aditivo APA reduz a necessidade animal por proteina dietética, uma vez que, a0 menor
nivel de proteina bruta na dieta total ocorreu maior consumo de NDT (Tabela 3) e
menor excrecdo de compostos nitrogenados (Tabela 7) e a variacdo de peso corporal
(Tabela 4) assemelhou-se entre as dietas testadas.

Foi observada que os niveis de PB e a precenca do aditivo APA ndo influenciou
a ocorréncia das diversas ordens de protozoario ciliados encontrados no presente estudo
(Tabela 8). A abundéancia de ciliados é um reflexo de disponibilidade de energia e de

nitrogénio e de qualidade da dieta (Vogels et al., 1980).
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O género Metadinium foi identificado apenas no nivel de 12% de PB com APA.
Assim como o género Ophryoscolex que foi observado nos niveis de 11% e 13% de PB
(Tabela 8). Sugerindo que estes géneros séo dependentes de maior aporte de PB no
rumen. Entretanto, o incremento de PB das dietas apresentou resultados inconclusivos
em bovinos, ocorrendo aumento ou diminuicdo da contagem total dos protozoarios
ruminais em bovinos (Willianms & Coleman, 1991). A quantidade e a diversidade de
protozoérios ciliados no ramen séo influenciadas pela natureza das dietas ingeridas, pelo
pH do ambiente ruminal e pelas relacbes que se estabelecem entre as populacdes de
protozoarios e a populacdo bacteriana (Menezes et al., 2012). Dentre os fatores citados,
a dietas sdo citadas como o principal modificador do perfil das comunidades de
protozoarios no ambiente ruminal (Arcuri et al., 2006; Martinele et al., 2008).

O aditivo APA ndo alterou a populacdo total de protozoarios ruminais em
cordeiros (Tabela 9), demonstrando desta forma potencial de utilizacdo, haja vista a
importancia deste para o desempenho dos animais ruminantes. Lopes et al. (2002)
salientaram que 0s protozodarios ruminais possuem importante atividade celulolitica e
fermentativa, ao passo que em animais faunados é observado maior ganho de peso e
digestibilidade quando comparados com animais desfaunados. Era esperada uma
diminuicdo do ndmero total de protozoarios por conta da provavel redugdo do pH
ruminal, devido a alta disponibilidade de amido da dieta, sobretudo nas dietas com
maior teor de milho grdo moido (Tabela 1), conforme observado por Franzolin &
Dehority (1996), onde o aumento da participacdo de concentrados na dieta reduziu o
ndmero total de protozoarios. Entretanto o pH do rimen ndo reduziu devido a
efetividade fisica do feno utilizado (Tabela 1).

O maior numero de protozoarios ciliados ruminais observados foi do género
Entodinium, seguido de Dasytricha e Diplodinium, sendo que a populacédo de Isotricha
foi menor, independente do nivel de PB da dieta testado ou pela presenca do aditivo
APA (Tabela 9). Em ovinos a prevaléncia deste género pode atingir 88% dos
protozodarios totais e Isotricha pode estar totalmente ausente e Dasytricha pode
constituir somente 5% da populacgéo total, quando a frequéncia de fornecimento de feno
de alfafa e aveia triturada, porque mantiveram o fornecimento de amido por um tempo
maior no ramen (Hungate, 1966).

Os Entodinium s&o importantes no metabolismo ruminal de PB, pois atuam
degradando a parte insoltvel da proteina dietética (Jouany, 1996). Os protozoarios do

género Entodinium sdo referidos por alguns autores como predominantes, apresentado
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aproximadamente 90% do numero total de protozoario, para animais com dietas a base
de concentrado (Hungate, 1966; Willians & Coleman, 1991; Nogueira Filho et
al.,1992), o que é condizente com o teor de concentrado das dietas experimentais, que
apresentaram 60% de concentrado (Tabela 1). Obteve-se valor médio de 6.423.333
individuos mL™ de liquido ruminal (Tabela 9), representando 96,22% do nGmero total
de protozoarios. Condizente aos resultados apresentados por Hungate, 1966; Willians &
Coleman, 1991; Nogueira Filho et al.,1992; Franzolin & Franzolin, 2000; Martinele et
al., 2008; Rufino et al., 2011; Santos et al. (2017) que observaram em seus trabalhos
maior predominancia do género.

Em seguida, os protozoarios do género Dasytricha apresentaram-se como a
segunda maior populagdo, com valor médio de 12.3333 individuos.mL™ (Tabela 9),
representando 1,83% da populacdo desses microrganismos.

Willians & Coleman (1991) relataram que o aumento de proteina sollvel
demonstra tendéncia em aumentar a populacdo total de protozoéarios, sobretudo os
géneros Dasytricha e Isotricha. Devido esses protozoarios atuar preferencialmente na
porcdo soltvel da proteina (Jouany, 1996). O aumento de concentrado na dieta eleva a
populacdo desses protozoarios, devido a maior quantidade de carboidratos soluveis
(Grubb & Dehority, 1975). Sugerindo que estes géneros sdo dependentes das
concentrag¢fes ruminais de proteina e carboidratos soluveis, desta forma pode-se inferir
que as dietas experimentais atenderam de forma similar aos requerimentos de substratos
dos géneros Dasytricha e Isotricha. Neste estudo, apesar de ndo ocorrer diferenca entre
as dietas, é possivel verificar nimero menor de individuos (Tabela 9) para as dietas com
maior concentragdo de PB, na qual apresentam menor teor de CNFcp (Tabela 1).

A populacdo dos géneros Diplodinium, Dasytricha e Polyplastron apresentaram
corrrelacdo positiva de intensidade média com o género Entodinium (Tabela 11). Isto
significa que esses géneros possuem 59,9; 36,8 e 41,2% de ocorrerem juntos no liquido
ruminal dos cordeiros.

Os géneros Dasytricha e Polyplastron possuem corrrelacdo negativa de
intensidade média (-42,7% e -59,2%) com o género Charonina. Indicando que ha
incompatibilidade de Charonina com Dasytricha e Polyplastron (Tabela 11). Dehority
& Mattos (1978) reportaram que concentracdes de Charon ventriculi foram menores
quando carboidratos de répida digestdo foram incluidos na dieta. Esses autores
evidenciaram que as concentragdes de C. ventriculi no ramen seguiu um ciclo diurno

mais relacionado aos entodiniomorfos que em comparacdo com holotriquios
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(Dasytricha e Isotricha spp.).

E, a populagdo de Isotricha demonstrou correlagdo positiva e média (36,5%)
com o género Dasytricha. Apresenta também relacdo negativa de baixa intensidade
(9,6%) com o género Metadinium. Indicando que o aumento das populacfes Isotricha
contribuem para 0 aumento do género Dasytricha e leve reducdo na populacdo do
género Metadinium.

A andlise dos parametros hematoldgicos e bioquimicos é essencial para o
sucesso da producdo animal, uma vez que, mudancas nos seus niveis influenciam o
desempenho produtivo. Esses parametros ajudam na avaliacdo do estado nutricional e
da saude, desempenhando papeis importantes na produtividade e adaptabilidade animal
aos seus ambientes (Okoro et al., 2011). Os mondcitos (Tabela 11) foram influenciados
(P<0,05) pelos niveis de PB, sendo observado efeito quadratico, com ponto de minimo
em 11,13 % de PB na dieta total aditivada com APA. Sendo observado também que
dietas aditivadas contendo niveis menores que 13% de PB apresentaram menores
valores. Podendo concluir que a associagdo do APA com teor de PB menor que 13%,
tende a diminuicdo dos valores de mondcitos em situacdes correlatas ao presente estudo.
Valor para mondcitos foram superiores aos preconizados como normais por Jain (1993)
que varia entre 1 a 750/uL, assim como por valores obtidos de estudos de 150/uL
(Dantas et al., 2002), de 200 a 370/uL. (Meneghini et al., 2016).

Os demais parametros hematoldgicos e os parametros bioquimicos ndo foram
influenciados (P>0,05) pelos niveis de PB das dietas, nem tampouco pelo APA.
Entretanto, todas as variaveis do leucograma mostaram valores superiores aos
preconizados normais por Jain (1993). Os valores observados para as varidveis do
eritrograma: hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio situaram-se dentro
dos valores preconizados normais de 9,0 a 15,0 g/dL, de 27 a 45% e de 28,0 a 40,0 fL,
respectivamente (Jain, 1993). Entretanto, os valores de eritrocito obtidos situaram-se
levemente abaixo do valor de referéncia (9,0 a 15,0x10%/uL). A concentragdo de
eritrocitos pode estar relacionada ao metabolismo hepatico, sugerindo que a reducao da
PB da dieta e a utilizacdo do aditivo APA ndo influenciou negativamente a
disponiobilidade de substancias para a producgdo de eritrcitos, ndo sendo observadas
alteracdes hematoldgicas, sobretudo em 6rgaos hematopoiéticos como o figado, o que
culminaria em alterages na contagem dos eritrocitos (Silva et al., 2014).

Batista et al. (2009) obtiveram valores similares ao presente estudo para

hemoglobina (9,24 g.dL™), hematocrito (28,38%), ao avaliarem ovelhas sadias. Da
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mesma forma que Chalhoub et al. (2000) e Madureira et al. (2013) observaram valores
similares para hemoglobina (12,7 e 12,6 g.dL?, respectivamente). Dantas et al. (2002)
observaram reducdo gradual dos valores de concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) e hemoglobina corpuscular média (HCM) com o incremento da
ingestdo de MS.

N&o foram observadas alteracGes nas concentracdes das enzimas AST e ALT
com os niveis de PB ou pela inclusdo do aditivo APA (Tabela 13), apresentando valores
médios de 142,5 e 23,22 UL.L, respectivamente. A enzima AST apresentou resultado
superior aos indicados como normais para a espécie ovina, de 0-90,0 UI.L™* (Kaneko et
al.,1997). No entanto, Radostits et al. (2002) e Batista et al. (2009), afirmaramm que
animais sadios apresentam valores maximos de 280,0 e 260,2 Ul L™ para a enzima
AST, respectivamente. A enzima ALT apresentou valores dentro do intervalo
considerado normal 0-30,0 UI.L? (Kaneko et al.,1997) ou 22,0 a 28,0 Ul.L™?, conforme
Radostits et al. (2002). Portanto, é possivel afirmar que o aditivo APA na dose utilizada
ndo apresenta efeito toxico sobre hepatdcitos.

Os valores para proteinas totais variaram entre 5,55 e 6,05 g.dL™. De acordo
Kaneko et al. (1997), os valores de referéncia estdo no intervalo de 6,0 a 7,9 g.dL™.
Desta forma, pode-se concluir que as dietas disponibilizaram aporte suficiente ao
metabolismo animal. Os valores de proteinas totais, albumina e globulina ndo variaram
com 0s niveis de proteina bruta das dietas, podendo ser explicado pelo fato dos niveis
plasmaticos destes indicadores metabdlicos serem mais estaveis, exceto quando em

situacdes de déficit nutricional (Gonzalez et al., 2000).
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V — CONCLUSOES

O extrato de alcaloides piperidinicos de algaroba (APA) reduz a demanda de
proteina dietética em 16% em relacdo ao nivel preconizado sem APA. O nivel de 11%
de proteina bruta na dieta aditivada com APA mantém o consumo de matéria seca, a
digestibilidade dos nutrientes, a eficiéncia de sintese de proteina microbiana, o balango
de nitrogénio com reducdo na perda de nitrogénio via urina, reduz a relagdo
acetato:propionato no liquido ruminal e ndo afeta a populacdo de protozoarios do
ramen. N&o altera os niveis das enzimas AST e ALT, indicando ndo haver leséo

hepética associada a administracdo do APA.
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