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Efeito da Acidez no Controle da Producéo de Aménia e Crescimento Microbiano?

Rogério de Paula Lana?, Luciane Tavares da Cunha3, Arnaldo Chaer Borges4

RESUM O - Este trabal ho foi conduzido com o objetivodeavaliar o ef eito daacidez pelaadicéo de niveiscrescentesdeamido sobre
a degradacéo da caseina hidrolisada (tripticase). Utilizou-se o liquido de rimen de um novilho fistulado recebendo 40% de ragdo
concentrada. Asincubagdes foram feitas anaerobicamente a39°C. Utilizaram-se 150 mg detripticase e 0, 25, 50, 75, 100, 200 e 300 mg
de amido em 10 mL de liquido de rimen. Foram col etadas amostras ao longo das incubagdes para analises de pH, ambnia e proteina
microbiana. O amido teve pequeno efeito sobre o crescimento microbiano, mas os niveisigual ou acimade 50 mg/10 mL de liquido de
ramen inibiram totalmente a produgdo de amdnia. Estainibicéo foi certamente devido ao efeito do pH, pois este teve maior correlagéo
com aproducdo deambniaque o amido (0,95 vs-0,59). Umavez queamaior partedautilizacdo dacaseinahidrolisadafoi paraaproducdo
deamobniaequeestafoi altamenteinibidapelaacidez, conclui-se que 0o moderado abai xamento do pH ruminal, pel o uso de concentrado,
pode acarretar reducdo na perda de proteina alimentar por fermentagdo. Portanto, maior quantidade de proteina degradavel pode ser
adicionada aracéo, justificando o beneficio do sincronismo de fontes de carboidrato e proteina, quanto as suas degradabilidades, ao se
formularem ragdes para ruminantes.
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Acidity Effect (pH) in Regulating Ammonia Production and Microbial Growth

ABSTRACT - Thisresearch had as objective the evaluation of the acidity effect (pH) by adding increasing levels of corn starch
on the degradation of hydrolyzed casein (Tripticase). The rumen fluid was taken from afistulated steer in a 40% concentrate diet, and
centrifuged at 500xg in 15 minutes to remove feed particles and protozoa. The incubations were done in an anaerobic environment at
39°CinVacuntainer® tubes. It was used 150 mg of tripticaseand 0, 25, 50, 75, 100, 200 and 300 mg of corn starchin 10 mL rumen fluid.
Sampleswere collected over theincubationsand the pH, ammoniaand microbial protein measured. Thestarch had small effect on microbial
growth, but levels of 50 mg/10 mL and on completely inhibited the ammonia production. Theinhibition was probably dueto pH effect,
since it showed higher correlation with ammonia production than the starch (0.95 vs. -0.59). Once the largest amount of tripticase was
used for ammonia production, and that it was highly inhibited by acidity, mild decrease in ruminal pH by the use of concentrate can
be useful to reduce losses of dietary protein by ruminal fermentation. In fact, higher amount of degradable protein could be added to
the diet, helpfully the benefit of the synchronism of the starch and protein sources, asfor their degradations, in the formulation of diets
for ruminant animal.
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Introducéo alimentares de alto custo em dietas para ruminantes,

tem sido de interesse dos nutricionistas reduzir a

A fermentacao da proteinano ramen pode, muitas
vezes, produzir mais ambnia que 0s microrgani smos
podem utilizar, ocasionando maisde 25% deperdada
proteina, na forma de nitrogénio amoniacal
(RUSSELL et al., 1992). A taxa de degradacéo
excessivade proteinas no rimen pode causar, ainda,
reducdo no suprimento de aminoacidos para o rumi-
nante, em nivel de intestino delgado, e aumento na
poluicdo ambiental proximoasbaciasleiteiras(Y ECK
et a., 1975; NOLAN et al., 1976). Devido a estes
fatores e ao fato de as proteinas serem componentes

fermentagdo excessiva desses nutrientes.

O acumulo de aménia no rumen apresenta
relac@o inversa com o nivel de amido na ragdo, na
qual o efeito do nivel de amido tem sido creditado a
assimilagéo da amonia no aumento do crescimento
microbiano, em vez de um efeito sobre areducéo da
desaminacdo de aminoacidos (ANNISON, 1956).
Entretanto, ERFLE et al. (1982) demonstraram que a
producéo de amdnia pelamicrobiotaruminal invitro
foi deprimidapel o abaixamentodopH eLANA et al.
(1998) verificaram que o aumento do nivel de con-
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centrado na dieta de bovinos reduz o pH ruminal e,
também, causadiminui¢&o naatividade desaminadora
de aminoécidos.

A degradabilidade das proteinas dos alimentos
pode ser estimada por uma técnica de incubacéo in
vitro, em que as bactérias ruminais sdo cultivadas
com a adicdo de fontes de proteinas associadas a
diferentes niveis de amido, para se determinar a
producdo de aménia no nivel zero de produgdo de
gases (RAAB et a., 1983; BARTLE et al., 1986).
Estatécnicatem como vantagem avaliar o efeito do pH,
entre outros fatores, sobre a degradagéo da proteina.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
acidez sobreadegradabilidade datri pticase, associado
a niveis crescentes de amido, com base no
monitoramento da produgdo de amdnia, o desapare-
cimento dos peptideos do meio de culturae o cresci-
mento microbiano.

Material e Métodos

Foi utilizado liquido de rimen de um novilho
recebendo 40% de concentrado (pH inicial de6,2). O
liquido foi coletado 2 a 3 horas apds o arragcoamento,
filtrado em quatro camadas de gaze, acondicionado
em garrafa térmica com fechamento hermético e
transportado imediatamente para o laboratério. Em
seguida, foi centrifugado a 500xg por 15 minutos, a
25°C, para sedimentacdo de particul as dos alimentos
e protozoarios, e 0 sobrenadante foi utilizado nas
incubacdes. As incubacdes foram feitas 39°C, utili-
zando-setubosV acuntai ner® com vedacao hermética
contendo 150 mg detripticasee0, 25, 50, 75, 100, 200
e 300 mg de amido em 10 mL de liguido de rdamen.

Amostras do meio de culturaforam coletadas ao
longo dasincubagbes com o uso de seringas, de modo
a manter a anaerobiose dentro dos tubos. O liquido
coletadofoi centrifugado emtuboseppendorf a5200xg
por 10 minutos e o sobrenadante, transferido para
outrostuboseppendorf e congel ados paraposteriores
andlises de aménia e peptideos. A andlise de ambnia
foi feita pelo método colorimétrico de CHANEY e
MARBACH (1962) e ade peptideos, pelo método de
LOWRY et al. (1951). Foram ainda col etadas amos-
trasaolongo dasincubacfes, sendo centrifugadasem
tubos eppendorf a 5200xg por 10 minutos e o pelet
ressuspenso duas vezes em solugdo salina a 0,9%
paraanalise daproteinamicrobiana. A determinacéo
da proteina microbiana foi feita pelo método de
LOWRY et al. (1951).

As taxas de producdo de amébnia foram obtidas

pela derivada primeira das equacfes de regressao
polinomial, utilizando-se o tempo em que aderivada
segunda se igualava a zero. Foram utilizadas sete
concentracdes de amido, conforme descrito anterior-
mente, em 10 mL de liquido de rimen, com trés
repeticdes, totalizando 21 unidades experimentais.
Cada unidade experimental foi obtida pelamédiade
duas andlises laboratoriais. Analises de correlacbes
lineares dos para@metros foram feitas pelo programa
MINITAB (1994).

Resultados e Discussao

O nivel deamidoigual ou acimade 50 mg/10 mL
de liquido de rdamen inibiu a producédo de ambnia
(Figura1A), apresentou pequeno efeito sobre o cres-
cimento microbiano (Figura 1B) e causou a
acidificacdo do meio de cultura (Figura 1C). O pH
final deincubag&o (76 horas) atingiu o valor minimo
de 4,8, com a adicdo de 50 mg de amido ao liquido
ruminal, efoi ligeiramentereduzido pelosniveismais
elevados (Figura?2).

Os efeitos dos niveis de amido e do pH final sobre
a producdo (Figuras 3A e 3B) e taxa de producéo de
amonia(Figuras3C e3D) evidenciaram queaatividade
desaminadoraatingiu o minimo com 50 mg deamido/
10 mL deliquido ruminal e que ataxa de producéo
de amonia decresceu linearmente com a abaixa-
mento do pH. Verifica-se que a acidez foi o fator
responsavel pelos efeitos observados, umavez que
o0 amido ndo proporcionou respostas adicionais para
concentragfes acima de 50 mg. Provavelmente, o
acumulo de écidos graxos vol ateis e 0 abaixamento
do pH para o valor minimo de 4,8 inibiram toda a
acdo fermentativa, desde a fermentacdo de
aminoéacidos até a fermentacdo do amido.

O nivel de peptideos proveniente da tripticase e
remanescente no meio de culturafoi menor em niveis
mai s baixos de amido e maisalto de pH (Figuras4A e
4B), indicando gque os peptideos foram usados princi-
palmente para a producéo de aménia (Figuras 3A e
3B), umavez gque a proteina microbiana possuia tam-
bém niveisbaixosnestas condi¢bes (Figuras4C e4D).

A maior utilizacdo do nitrogéniototal apos76 horas
de incubaco foi verificada em meio com o pH 7,2,
guando 52% dos peptideos foram utilizados para a
producdo de aménia (Figuras 5A e 5B). A medida que
ocorreuaacidificacdodoliquidoruminal, houvereducéo
acentuada naproducdo de ambniae nautilizagdo do N-
total (15% no pH final de 4,4), sem, contudo, afetar o
crescimento microbiano.
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Figura 1 - Efeito de niveis de amido (mg/10 mL de liquido de
rimen) sobre o acimulo de amdnia (a), proteina
microbiana (b) e altera¢gfes na acidez (c) ao longo
do tempo de incubagdo em um meio contendo
15 g/L de tripticase. Cada ponto corresponde a
média de trés observacgodes.

Figure 1 - Effect of starch level (mg/10 mL of rumen fluid) on
ammonia accumulation (a), microbial protein (b) and
changes in acidity (c) on the incubation in media
containing 15 g/L of trypticase. Each point is the average
of three observations.
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Figura 2 - Efeito de niveis de amido (mg/10 mL de liquido de
rimen) sobre o pH, apds 76 horas de incubacao,
em um meio contendo 15 g/L de tripticase. Cada
ponto corresponde a média de trés observacdes.

Figure 2 - Effect of starch level (mg/10 mL of rumen fluid) on pH, after
76 hours of incubation, in media containing 15 g/L of
trypticase. Each point is the average of three
observations.

Embora CHEN e RUSSELL (1988) tenham
afirmado que 0s microrganismos ruminais utilizam
maximo de 20% do nitrogénio total datripticase em 96
horas de incubagéo, observou-se que a utilizagdo da
tripticase pelos microrganismos ruminais foi pH-
dependente.

A relagdo N-NH,/N-microbiano decresceu
drasticamente (de 32 para 2) pelo aumento do nivel
de amido e pela acidificacdo do meio (Figuras 5C e
5D). Portanto, a reducéo das perdas ruminais de
nitrogénio por fermentagcdo, quando se usam niveis
crescentes de proteina facilmente degradavel, pode
ser minimizada pela adicéo de maior quantidade de
carboidrato fermentecivel. Este resultado justificao
beneficio do sincronismo de fontes de carboidrato e
proteina, quanto as suas degradabilidades, ao se
formularem ragbes para ruminantes (NOCEK e
RUSSELL, 1988; RUSSELL etal., 1992; SNIFFEN
etal., 1992; e FOX et al., 1992).

De acordo com os coeficientes de correlagdes
lineares, os niveis de amido apresentaram valores
elevados de correlagdo como pH, as16 (r =-0,79) e 76
horas (r = -0,68) de incubagéo, e com o crescimento
microbiano (r = 0,79), indicando que o0 aumento dos
nivei sdeamido causaaacidificacdo nomeioe, também,
gue a fermentacdo desse componente fornece energia
suficiente para os processos de sintese de proteina
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Figura 3 - Efeito de niveis de amido (mg/10 mL de liquido de rimen) e condicao de acidez final sobre a producéao total de amdnia
(a, b) e taxa de producgdo de aménia (c, d), ap6s 76 horas de incubacdo em um meio contendo 15 g/L de tripticase.
Cada ponto corresponde a média de trés observacgdes.

Figure 3 - Effect of starch level (mg/10 mL of rumen fluid) and final acidity on ammonia production (a, b) and rate of ammonia production (c,
d), after 76 hours of incubation in media containing 15 g/L of trypticase. Each point is the average of three observations.

microbiana. Entretanto, o amido apresentou valores
mais baixos de correlacdo com a producdo e taxa de
producdo deamodnia(r=-0,54 e-0,59, respectivamente)
(Tabelal).

Osmaiores valores de correlagdo entre o pH as 16
ou 76 horasdeincubag&o, com o crescimento microbiano
(r=-0,94 e-0,92, respectivamente) e aproducdo etaxa
deproducdo deambnia(r=0,81a0,95), indicaramquea
acidificagdo do liquido ruminal exerceu papel
fundamental no metabolismo do nitrogénio no rimen,
incluindo produgéo deamoniaecrescimento microbiano.
O efeito do pH sobre aprodugdo deamoniafoi também
observado em experimentos in vivo por LANA et al.
(1998) e in vitro por CUNHA et al. (1999).

Com base nos dados, verifica-se que, de acordo
com a afirmativa de ANNISON (1956), o efeito do
amido sobreainibi¢do daproducdo deamdnianorimen
podeter ocorridoindiretamente pel o abaixamentodo pH
ruminal, em vez do efeito direto do amido sobre a
assimilagdo da ambnia no crescimento microbiano. A
grandevantagem dadiminuicdo daatividadeproteolitica
e desaminadora no rimen é o consequiente aumento na
guantidadedeproteinadadietaqueescapadadegradacdo
pelos microrganismos ruminais, aumentando a
denominada proteina by-pass (ERFLE et al., 1982).
Esteefeitotambém podeser conseguido comautilizacéo
deionoforos (RUSSELL, 1991).

De acordo com RUSSELL et al. (1992),



1880 Rev. bras. zootec.

Tabela 1 - Coeficientes de correlagdes lineares entre os parametros provenientes da incubacéo de microrganismos ruminais
em um meio contendo 15 g/L de tripticase e niveis crescentes de amido (0, 25, 50, 75, 100, 200 e 300 mg/10 mL)

Table 1 - Linear correlation coefficients among parameters of ruminal microbial incubation in media containing 15 g/l of trypticase and
increasing levels of starch (0, 25, 50, 75, 100, 200 and 300 mg/10 mL)
Par&metros Amido(mg) pH (16 h) pHfinal (76h) NH;(mM/76h) NH3(mM/h) Proteina
Parameters Starch Microbiana
Microbial protein
mg/L - 76 h
pH, 16 h -0,790
pH final, 76 h -0,683 0,893
NH3, mM/76h -0,540 0,884 0,916
NHj5, mM/h -0,590 0,805 0,953 0,805
Proteinamicrobiana 0,788 -0,939 -0,918 -0,865 -0,835
mg/L - 76 h
Microbial protein
Peptideos(mg/L em76h) 0,644 -0,711 -0,770 -0,748 -0,641 0,803
Peptides
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Figura 4 - Efeito de niveis de amido (mg/10 mL de liquido de rimen) e condigdo de acidez final sobre a concentracao de peptideos
no meio (a, b) e sintese de proteina microbiana (c, d), apés 76 horas de incubacédo em um meio contendo 15 g/L de
tripticase. Cada ponto corresponde a média de trés observacoes.

Figure 4 - Effect of starch level (mg/10 mL of rumen fluid) and final acidity condition on media peptide concentration (a, b) and microbial protein
synthesis (c, d), after 76 hours of incubation in media containing 15 g/L of trypticase. Each point is the average of three observations.
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Efeito de niveis de amido (mg/10 mL de liquido de rimen) e condicao de acidez final sobre a utilizacdo do

nitrogénio (N) proveniente da tripticase (15 g/L) apds 76 horas de incubagdo. As figuras acima apresentam
os dados referentes a porcentagem do N total utilizado (N-NH, + N-microbiano) (n), N utilizado na produgéo
de amonia (A) e no crescimento microbiano (+) (a, b) e relagdo N-NH./N-microbiano (#) (c, d). Cada ponto

corresponde a média de trés observacgées.
Figure 5 -

Effect of starch level (mg/10 ml of rumen fluid) and final acidity condition on nitrogen utilization (N) from trypticase

(15 g/L) after 76 hours of incubation. The figures present data of percentage of utilized nitrogen (N-NH, + N-microbes)
(W), N utilized in ammonia production (A) and in microbial growth (°) (a,b), and N-NH,/N-microbes ratio (#) (c,d). Each

point is the average of three observations.

microrganismosquefermentam celuloseehemicelulose
utilizam somente a amdnia como fonte de nitrogénio
para sintese de proteina microbiana, enquanto aqueles
que fermentam carboidratos ndo-estruturais (amido,
pectina e agUcares) utilizam amonia e peptideos como
fontesdenitrogénio. Osdadosapresentadoscorroboram
estas afirmativas, ou sgja, 0 crescimento microbiano
ocorre principal mente pelo uso de peptideos em baixo
pH ruminal, devido afatadedisponibilidadedeamobnia,
€ ao uso de ambnia em ato pH.

Conclusdes

O pH foi um potente inibidor da atividade
fermentativada proteinano ramen, no qual reducées
inibiu concomitantemente a produgcdo de aménia,
sem, contudo, alterar o crescimento microbiano. Este
efeito é de grande importancia préatica, poisjustifica
0 uso de maiores quanti dades de proteina degradavel
nasragdesderuminantes, quando seutilizam maiores
guantidades de carboidratos fermenteciveis. Neste
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caso, 0 abaixamento do pH protege os aminoéacidos
dietéticos contra a fermentagdo excessiva,
aumentando a disponibilidade dos mesmos para o
crescimento microbiano ou aumentando o fluxo para
ointestino delgado.
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