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Os ruminantes representam um grupo de 

animais herbívoros que tem como característica 

principal a modificação dos nutrientes da dieta no 

interior do rúmen por microrganismos 

anaeróbicos. Esses microrganismos encontram no 

rúmen condições ideais para seu crescimento, 

utilizando as proteínas da dieta do ruminante 

como fonte alimentar. À medida que a digesta 

ruminal flui pelo trato gastrointestinal, esses 

microrganismos se tornam fonte de proteína para 

digestão no intestino delgado dos ruminantes, 

proporcionando o fornecimento de proteína com 

alto valor biológico disponível para absorção. 

Sendo assim, para encontrar uma recomendação 

adequada das exigências proteicas para bovinos 

de corte é necessário conhecer o tipo de 

modificação imposta por esses microrganismos e 

a quantidade de proteína de origem microbiana 

que chega ao intestino delgado a partir de 

determinada dieta.  
 

INTRODUÇÃO 
 

O pool de proteínas potencialmente 

fermentáveis no rúmen inclui os compostos 

nitrogenados da dieta, além da proteína endógena 

da saliva, descamação de células epiteliais e 

microrganismos ruminais que sofreram lise e 

permanecem no rúmen (NRC, 2001). Este pool 

proteico que sofre modificações significativas 

nesse compartimento é denominado de proteína 

degradável no rúmen (PDR). Assim, a nutrição 

proteica dos ruminantes é dependente da 

magnitude e perfil desse pool, que chega ao 

intestino delgado (ID) para digestão e absorção 

na forma de aminoácidos. Soma-se ainda a 

proteína da dieta que não sofre degradação 

microbiana e chega inalterada ao ID, também 

chamada de proteína não degradada no rúmen 

(PNDR). O conjunto de todos esses aminoácidos 

que estão disponíveis para digestão e posterior 

absorção intestinal compõe a proteína 

metabolizável (PM). Dessa forma, a obtenção dos 

valores de exigências nutricionais de PM e 

proteína bruta (PB) para bovinos de corte, parte 

da premissa de que se deve conhecer as 

modificações que o rúmen impõe aos compostos 

nitrogenados da dieta. Para isso faz-se necessário 

conhecer a proteína bruta microbiana (PBmic) 

que é produzida no rúmen ao se fornecer 

determinada dieta, conhecer os fatores que 

alteram a eficiência de produção dessa proteína, 

bem como entender a digestão e absorção dessa 

proteína no ID. 

Na literatura são encontrados diferentes 

métodos para se estimar a partição do nitrogênio 

da dieta em PDR e PNDR, bem como sua 

digestibilidade intestinal. Esses métodos incluem 

avaliações in vivo, in situ e in vitro. Levando-se 

em consideração a exatidão dos métodos, o 

método in vivo apresenta como característica o 

fornecimento de estimativas fidedignas do que 

ocorre na digestão dos nutrientes. Contudo, na 

maioria das situações, os métodos in vivo se 

aplicam apenas para o estudo da digestibilidade 

das dietas. 

Assim, a validação de protocolos que 

permitam o uso de técnicas in vitro e in situ de 

forma acurada e precisa, é requerida para 

obtenção de estimativas da degradação da 

proteína ruminal, da produção microbiana, e 

indiretamente da PM. A estimativa da síntese de 

PBmic pode ser realizada utilizando-se 

indicadores microbianos no rúmen, no ID ou 

mesmo na urina. Dessa forma, técnicas 

alternativas como o uso dos derivados de purina 

urinários podem ser usadas para se quantificar o 

fluxo de PBmic que deixa o rúmen e chega ao 

intestino delgado para absorção na forma de 

aminoácidos. Essa técnica pode reduzir o tempo 

de manipulação de animais em experimento e 

dispensar o uso de animais fistulados. Entretanto, 

a determinação do volume urinário deve ser 

acurada, para que se minimizem os erros 

experimentais.  

Além disso, a capacidade de se estimar a 

produção e eficiência microbiana em função da 

dieta ofertada é uma ferramenta matemática 

essencial na estimativa das exigências de PM. 
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Para isso é necessário encontrar quais são as 

variáveis que afetam a eficiência de produção da 

PBmic, e ajustar equações que sejam precisas e 

acuradas. Neste capítulo são discutidas as 

principais técnicas envolvidas na estimativa dos 

teores de PDR e PNDR dos alimentos, incluindo 

os efeitos da contaminação microbiana nos 

resíduos da incubação ruminal; são também 

apresentadas as técnicas usadas para quantificar a 

proteína microbiana e os fatores que afetam a sua 

produção. Além disso são apresentadas e 

validadas equações para estimar a produção de 

proteína microbiana. 
 

ESTIMANDO PDR E PNDR DOS 

ALIMENTOS 
 

Utilizando a técnica in situ 
 

Dentre as maiores divergências 

encontradas na estimação da degradação ruminal 

da proteína está a escolha da técnica a ser 

utilizada. A técnica in situ trata da mensuração do 

desaparecimento ruminal dos alimentos por 

intermédio da adição dos ingredientes no interior 

de sacos com uma porosidade conhecida por onde 

os microrganismos ruminais acessam o alimento e 

o degradam, permitindo assim a quantificação do 

resíduo não degradado. Os sacos por sua vez são 

incubados na digesta ruminal de um animal 

fistulado, o que caracteriza a denominação da 

técnica da degradabilidade in situ (Orskov et al., 

1980). O estudo da degradabilidade ruminal é 

importante no conhecimento da modificação que 

os alimentos sofrem no interior do rúmen, a 

exemplo da PB, que em parte será degradada e 

transformada em PBmic. 

De acordo com Nocek (1988), a utilização 

da técnica in situ permite o contato íntimo do 

alimento teste com o ambiente ruminal. Não há 

melhor maneira de simular o ambiente ruminal 

durante determinadas condições de temperatura, 

pH, substrato, tamponamento e populações 

microbianas. Porém, como limitação, o alimento 

estudado não é submetido a todas as etapas 

digestivas como a mastigação, ruminação e 

passagem. Assim, é necessário conhecer os pontos 

críticos e algumas padronizações que tornaram o 

método mais acurado e preciso, os quais serão 

discutidos a seguir. 
 

a) Perda de material não degradado 
 

A perda de material no interior do saco 

no rumen é um ponto crítico, pois partículas 

inferiores ao tamanho dos poros do saco podem 

ser perdidas mesmo sem haver degradação 

prévia. Esse evento pode causar superestimação 

da fração solúvel ou mesmo da sua degradação 

ruminal. Entretanto, a redução do tamanho de 

partículas pela moagem facilita o acesso 

microbiano, uma vez que o alimento não passa 

pelos processos de mastigação e ruminação. 

Para minimizar o problema, alguns autores 

recomendaram incubações in situ com 

partículas entre 1,5 a 3 mm de diâmetro 

(Huntington e Givens, 1995; Broderick e 

Cochran, 2000).  

Utilizando forrageiras tropicais, Casali 

et al. (2008) recomendaram tamanhos de 

partícula de 2 mm para incubação in situ para 

maior precisão nas estimativas das frações 

degradáveis. Estes autores verificaram que o 

tamanho de 3 mm reduziu a precisão dos 

resultados provavelmente em virtude da menor 

superfície específica para ação microbiana. 

Assim nesta edição do BR-CORTE recomenda-

se a moagem com peneiras de 2 mm para 

realização de ensaios in situ. Porém, mesmo 

com a padronização do tamanho de partícula, 

existem perdas de material não digerido, assim, 

alguns autores recomendaram a correção dos 

dados de degradação in situ pela lavagem em 

água dos sacos contendo amostra, e 

determinação da perda imediata de partículas 

(López et al., 1994 e France et al., 1997). 

Hvelplund e Weisbjerg (2000) apresentaram 

um protocolo para estimar a extensão da perda 

de partículas e correção das frações da 

degradação por intermédio da diferença entre a 

perda de material dos sacos. Assim, é possível 

determinar taxas de degradação corrigidas para 

perda de partículas caso seja de interesse do 

pesquisador. 

Hvelplund e Weisbjerg (2000) 

descreveram um protocolo utilizando sacos de 

náilon, lavados com água, e a solubilidade 

verdadeira mensurada em papel de filtro. A 

mensuração da solubilidade em água deve ser 

realizada adicionando-se 500 mg de amostra 

em 40 ml de água, que devem permanecer por 

1h à temperatura ambiente. Após esse tempo, o 

material deve ser transferido para papel de 

filtro livre de nitrogênio para quantificação do 

N solúvel em água. A correção para perda de 



Degradação ruminal da proteína dos alimentos e síntese de proteína microbiana 

 

47 

partículas pode ser realizada, utilizando 

equações propostas por Weisbjerg et al. (1990): 
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em que: DEGcor(ti) = degradabilidade corrigida 

no tempo de incubação ti; DEG(ti) = 

degradabilidade mensurada no tempo de 

incubação ti; P = perda de partículas; SOL = 

solubilidade em água; acor = fração solúvel 

corrigida; bcor = fração insolúvel 

potencialmente degradável corrigida; ccor = taxa 

de degradação corrigida; a, b, c = frações 

mensuradas sem correção. 
 

b)  Contaminação microbiana nos resíduos da 

incubação ruminal de alimentos volumosos e 

concentrados 
 

Após finalização de um ensaio de 

degradação ruminal in situ, os sacos passam 

por um processo de lavagem para imediata 

paralização da degradação microbiana e 

também para remoção de digesta ruminal e 

resíduos microbianos aderidos ao alimento ou 

aos sacos. Porém, alguns autores (Nocek e 

Grant, 1987; Vanzant et al., 1998; Michalet-

Doreau e Ould-Bah, 1992) relataram que é 

relativamente difícil alcançar a completa 

remoção da massa microbiana aderida às 

partículas, pois a adesão microbiana específica 

é necessária ao início de processo de 

colonização das partículas. Dessa forma, a 

contaminação microbiana nos resíduos de 

incubação representa importante fonte de 

variação, implicando na superestimação dos 

resíduos e frações indegradáveis, com 

consequente subestimação da fração 

potencialmente degradável. Especialmente, 

para a fração proteica de volumosos de baixo 

teor proteico, a contaminação microbiana 

implica em maior impacto nas estimativas das 

frações degradáveis. 

Entretanto, os procedimentos para 

estimação da contaminação microbiana 

demandam a utilização de indicadores 

microbianos, como o ácido diaminopimélico, 

RNA, 35S e 15N, que são de alto custo e elevam 

o tempo final para análises químicas. Assim, 

estes fatores desencorajam a maior parte dos 

pesquisadores em realizar tal procedimento em 

suas incubações. Uma solução para minimizar 

os entraves na estimação da contaminação 

microbiana seria a elaboração de um protocolo 

de correção que não demande o uso de 

indicadores microbianos, elevando a exatidão 

das estimativas sem elevar o custo 

experimental.  

Para isso, Machado et al. (2013) 

conduziram estudo, utilizando 15N como 

indicador microbiano para estudar a 

contaminação microbiana em resíduos de 

incubação de alimentos volumosos. Esses 

autores apresentaram um protocolo matemático 

para correção dos resíduos de incubação 

ruminal in situ e ainda para correção das 

frações degradáveis, que será adotado nessa 

edição do BR-CORTE. Os autores relataram 

que a fração solúvel (A) e a potencialmente 

degrádavel (B) de volumosos de menor teor 

proteico podem ser subestimadas quando não 

corrigidas. Os autores recomendaram as 

equações a seguir: 
 

(1) ACORR = 1,99286 + 0,98256 × APB 
 

(2) BCORR = -17,2181 – 0,0344 × BPB + 0,65433 

× PB + 1,03787 × FDN + 2,66010 × PIDN 

– 0,85979 × FDNi 
 

(3) kdCORR = 0,04667 + 0,35139 × kdPB + 

0,0020 × PB – 0,00055839 × FDN – 

0,00336 × PIDN + 0,00075089 × FDNi 
 

em que ACORR = fração solúvel da PB corrigida 

para contaminação microbiana, APB = fração 

solúvel da PB sem correção para contaminação 

microbiana, BCORR = fração potencialmente 

degradável da PB corrigida para contaminação 

microbiana, BPB = fração potencialmente 

degradável da PB sem correção para 

contaminação microbiana, kdCORR = taxa de 

degradação da fração B corrigida para 

contaminação microbiana, kdPB = taxa de 

degradação da fração B sem correção para 

contaminação microbiana, PIDN = proteína 

insolúvel em detergente neutro, FDN = fibra 

insolúvel em detergente neutro e FDNi = FDN 

indigestível. 
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Machado et al. (2013) recomendaram 

ainda que o percentual de contaminação 

microbiana nos tempos de incubação para 

alimentos volumosos com diferentes teores de 

PB pode ser obtido através da seguinte 

equação:  
 

%C = 79,21 × (1 – e-0,0555×t) × e-0,0874×PB 
 

em que %C = estimativa da percentagem de 

contaminação microbiana, t = tempo de 

residência do alimento no rúmen em horas, PB 

= percentual de proteína bruta no alimento 

expresso na base da MS. 

Para determinar o impacto da 

contaminação microbiana em resíduos de 

incubação in situ de alimentos concentrados, 

Menezes et al. (2017) conduziram estudo, 

utilizando 15N como indicador microbiano e 

avaliaram 12 alimentos concentrados, sendo 6 

proteicos e 6 energéticos. Embora tenha 

ocorrido contaminação microbiana nos resíduos 

da incubação, os autores não relataram 

diferença entre as frações A, B e kd corrigidas 

ou não para contaminação microbiana após 72 

horas de incubação ruminal. Observou-se que 

percentualmente, as maiores contaminações 

foram obtidas para o milho desintegrado com 

palha e sabugo e os farelos de girassol e de 

trigo, que são alimentos que possuem maiores 

teores de FDN. Os dados observados por esses 

autores evidenciaram que em alimentos 

concentrados a contaminação microbiana 

representa contribuição irrelevante aos resíduos 

de incubação. Desse modo, os autores não 

recomendaram realizar a correção de frações da 

degradação de PB em alimentos concentrados.  
 

c)  Delineamento experimental e tempos de 

incubação  
 

Os protocolos experimentais adotados por 

Machado et al. (2013) e Menezes et al. (2017) 

representam alternativas adequadas para 

avaliação da degradação ruminal in situ em 

alimentos. Esses autores utilizaram repetidas 

incubações dos mesmos alimentos em animais 

distintos, utilizando o delineamento em quadrado 

latino (DQL) como principal instrumento para 

coleta de dados. De acordo com Machado et al. 

(2013), o DQL pode ser utilizado para organizar 

a coleta de dados no campo, permitindo mensurar 

a degradação de diferentes alimentos, eliminando 

o efeito de confundimento do animal. O DQL 

pode ser utilizado para controlar as fontes de 

variação e evitar erros experimentais oriundos da 

variabilidade entre os animais estudados em um 

determinado ensaio. Machado et al. (2013) 

ressaltaram que o DQL não precisa ser 

obrigatoriamente utilizado para estimar a 

variabilidade ou comparar os efeitos das fontes 

de variação, mas sim para proceder uma coleta de 

dados menos viesada.  

Quando o objetivo da incubação ruminal 

for obter dados para estimar a digestibilidade 

intestinal da PNDR, Menezes et al. (2017), por 

meio de análise de agrupamento, recomendaram 

tempos necessários para se determinar a PDR de 

alimentos concentrados entre 6,8 e 15,4 horas 

para kp = 0,05 h-1. Assim, nota-se que a 

recomendação da literatura para utilização de 16h 

(Calsamiglia et al., 1995) para obter a PDR dos 

alimentos, possivelmente não pode ser aplicada 

para todos os alimentos em conjunto. Menezes et 

al. (2019) estabeleceram os tempos necessários 

para estimativa da PDR de alimentos 

concentrados agrupados em: concentrados 

energéticos de alto amido, de baixo amido, e 

concentrados proteicos, obtendo os seguintes 

intervalos, considerando kp = 0,05 h-1: 
 

• Energéticos de alto amido – milho moído, 

sorgo moído e milho desintegrado com 

palha e sabugo: 16 horas. 

• Energéticos de baixo amido – farelo de 

trigo, farelo de arroz e casca de soja: 7 

horas. 

• Concentrados proteicos – farelo de 

algodão, farelo de soja, feijão, farelo de 

amendoim e farelo de girassol: 10 horas. 

No entanto, deve-se ressaltar que 

provavelmente esses tempos não sejam 

suficientes para se estudar a degradabilidade da 

PB de volumosos tropicais. Alguns trabalhos 

nacionais (Martins et al., 1999; Cabral et al., 

2005; Pires et al., 2006) utilizaram os tempos de 

degradação in situ de 72 horas para volumosos. 

Apesar de serem encontrados trabalhos avaliando 

tempos necessários à determinação de frações 

fibrosas em incubação in situ (Casali et al., 2008), 

são escassos os trabalhos avaliando tempos 

necessários para determinação da PDR dos 

alimentos volumosos tropicais. 
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d) Condições internas nos sacos de incubação 
 

De acordo com López (2005), as 

condições no interior do saco de incubação 

devem ser similares ao restante do rúmen. Dessa 

forma a escolha apropriada do tecido para 

confecção dos sacos deve ser criteriosa. Por 

muitos anos foi utilizado como padrão para 

incubação o tecido de náilon com porosidade 

variando entre 40 a 60 μm, conforme 

recomendado por Nocek (1997). Entretanto, esta 

porosidade vem sendo questionada em estudos 

nacionais e internacionais.  Hvelplund e 

Weisbjerg (2000) recomendaram a utilização de 

sacos de náilon com porosidade entre 30 a 50 μm 

no estudo da degradação in situ da PB. 

Entretanto, estudos comparando estimativas da 

degradação proteica em sacos de diferentes 

porosidades não foram encontrados na literatura 

consultada. Assim, até que mais estudos sejam 

conduzidos para avaliar a porosidade ideal dos 

sacos de náilon para melhor obtenção de 

estimativas da PDR dos alimentos, recomenda-se 

o uso de náilon com porosidade de 40 a 60 μm. 

A área de superfície de contato dos sacos 

incubados em relação à amostra também é uma 

variável importante levando em consideração as 

condições internas de degradação in situ. De 

acordo com Nocek (1988), a quantidade ótima de 

amostra é aquela que proporciona quantidade 

suficiente para análises químicas ao final do 

processo, sem que haja enchimento excessivo do 

saco ao ponto de atrasar a adesão microbiana, o 

que eleva a fase de latência e subestima as taxas 

de degradação. Após revisão de literatura, o autor 

recomendou para a maior parte dos alimentos 

uma amostra de 10 a 20 mg/cm2 de saco, 

ressaltando que para alimentos concentrados o 

maior valor pode ser crítico devido a elevada 

densidade e rápida degradação, podendo haver 

intensa produção de gases por unidade de tempo. 

Assim, apesar de ter surgido na década de 80, o 

estudo de Nocek (1988) ainda não foi refutado, 

sendo até hoje utilizado como referência nos 

estudos de incubação in situ. 
 

e) Modelos matemáticos para estimativa da 

degradação ruminal da proteína  
 

Os tradicionais modelos matemáticos 

utilizados para descrever a degradação ruminal, 

em geral, calculam essa variável com base na 

massa de substrato que está retido no 

compartimento avaliado. Alguns desses 

modelos são de primeira ordem (Waldo et al., 

1972) ao considerar apenas o substrato a ser 

digerido, e outros de segunda ordem, pois 

também consideraram o pool dos substratos 

estudados e a massa microbiana presente no 

sistema (France et al., 1990). O modelo de 

primeira ordem de Mitscherlich proposto por 

Ørskov e McDonald (1979) é utilizado com 

maior frequência para avaliação dos resíduos 

de PB obtidos in situ.  

O modelo proposto por Ørskov e 

McDonald (1979), em cinética de primeira 

ordem, assume que o substrato degradado em 

qualquer tempo é proporcional à quantidade de 

resíduo potencialmente degradável em qualquer 

tempo, a uma taxa fracional de degradação 

constante. Esse modelo é amplamente utilizado 

devido à sua simplicidade. Entretanto o mesmo 

não contempla uma ampla diversidade de 

alterações da taxa fracional decorrida da 

degradação (López, 2008). Desta forma, López 

et al. (1999) estudaram alguns modelos que 

consideraram que a taxa fracional da 

degradação dos nutrientes não é um valor 

constante, mas sim variável; e que alguns 

modelos de degradação baseados na cinética do 

crescimento microbiano são de natureza 

sigmoidal, indicando solução alternativa aos 

modelos de minimização dos retornos ou 

exponenciais simples, como é o caso do 

modelo proposto por Van Milgen et al. (1991).  

Assim, os modelos para ajuste de 

curvas de degradação da PB, tanto do tipo 

exponencial como o tipo sigmoide, são 

apresentados a seguir, considerando a taxa 

fracional de degradação (kd) constante. Os 

resíduos de incubação da PB obtidos através 

dos ensaios in situ em função do tempo podem 

ser avaliados, utilizando-se os modelos 

matemáticos propostos por (1) Ørskov e 

McDonald (1979) e (2) Van Milgen et al. (1991): 
 

(1) DEG(t) = a + b × (1 – e-kd×t) 
 

(2) DEG(t) = a + b × [(1 + c × t) × (e-c×t)] 
 

em que: DEG(t) representa o desaparecimento 

da PB expressa em porcentagem; a representa a 

fração solúvel em água no tempo zero; b 

representa a fração insolúvel em água, mas 

potencialmente degradável no rúmen em 

determinado tempo; c representa a taxa 
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fracional conjunta de latência e degradação (h-

1); kd é a taxa de degradação da fração b; e t é o 

tempo de incubação (horas). 

O modelo de primeira ordem de 

Mitscherlich adaptado por Ørskov e McDonald 

(1979) assume que a degradação ocorre a uma 

taxa fracional constante após uma discreta fase 

de latência, assim a taxa de desaparecimento 

decresce continuamente e não há nenhum ponto 

de inflexão. O modelo de Ørskov e McDonald 

(1979) emprega valores estáticos para taxa de 

degradação, havendo necessidade de menor 

número de parâmetros a serem estimados, o 

que eleva a probabilidade de uso de modelos 

mais simples como este. Dessa forma, 

recomenda-se o modelo de Ørskov e McDonald 

(1979), por ser simples e funcionar 

relativamente bem para avaliar a degradação 

proteica dos alimentos. Para qualquer um dos 

modelos utilizados, a partir das frações solúvel 

(a), potencialmente degradável (b) e a taxa de 

degradação (kd) mensuradas para PB e a partir 

da taxa de passagem estimada (kp), será 

possível calcular a degradabilidade efetiva, que 

corresponderá à PDR: 
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Assim, um fator importante que 

interfere diretamente na obtenção dos valores 

de PDR, é a taxa de passagem adotada nos 

cálculos da degradabilidade efetiva da PB.  

O NRC (2001) adotou anteriormente 

três diferentes funções para estimação da taxa 

de passagem de forragens úmidas, forragens 

secas e concentrados. Entretanto, Seo et al. 

(2006) destacaram que os dados compilados 

para geração destas três equações foram 

obtidos em experimentos que utilizaram as 

terras raras como principais indicadores, o que 

limita a aplicabilidade das equações aos dados 

experimentais atuais. Assim, Seo et al. (2006) 

propuseram novas equações com base em um 

banco de dados de 154 trabalhos e 766 

observações, dos quais foram gerados modelos 

matemáticos capazes de predizer a taxa de 

passagem de diversos alimentos e dietas com 

base em indicadores externos. Assim, após 

ajustes, os autores apresentaram as seguintes 

equações para estimação das taxas de passagem 

(kp) de forragens, concentrados e líquidos: 

kp forragem = (2,365 + 0,0214 × FI + 0,0734 × 

CI + 0,069 × F) / 100 
 

kp concentrado = (1,169 + 0,1375 × FI + 

0,1721 × CI) / 100 
 

kp líquidos = (4,524 + 0,0223 × FI + 0,2046 × 

CI + 0,344 × F) / 100 
 

em que: kp = taxa de passagem, h−1; FI = 

consumo de forragem em g MS/PC; CI = consumo 

de concentrado em g MS/PC; F = consumo de 

forragem em kg MS. 
 

Utilizando análises químicas para estimativa 

da PDR e PNDR: solubilização proteica e 

fracionamento 
 

O método mais amplamente utilizado 

para estimar as frações de compostos 

nitrogenados do alimento é o protocolo de 

fracionamento utilizado no CNCPS (Sniffen et 

al., 1992; Fox et al., 2000). Originalmente o 

CNCPS dividiu a PB dos alimentos em 5 

frações, usando 3 solventes e um agente 

precipitante. As cinco frações são:  

• A: solúvel em tampão borato fosfato 

(TBF), mas não precipitada por ácido 

tricloroacético (TCA), constituída pelos 

compostos nitrogenados não proteicos 

(NNP);  

• B1: proteína verdadeira rapidamente 

degradada no rúmen, solúvel em TBF, mas 

precipitada pelo TCA;  

• B2: proteína verdadeira e grandes 

peptídeos, moderadamente degradada no 

rúmen, calculada como sendo a diferença 

entre o total de PB do alimento menos as 

outras frações;  

• B3: proteína verdadeira lentamente 

degradada no rúmen, calculada pela 

diferença entre o conteúdo proteico insolúvel 

em detergente neutro (PIDN) e o conteúdo 

proteico insolúvel em detergente ácido 

(PIDA);  

• C: proteína indegradável, equivalente ao 

PIDA. 

A PIDN é obtida através da PB no resíduo 

insolúvel após o tratamento com detergente 
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neutro, sem a utilização de sulfito de sódio; e a 

PIDA estimada após a extração sequencial, no 

resíduo obtido após o tratamento com detergente 

ácido. A fração A é considerada 100% degradada 

no rúmen e a fração C 100% não degradada.  

 Um aspecto interessante dessa 

aproximação utilizada no CNCPS é que as 

análises (NNP, PIDIN, PIDA e proteína 

verdadeira solúvel) executadas para a estimação 

das frações da PB são procedimentos de rotina 

em laboratórios, o que facilita a adoção do 

método para a utilização em condições de campo 

(Schwab et al., 2003).  

O sistema CNCPS passou por algumas 

atualizações nos últimos anos, sendo que Higgs 

et al. (2015) apresentaram nova nomenclatura 

para as frações da PB adotadas atualmente pelo 

CNCPS, embora poucas alterações tenham sido 

realizadas nos métodos de análises utilizados 

pelos autores, sendo:  
 

PA1 (Fração amoniacal) = Amônia × (PS/100) × (PB/100) 
 

PA2 (Proteína verdadeira solúvel) = [PS × (PB/100)] – PA1 
 

PB1 (Proteína verdadeira insolúvel) = PB – (PA1 – PA2 – PB2 

– PC) 
 

PB2 (Proteína ligada à fibra) = (PIDN – PIDA) × (PB/100) 

 

PC (Proteína indegradável) = PIDA × (PB/100) 
 

em que: PA1 = Fração amoniacal; PA2 = Fração 

proteica verdadeira solúvel; PB1 = Fração proteica 

verdadeira insolúvel; PB2 = Fração proteica ligada 

à parede celular ou ligada à FDN; PC = Fração 

proteica indegradável; PB = Proteína bruta; PS = 

proteína solúvel em tampão borato-fosfato, 

incluindo azida sódica. 

 

SÍNTESE DE PROTEÍNA MICROBIANA 
 

Sendo os microrganismos ruminais os 

principais modificadores da proteína dietética, 

não somente a exigência de PB do animal 

deve ser considerada, como também a 

quantificação do nitrogênio exigido para 

síntese de proteína microbiana ruminal. De 

acordo com Puchala e Kulasek (1992), para 

obtenção do nitrogênio total exigido pelos 

ruminantes, os sistemas de exigências 

nutricionais necessitam fornecer uma 

estimativa da quantidade total de proteína que 

é digerida e absorvida no intestino delgado. 

Esta proteína total compreende a proteína 

microbiana sintetizada no rúmen e a proteína 

da dieta que escapa da degradação ruminal. A 

exigência nutricional de PNDR é calculada 

como o total de PM exigida menos a 

quantidade de proteína metabolizável 

microbiana que alcança o duodeno, dessa 

forma, existe a necessidade de se obter 

estimativas acuradas dessa variável para se 

quantificar as exigências nutricionais de PM 

para ruminantes (Firkins, 1996). 

De acordo com Broderick e Merchen 

(1992), para quantificar a proteína microbiana 

ruminal são necessários indicadores 

microbianos. Esses podem ser classificados 

como indicadores internos e externos. Os 

indicadores internos são aqueles inerentes aos 

microrganismos, ou seja, já são componentes 

químicos dos próprios microrganismos como o 

ácido diaminopimélico. Além deste, o 

composto mais utilizado como indicador 

microbiano interno é o conjunto de ácidos 

nucleicos microbianos. O alto conteúdo de 

RNA nas células microbianas tornou esse 

composto de grande interesse na quantificação 

do pool de proteína microbiana (PBmic) 

sintetizada no rúmen.  

Os indicadores externos são aqueles 

adicionados ao rúmen e que são capazes de se 

aderir aos microrganismos, como é o caso do 

isótopo 15N. Um indicador microbiano ideal 

deve incluir características como: facilidade 

na quantificação, não estar presente ou 

presente em pequenas quantidades nos 

alimentos, presente a uma relação constante 

mesmo sob condição experimental e ser 

biologicamente estável (Broderick e Merchen, 

1992). O uso de cada um desses indicadores 

representa uma técnica diferente para 

estimação da proteína microbiana, entretanto, 

representam alternativa invasiva, uma vez que 

é necessário o uso de animais fistulados para 

coleta de líquido ruminal marcado com 

indicadores. 

 A descoberta de que os derivados de 

purina na urina de ruminantes são 

quantitativamente importantes como produtos 

finais do metabolismo de nitrogênio levou ao 

aprofundamento da pesquisa na área e ao 

estabelecimento de relações entre a 

concentração ruminal de ácidos nucléicos e a 

excreção de derivados de purina na urina em 

ruminantes (Topps e Elliott, 1965).  
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Essas informações formam a base do 

conhecimento que deu origem ao uso de 

derivados de purina na urina como método 

não-invasivo para estimativa do aporte de 

nitrogênio microbiano (Nmic) no intestino em 

ruminantes (Chen  e Gomes, 1992). Dessa 

forma, essas alternativas serão apresentadas e 

discutidas a seguir 
 

Comparando os indicadores 15N e RNA 
 

O 15N tem sido amplamente utilizado como 

indicador para estimar a produção microbiana, 

já que é um isótopo estável, de baixo risco 

ambiental, de menor custo em relação a outros 

isótopos, por marcar todos os pools de Nmic, 

por não ser encontrado naturalmente na 

proteína dos alimentos e por não marcar a 

proteína do animal até que os aminoácidos 

microbianos marcados sejam incorporados aos 

seus tecidos (Broderick e Merchen, 1992). O 
15N é bem distribuído na célula microbiana, 

logo, no caso de lise celular durante o 

isolamento, as perdas de protoplasma, que 

subestimam a quantidade de ácidos nucléicos, 

são menos prejudiciais na estimação da 

concentração de 15N. 

 

 

Tabela 3.1 - Estatística descritiva da relação 15N:14N e Nmic (% MO) obtida em amostras de bactérias 

associadas a partículas (BAP) e bactérias associadas à fase líquida (BAL) de diferentes estudos 
 

 

Autores1 BAP BAL 
15N:14N Nmic (%MO) 15N:14N Nmic (%MO) 

Machado et al. (2013) 3412 7,07 3582 7,20 

Rotta et al. (2014a) 0,0933 7,80 0,0923 8,20 

Menezes et al. (2017) 3042 5,89 3222 5,46 

Mariz et al. (2018) 4542 7,17 4632 7,51 

Prates et al. (2017) 0,0763 7,274 0,0683 7,354 

 

1Médias da relação 15N:14N e conteúdo de N bacteriano não diferem pelo teste F (P>0,05), exceto N bacteriano em Mariz et al. (2018), 

que foram diferentes entre BAL e BAP (P<0,05). 2Δ por mil. 3valores obtidos em amostras omasais e considerando enriquecimento de 

átomos 15N em percentagem 4nitrogênio com base na MO. Autores utilizados: Machado et al. (2013); Rotta et al. (2014a); Menezes et al. 

(2017); Mariz et al. (2018); Prates et al. (2017). 

 

 

A fração de bactérias associadas à fase 

de partículas é superior à das associadas à fase 

líquida, podendo representar mais de 90% 

(Faichney, 1980) das bactérias isoladas de 

animais recebendo dietas com predominância 

de volumosos. Assim, os procedimentos de 

isolamento bacteriano deveriam considerar as 

bactérias associadas às partículas (BAP) para 

estimação de uma relação 15N:Nmic mais 

representativa. 

A relação 15N:14N e conteúdo de Nmic, 

de forma geral, podem ser obtidos a partir da 

média em amostras de BAL e BAP, uma vez 

que em muitos casos não são encontradas 

diferenças entre essas duas formas de 

isolamento de bactérias (Machado et al., 2013, 

Rotta et al., 2014a, Prates et al., 2017, Menezes 

et al., 2017, e Mariz et al., 2018; Tabela 3.1)  

Alternativamente, organismos 

unicelulares possuem alta concentração de 

ácidos nucléicos, especialmente RNA e bases 

purinas, o que torna interessante a utilização 

desses como indicadores microbianos internos. 

Em torno de 18 % do nitrogênio total dos 

microrganismos ruminais encontra-se nos 

ácidos nucléicos e aproximadamente 11% do N 

total está presente nas bases purínicas (Chen e 

Ørskov, 2003). Segundo Broderick e Merchen 

(1992), a utilização de ácidos nucléicos como 

indicador está bem estabelecida. O RNA pode 

ser quantificado segundo o método proposto 

por Ling e Buttery (1978), e as bases purínicas 

conforme Ushida et al. (1985). A maior parte 

dos alimentos apresenta baixa concentração de 

RNA e, segundo McAllan e Smith (1973), no 

rúmen ocorre extensiva degradação do RNA 

exógeno. Assim, o fluxo duodenal de RNA é 

predominantemente de origem microbiana.  

De acordo com Rotta et al. (2014b), muitos dos 

trabalhos que avaliaram diferentes indicadores 

para estimação da proteína microbiana ruminal 

utilizaram amostras obtidas no abomaso ou 

duodeno, e que a manutenção de animais 

fistulados no abomaso e/ou duodeno é difícil e 
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de alto custo operacional, causando transtorno 

no manejo dos animais. Reynal et al. (2005) e 

Ipharraguerre et al. (2007) recomendaram que 

o cálculo do fluxo de proteína microbiana 

utilizando 15N como indicador deve ser 

realizado utilizando amostras obtidas a partir 

do omaso. Porém, ao utilizar 15N e bases 

purinas como indicadores, esses autores 

encontraram diferença nos valores obtidos para 

fluxo de proteína microbiana a partir de 

amostras duodenais. Já Krizsan et al. (2010) 

sugeriram que amostras de digesta do retículo 

podem substituir amostras omasais. Mariz et al. 

(2018) estudaram possíveis diferenças entre os 

indicadores microbianos 15N e bases purinas 

(BP) para estimar a síntese e a eficiência 

microbiana ruminal, quando aplicados 

diferentes níveis de proteína às dietas de 

bovinos Nelore e cruzados. Os autores não 

encontraram diferença nas estimativas 

apresentadas. 

 

Tabela 3.2 -  Efeitos de diferentes locais de coleta e indicadores microbianos na produção de Nmic e sua 

eficiência em novilhos de corte alimentados com silagem de milho ou cana-de-açúcar 
 

 Local de amostragem  P-valor 

Indicadores Retículo Omaso Abomaso EPM1 L  M2 

Nmic3 104 114 125 4,59 <0,01 

BP4 114abA 106bA 130aA 4,78 <0,01 
15N 94,1bB 123aA 120aA 4,79 <0,01 

PBmic5/NDT6 101 108 118 4,39 <0,01 

BP 107bA 93,3bB 117aA 4,44 <0,01 
15N 95,0bA 123aA 118aA 4,42 <0,01 

NM/MOfer7 24,8 31,8 36,2 2,05 <0,05 

BP 26,8bA 29,2bA 37,7aA 2,09 <0,05 
15N 22,7bA 34,4aA 34,6aA 2,08 <0,05 

 

1Erro padrão da média; 2Interação entre local de amostragem e indicador microbiano; 3Nitrogênio microbiano; 4Bases purinas; 5Proteína 

bruta microbiana; 6Nutrientes digestíveis totais; 7Matéria orgânica fermentada no rúmen. Adaptado de Rotta et al. (2014). 

 

 

A similaridade entre os indicadores 

microbianos indicou que tanto 15N quanto BP são 

adequados para estimar a síntese e eficiência de 

proteína microbiana, quando coletados em 

digestas omasais. Adicionalmente, Rotta et al. 

(2014b) conduziram um trabalho avaliando esses 

dois indicadores, obtidos em diferentes locais de 

amostragens (Tabela 3.2). Rotta et al. (2014b) 

relataram que amostras obtidas no omaso e 

abomaso proporcionaram resultados similares 

para produção de proteína microbiana assim 

como eficiência microbiana quando utilizaram 

tanto 
15

N quanto bases purinas como indicadores. 

Além disso, Rotta et al. (2014b) testaram 

diferentes esquemas de coleta de amostras, 

utilizando indicadores único, duplo ou triplo, 

isolando diferentes tipos de perfis da digesta 

ruminal como fase única (sistema de indicador 

único), fase líquida e de partículas (sistema de 

indicador duplo), e fases líquida, de pequenas e 

de grandes partículas (sistema de indicador 

triplo), respectivamente. 

Os autores recomendaram uma correção 

nas estimativas da proteína microbiana ruminal 

obtida a partir de ensaios com sistema de 

indicadores único e duplo, para estimativa dos 

valores compatíveis ao esquema triplo, sendo 

estas: 
 

NMcorr (g/dia) = 49,71 + 0,66 × NMúnico 
 

NMcorr (g/dia) = 43,04 + 0,71 × NMduplo 
 

em que NMcorr é a produção de nitrogênio 

microbiano ruminal por dia corrigida para uso de 

indicador único ou duplo. NMúnico é o 

nitrogênio microbiano obtido a partir de esquema 

de indicador único, e NMduplo é o nitrogênio 

microbiano obtido a partir de esquema de 

indicador duplo. 
 

Método dos derivados de purina na urina 
 

Os ácidos nucléicos de origem bacteriana 

originários do rúmen, em grande maioria, são 

digeridos e absorvidos no intestino delgado. As 

bases purinas absorvidas são catabolizadas a 

derivados de purinas (hipoxantina, xantina, ácido 

úrico e alantoína) e excretadas na urina. Dessa 

maneira, o fluxo de nitrogênio microbiano no 
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intestino delgado pode ser estimado a partir da 

quantificação da excreção de derivados de purina 

na urina. Embora existam métodos para estimar a 

síntese microbiana com base em indicadores 

microbianos (RNA, 15N; Broderick  e Merchen, 

1992, Tamminga e Chen, 2000), conforme 

discutido no tópico anterior, esses métodos 

apresentam dificuldades para uso extensivo pois 

são extremamente invasivos e requerem a 

utilização de animais fistulados para estimação do 

fluxo de MS pelo abomaso ou duodeno. Esses 

métodos baseados na estimativa do fluxo de 

proteína microbiana têm sido usados em grande 

parte para calibração de alguns fatores de cálculo 

no método dos derivados de purina (Tas e 

Susenbeth, 2007; Barbosa et al., 2011; Prates et 

al., 2012). 

Assim como todo método indireto, o 

método da estimativa da produção microbiana 

com base nos derivados de purina na urina é 

susceptível a uma série de fontes de variação 

(Chen et al., 1990b, Chen  e Gomes, 1992, 

Tamminga  e Chen, 2000, Bowen et al., 2006, Tas 

e Susenbeth, 2007) e alguns dos fatores mais 

importantes relativos ao método têm estado em 

constante revisão e atualização. Os mais recentes 

resultados de pesquisa relacionados a esses fatores, 

com ênfase ao uso do método para estimar a 

produção de proteína microbiana de bovinos em 

condições tropicais, são discutidos nos itens a 

seguir:  
 
 

a) Coleta urinária e amostragem experimental 
 

O método para estimar o fluxo de Nmic 

em bovinos baseia-se na quantificação da 

excreção diária de derivados de purina 

(alantoína e ácido úrico) na urina. Portanto, o 

volume urinário diário, bem como uma amostra 

da mesma, são necessários. A quantificação 

direta do volume urinário pode ser realizada em 

animais cateterizados ou com dispositivos de 

recolhimento de urina acoplados. Em fêmeas, 

normalmente utiliza-se sondas tipo Folley, 

levando a urina diretamente da bexiga para um 

recipiente de coleta. Em machos, funis são 

utilizados na região do prepúcio, ligados 

diretamente a um recipiente de coleta. Em 

ambos os casos, a coleta é realizada por 

períodos de 3 a 5 dias, com quantificação e 

amostragens diárias. Entretanto, métodos de 

coleta total são normalmente trabalhosos, 

podem afetar o comportamento e bem-estar dos 

animais e impactam em dificuldades para uso 

em animais em pastejo. Em vacas lactantes, o 

grande volume diário de urina e o manejo do 

sistema de coleta durante a ordenha contribuem 

para tornar o uso da coleta total trabalhosa e de 

difícil aplicação prática.  

Assim, faz-se necessário discutir uma 

técnica auxiliar à coleta total para determinação 

do volume urinário. O uso da creatinina como 

indicador para determinação indireta do 

volume urinário pode ser uma alternativa 

adequada na melhora do bem-estar dos animais 

durante os experimentos. A creatinina é 

formada no músculo pela remoção de água da 

creatina-fosfato, originada do metabolismo do 

tecido muscular (Harper et al., 2013). A 

molécula de creatina-fosfato é degradada 

espontaneamente a taxas relativamente 

constantes, formando a creatinina. A creatinina 

é então produto metabólico do qual o corpo já 

não necessita, portanto, não é utilizada para 

formação de novas moléculas, sendo excretada 

pelos rins. A produção diária de creatina e 

consequentemente, a excreção de creatinina, 

depende da massa muscular e, portanto, é 

proporcional ao peso do animal (Koren, 2000). 

Assim, uma vez estimada a excreção diária de 

creatinina em relação ao peso do animal e 

considerando essa concentração constante ao 

longo do dia, é possível estimar o volume 

urinário excretado a partir da concentração de 

creatinina em amostra de urina coletada de um 

animal de peso conhecido. 

Muito se conhece hoje em dia em 

relação ao perfil de excreção de creatinina na 

urina. A creatinina apresenta uma excreção 

constante ao longo de 24 horas a partir de taxas 

constantes de degradação do tecido muscular. 

A excreção de creatinina é pouco afetada pelos 

teores de PB, carboidratos não-fibrosos ou 

nitrogênio não-proteico da dieta (Susmel et al., 

1994; Vagnoni et al., 1997; Valadares et al., 

1999; Oliveira et al., 2001; Rennó et al., 2000), 

assim, não são esperadas variações decorrentes 

da dieta.  

Com objetivo de estudar a relação da excreção de 

creatinina em função do peso corporal de 

bovinos, foi realizada uma meta-análise com 

resultados de 25 experimentos (Figura 3.1) 

realizados no Departamento de Zootecnia da 

Universidade Federal de Viçosa (Apêndice 3.1). 

Do total deste banco de dados contendo 882 
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informações individuais, 80% dos dados (n = 702) 

foram aleatoriamente sorteados para compor o 

banco de dados para ajuste do modelo (Tabela 

3.3), e 20% dos dados (n = 180) foi selecionado 

para o processo de validação (Tabela 3.4). Foram 

testados alguns efeitos como a classe sexual e os 

grupos genéticos (Nelore, animais taurinos e 

cruzados), porém estas variáveis não apresentaram 

efeito significativo (P>0,05). Os dados foram 

ajustados à uma função matemática alométrica, 

perfazendo um número total de 702 informações 

individuais. 

 
 

Tabela 3.3 - Estatística descritiva dos dados utilizados para ajustar modelo alométrico para estimar a 

relação entre peso corporal em jejum de bovinos e excreção diária de creatinina na urina, 

contendo 80% do banco de dados total coletado 
 

 Creatinina (mg/dia) Peso corporal (kg) 

Média 8373 369 

Mediana 8205 342 

DP 2890 110 

Mínimo 1266 107 

Máximo 17926 728 

n 702 702 

Exp 25 25 

 
Tabela 3.4 - Estatística descritiva dos dados utilizados para validar o modelo alométrico para estimar a 

relação entre peso corporal em jejum de bovinos e excreção diária de creatinina na urina, 

contendo 20% do banco de dados total coletado 
 

 Creatinina (mg/dia) Peso corporal (kg) 

Média 8615 355 

Mediana 8254 318 

DP 2887 113 

Mínimo 18876 743 

Máximo 2887 113 

n 180 180 

Exp 25 25 

 

 

Após análises, obteve-se a seguinte 

equação para estimar a excreção diária de 

creatinina na urina (ECU; mg/dia) de bovinos em 

função do peso corporal (PC; kg): 
 

ECU = 66,2158 × PC0,8384
 

 

 As estimativas dos parâmetros do 

modelo foram significativas (P<0,01) e os 

dados se ajustaram de forma satisfatória ao modelo. 

Assim recomenda-se que a excreção diária de 

creatinina seja estimada através de modelo 

alométrico, de acordo com o peso do animal nas 

diferentes classes sexuais e grupos genéticos. 

 Um total de 20% dos dados foi utilizado 

para o procedimento de validação da equação, 

sendo utilizados os dados observados em 180 

unidades experimentais e dados preditos através da 

equação estimada (Tabela 3.4). Foi utilizado o 

software MES – Model evaluation system (Texas 

A&M University). 
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Figura 3.1 -  Dados observados (o) da relação entre o peso corporal em jejum de bovinos (kg) e 

excreção diária de creatinina na urina (mg/dia), e ajuste (-) alométrico (ECU = 66,2158× 

PC0,8384), obtido a partir de meta-análise com 25 estudos em bovinos de diferentes classes 

sexuais e grupos genéticos. 

 
 

Observou-se que os dados preditos e 

observados de creatinina foram similares 

(P>0,05) pelo teste de Mayer (Tabela 3.5), 

apresentando elevado coeficiente de 

correlação e concordância (CCC = 0,78) e 

maior presença de erros de predição de 

origem aleatória. Esses resultados sugerem 

que o modelo proposto apresenta elevada 

precisão para estimativas de creatinina 

urinária em bovinos (Figura 3.2).  O uso da 

creatinina como uma ferramenta precisa para 

estimativa do volume urinário nas diferentes 

categorias animais torna prático o processo 

de estimação da proteína microbiana ruminal 

pelo uso de DP excretados na urina. No 

Brasil, Pereira (2009) avaliou as excreções 

totais de creatinina em intervalos de 4 a 24 

horas e as relações de derivados de purina, 

ureia e compostos nitrogenados totais com a 

creatinina em novilhas Nelore, obtidas de 

coletas spot de urina em intervalos de 2 

horas. A relação entre derivados de purina e 

creatinina não variou (P>0,05) durante as 24 

horas do dia, a partir da coleta spot de urina 

a intervalos de 2 horas, sugerindo que o 

cálculo da excreção diária de derivados de 

purinas pode ser efetivado em coletas 

obtidas em qualquer horário do dia.  

Entretanto, foi observado efeito do 

tempo de coleta de urina sobre as relações 

entre ureia:creatinina e Ntotal:creatinina. 

Essas relações foram próximas às médias em 

dois pontos diários, próximos aos dois 

horários diários de fornecimento de alimento 

aos animais (8 e 16 horas).  

Pereira (2009) sugeriu que a estimativa da 

excreção de compostos nitrogenados em 

animais em crescimento pode ser realizada 

sem a necessidade de coleta total, utilizando-

se apenas duas coletas spot de urina, 

imediatamente após o fornecimento das 

dietas. Contudo, ressalta-se que mais 

pesquisas são necessárias para confirmar 

essa sugestão.  Silva Júnior et al. (2018) 

estudaram as relações entre derivados de 

purina e compostos nitrogenados com a 

creatinina em bovinos de corte em pastejo, 

para avaliar a possibilidade de realização de 

coleta a cada 4 horas para mensurar a 

produção de proteína microbiana, balanço de 

nitrogênio e excreção de N uréico.
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Tabela  3.5 -  Validação de modelo predito para determinação da creatinina urinária (ECU mg/dia = 

66,2158× PC0,8384) em bovinos, a partir do peso corporal , utilizando 20% do banco de 

dados (n=180) 
 

Item Creatinina predita 

Teste de Mayer  

Intercepto -390 

Inclinação 1,01 

P-valor 0,11 

RMSE 1725 

CCC 0,78 

QMEP  

Vício médio % 2,44 

Vício sistemático % 0,03 

Erros aleatórios % 97,52 

Média predita 8614 

Desvio médio -269 (3,03%) 

P-valor 0,04 
 

1RMSE: Raiz do quadrado médio do erro de predição; CCC: Coeficiente de correlação e concordância; QMEP: Quadrado médio do erro 

de predição. 

 
 

 
Figura 3.2 - Valores de creatinina urinária observados e preditos a partir da equação proposta ECU = 

66,2158 × PC0,8384, proposta para bovinos. 

 
 

Os autores procederam coletas de 4 em 4 

horas durante 5 dias e não detectaram 

diferença entre o dia de coleta e os horários 

para a relação entre derivados de purina e 

creatinina, o que permite inferir sobre a 

possibilidade de realizar apenas uma coleta 

de urina em qualquer horário para estimar a 

produção de proteína microbiana em pastejo, 

através da técnica dos derivados de purina 

urinários. Entretanto, em função das 

variações observadas para as relações 

nitrogênio uréico e nitrogênio total com a 

creatinina ao longo do período de 24 horas, 

Silva Júnior et al. (2018) não recomendaram 

o uso de amostra em qualquer horário para 

estimação da excreção urinária de compostos 

nitrogenados. 

Outros resultados dos mesmos 

autores (Silva Júnior et al., 2021) 

demonstraram que a excreção urinária de 

creatinina é constante durante 24h em 

bovinos em pastejo. Assim, uma única 

amostra pontual, em condições de pastejo, é 

suficiente para estimar o volume de urina em 

bovinos. Além disso, uma vez que a relação 

entre creatinina e derivados de purina é 

constante, também os derivados de purina 

podem ser estimados a partir de apenas uma 
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amostra spot em condições de pastejo. 

Entretanto, duas coletas pontuais, 4h antes e 

4h após o fornecimento do concentrado, são 

necessárias para estimar a excreção total de 

nitrogênio na urina, uma vez que o 

nitrogênio ureico urinário pode variar em 

função da alimentação. 

 

b) Recuperação urinária de purinas absorvidas 
 

A relação entre a recuperação urinária 

de derivados de purina e o fluxo duodenal de 

purinas é um importante fator de ajuste no 

método de estimativa da produção microbiana a 

partir dos derivados de purina na urina. Vários 

estudos tiveram como objetivo mensurar a 

recuperação urinária de purinas infundidas pós-

rúmen a partir de extratos microbianos. A 

excreção urinária de derivados de purinas foi 

linearmente correlacionada com a infusão 

abomasal de ácidos nucléicos, nucleosídeos, 

purinas de levedura de cerveja e com a infusão 

duodenal de ácidos nucléicos, bases de purinas, 

RNA microbiano e RNA de leveduras (Tas e 

Susenbeth, 2007). Uma média equimolar de 

0,85 foi obtida por Tas e Susenbeth (2007) para 

a recuperação urinária de derivados de purina 

infundidos no duodeno. Nesse tipo de estudo, o 

valor de excreção de derivados de purina é 

linearmente relacionado ao valor de purinas 

infundidas (abomaso ou duodeno). O 

coeficiente de inclinação da equação fornece o 

valor de recuperação de purinas absorvidas e o 

intercepto representa a contribuição endógena. 

Trabalhos realizados no Brasil (Barbosa 

et al., 2011, Prates et al., 2012) estimaram que 

em zebuínos a recuperação urinária de 

derivados de purina varia de 0,74 a 0,92, com 

valor médio sugerido para uso prático de 0,80, 

que será adotado como padrão nesta edição do 

BR-CORTE tanto para animais Zebuínos 

quanto para cruzados. Prates et al. (2012) não 

observaram diferenças na taxa de recuperação 

de purinas absorvidas entre novilhas Nelore e 

Holandês, não havendo a necessidade de 

valores distintos para cada grupo genético.  
 

c)  Digestão e absorção intestinal de purinas 

microbianas 
 

Os ácidos nucléicos de origem 

bacteriana, que deixam o rúmen, são 

extensivamente degradados no intestino 

delgado, e em média 85,9% dos ácidos 

nucléicos (Stormet al., 1983), 87-89% do RNA 

e 80-81% do DNA desapareceram no intestino 

delgado (McAllan, 1980; Storm et al., 1983). 

Barbosa et al. (2011) avaliaram a digestão e 

absorção intestinal de purinas microbianas em 

novilhas Nelore e estimaram o coeficiente de 

digestibilidade verdadeiro para o RNA de 0,93. 

Embora alta variabilidade possa ser observada 

na digestibilidade verdadeira das purinas dos 

microrganismos ruminais (Chen e Gomes, 

1992, Orellana Boero et al., 2001, Tas e 

Susenbeth, 2007) o valor médio de 0,93 obtido 

do trabalho de Barbosa et al. (2011) parece ser 

o mais adequado para uso em animais zebuínos 

criados em condições brasileiras, sendo 

portanto considerado o valor padrão para esta 

edição do BR-CORTE. 

No intestino delgado, os nucleotídeos 

das purinas são hidrolisados a nucleosídeos 

(adenosina, guanosina e inosina) e bases livres 

(adenina e guanina), que são quase que 

completamente absorvidas pela bomba 

dependente de sódio e potássio (McAllan, 

1980). Em bovinos, a alta atividade da enzima 

xantina oxidase foi observada na mucosa 

intestinal e no plasma sanguíneo (Chen et al., 

1990c), fazendo com que hipoxantina e xantina 

sejam praticamente degradadas de forma 

completa até ácido úrico, diferentemente de 

ovinos. No fígado, o ácido úrico é oxidado até 

alantoína pela enzima uricase (Tas e Susenbeth, 

2007). Alantoína e ácido úrico não podem ser 

utilizados pelos tecidos e são excretados 

principalmente na urina, mas também no leite e 

na saliva (Tas e Susenbeth, 2007). Em bovinos, 

a alantoína é o principal derivado de purina 

(mais de 80% do total), enquanto que o restante 

é composto por ácido úrico e quantidades 

desprezíveis de xantina e hipoxantina (Chen et 

al., 1990c). Rennó et al. (2000), avaliando o 

perfil de excreção de derivados de purina em 

novilhas de corte, estimaram que a relação 

entre alantoína, ácido úrico e purinas totais é 

de, aproximadamente, 98%, o que indica que a 

concentração de xantina e hipoxantina em 

relação aos derivados de purinas seria em torno 

de 2%, e que esta contribuição seria irrisória no 

cálculo da produção de proteína microbiana. 

Dessa forma, o BR-CORTE não recomenda 

realizar análises de xantina e hipoxantina na 

urina de bovinos de corte. 
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d) Fração endógena de derivados de purina na 

urina 
 

A fração endógena de derivados de purina 

na urina inclui a porção de derivados de purinas 

oriundos dos ácidos nucléicos originários da 

degradação dos tecidos animais (Chen e Gomes, 

1992). A forma direta de mensuração da excreção 

de derivados de purinas de origem endógena é o 

uso de animais em jejum por longos períodos 

(Chen et al., 1990a; Verbic et al., 1990). Braga et 

al. (2012) submeteram a uma restrição alimentar 

novilhas Nelore para avaliar a perda endógena de 

derivados de purina, e encontraram contribuição 

endógena de 0,332 mmol/PC0,75 e 0,384 g N/PC0,75 

para novilhas Nelore em crescimento. 

Alternativamente, a fração endógena tem 

sido estimada como o intercepto da regressão 

linear entre excreção urinária de derivados de 

purina e bases purinas infundidas pós-rúmen. 

Prates et al. (2012) não observaram diferenças na 

fração endógena de derivados de purina na urina 

entre novilhas Nelore e Holandesas. Trabalhos 

realizados em condições tropicais (Barbosa et al., 

2011 e Prates et al., 2012) com animais zebuínos 

sugeriram o uso de um valor médio de 0,30 

mmol/kg0,75 como valor da fração endógena de 

derivados de purinas na urina, que será utilizado 

como recomendação básica do BR-CORTE.  
 

e) Utilização da alantoína urinária como único 

estimador da proteína microbiana ruminal 
 

A proporção de alantoína excretada na 

urina em relação à soma total dos DPs, 

observada em alguns trabalhos de pesquisa nos 

últimos dez anos, é cerca de 85 a 92% (Rennó 

et al., 2000; Magalhães et al., 2005; Pina et al., 

2006; Leal et al., 2007; Oliveira et al., 2007; 

Teixeira et al., 2007; Santos et al., 2010). 

Sendo assim, torna-se interessante para a 

comunidade científica o conhecimento da real 

relação entre esses metabólitos, e o ajuste de 

um modelo matemático capaz de predizer a 

concentração de ácido úrico excretado na urina. 

A partir de uma meta-análise envolvendo 38 

experimentos (Apêndice 3.2) realizados no 

DZO-UFV (Tabela 3.6), verificou-se que a 

excreção diária de ácido úrico na urina pode ser 

estimada a partir da excreção diária de 

alantoína na urina (P<0,05), sendo:  
 

AU (mmol/dia) = 0,1104 × ALA; r2 = 0,76 
 

Em que AU é o total de ácido úrico excretado 

na urina e ALA é o total de alantoína excretada 

na urina (mmol/dia). Ao testar os parâmetros 

não se observou intercepto significativo (P = 

0,4398), sendo assim foi apresentado o modelo 

linear sem intercepto.  

Esses resultados sugerem que a 

alantoína pode ser utilizada como único 

preditor da produção de proteína microbiana 

em bovinos, sem a necessidade de análise do 

ácido úrico, havendo assim economia de 

reagentes para análise e menor tempo 

despendido com análises químicas para 

estimação da proteína microbiana ruminal. 

 

 

Tabela 3.6 - Estatística descritiva dos dados utilizados para ajustar modelos de regressão linear para 

estimar a relação entre ácido úrico e alantoína excretados na urina de bovinos 
 

 

 

 

 

 

 Alantoína (mmol/d) Ácido úrico (mmol/d) ALA:DP 

Média 169 20,2 89,0 

Mediana 129 13,5 90,4 

DP 123 22,9 4,97 

Mínimo 18,8 0,30 66,2 

Máximo 864 322 99,8 

n 1100 1100 1100 

Exp 38 38 38 

ALA:DP: Percentual de alantoína total em relação aos derivados de purina totais excretados na urina. 
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Predição do fluxo de proteína microbiana da dieta  

Para conhecer as variáveis que 

influenciam efetivamente na produção de 

proteína microbiana em bovinos de corte em  

condições tropicais, procedeu-se uma meta-

análise com o objetivo de estudar o efeito das 

características dos animais e das dietas sobre 

essa variável. Neste estudo, foram utilizados 32 

trabalhos conduzidos no Brasil, usando dados 

de bovinos de corte e de leite (Tabela 3.7) bem 

como teses e dissertações concluídas no 

Departamento de Zootecnia da Universidade 

Federal de Viçosa (Apêndice 3.3), totalizando 

2102 dados, em que se estudaram diferentes 

variáveis que poderiam interferir na produção 

de proteína microbiana ruminal. 

 

 

Tabela 3.7 -  Estatística descritiva dos dados utilizados para gerar modelos de regressão múltipla para 

estimação da produção da proteína microbiana em bovinos de corte em condições tropicais 
 

 
 

 

Além disso, o banco de dados foi utilizado 

separadamente para avaliar quatro opções de 

atributos energéticos distintos em cada equação, 

todos associados ainda ao consumo de PB. 

Primeiramente estudou-se o efeito do consumo de 

nutrientes digestíveis totais (CNDT), em seguida 

avaliou-se o efeito do consumo de energia 

metabolizável (CEM), do consumo de matéria 

orgânica digerida total (CMOd) e por fim, o 

CNDT corrigido para EE (CNDTee). Assim, o 

banco de dados completo foi composto das 

variáveis acima classificadas de acordo com o 

experimento, grupo genético (Zebuínos, cruzados 

de corte, cruzados de leite e Holandês), classe 

sexual (macho não castrado, macho castrado, vaca 

e novilha) e método analítico (RNA, derivados de 

purina ou 15N), que compuseram todos os efeitos 

estudados.  

Os efeitos aleatórios como grupo genético, 

classe sexual e método analítico não foram 

significativos para nenhum dos modelos propostos 

(P>0,05) através de meta-análise. Uma vez 

estudados todos os efeitos e verificadas as 

variáveis que compuseram os modelos, utilizou-se 

o método Cross Validation (Duchesne & 

MacGregor, 2001) para estimar os parâmetros de 

cada regressão linear e quadrática. Optou-se pelo 

polinômio quadrático uma vez que a produção 

microbiana não se comporta de forma linear e em 

teoria atingirá um platô. Sendo assim, as seguintes 

equações foram obtidas: 
 

PBmic = - 53,07 + 304,9 × CPB + 90,8 × CNDT – 

3,13 × CNDT2 
 

PBmic = - 84,87 + 328,7 × CPB + 28,3 × CEM – 

0,25 × CEM2 
 

PBmic = - 93,62 + 381,7 × CPB + 90,7 × CMOd – 

3,13 × CMOd2 

 

O banco de dados utilizado para estimar as 

equações anteriores foi formado por dados que 

apresentavam, em média, 2,83% (± 1,03) de EE 

(extrato etéreo) na dieta. No entanto, a exemplo do 

NASEM (2016), o BR-CORTE (2016) 

desenvolveu uma equação para estimar a síntese 

de proteína microbiana para altos valores de EE:  
 

PBmic = - 43,13 + 376,8 × CPB + 90,9 × 

CNDTee – 3,22 × CNDTee2 
 

em que: PBmic é a síntese de proteína microbiana, 

CPB é o consumo de proteína bruta, CNDTee é o 

consumo de nutrientes digestíveis totais corrigido 

para EE. 

Item1 n Média DP2 Max3 Min4 

PBmic 2102 775 547 3008 66,8 

CPB 2102 1,22 0,87 4,39 0,59 

CMS(kg) 2102 8,52 5,31 23,8 1,76 

PC (kg) 1563 368 125 737 65,3 

CNDT 2102 6,22 3,74 16,8 0,83 

CEM 2102 22,3 13,3 60,9 3,00 

CMOd 1454 5,70 2,98 15,5 0,62 
1Proteína microbiana em g/dia; Consumo de proteína bruta em kg/dia; Consumo de matéria seca em kg/dia; Consumo de nutrientes 

digestíveis totais em kg/dia; Consumo de energia metabolizável (Mcal/dia); Consumo de matéria orgânica digestível total em kg/dia; 

Valor médio; 2Desvio padrão; 3Máximo; 4Mínimo. 
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Figura 3.3 - Simulação das estimativas da síntese de PBmic ruminal (g/dia) utilizando a equação 

PBmic = - 93,62 + 381,7 × CPB + 90,7 × CMOd – 3,13 × CMOd2, utilizando quatro 

valores de consumo de PB (1,2; 1,5; 1,8 e 2,0 kg/dia) em função do CMOd (kg/dia).  
 

 

O NASEM (2016) também sugere uma 

equação para estimar a síntese de proteína 

microbiana corrigida para EE ao se utilizar dietas 

com teor de EE acima de 3,9%. No Brasil, a 

maioria das dietas para bovinos de corte é 

formulada para conter teores inferiores a esse. No 

entanto, caso se utilize dietas com alto teor de EE, 

pode-se utilizar a equação desenvolvida pelo BR-

CORTE, que foi gerada a partir de um banco de 

dados contendo 1437 animais em condições 

tropicais. 

 Para verificar a qualidade da predição 

realizada pelas equações ajustadas, procedeu-se um 

processo de validação utilizando dados da literatura 

(Apêndice 3.4) referentes a experimentos já 

publicados em diversos periódicos (Tabela 3.8). 

Foram utilizados alguns critérios para utilização de 

artigos, sendo que foram retiradas médias de 

tratamentos de trabalhos que (1) foram executados 

no Brasil, (2) foram executadas com animais 

Nelore ou cruzados com Nelore, (3) foram 

publicados a partir de 2017 em revistas com  JCR, 

(4) continham as variáveis descritas na equações 

testadas e, (5) apresentaram valores de resíduos 

padronizados para predito e observado entre -4 e 4. 

Nota-se que não houve efeito significativo 

(P > 0,05) para o teste de Mayer para todas as 

variáveis estudadas no procedimento de validação 

(Tabela 3.9), o que indica que os dados preditos 

através dos modelos propostos são iguais aos 

observados no conjunto de dados da literatura 

(Figura 3.4). Os valores de CCC e RMSE também 

são próximos entre as equações propostas. A 

equação proposta para CEM foi a que apresentou 

maior QMEP, com menor percentual de erros 

aleatórios, isso indicada que a qualidade da predição 

desse modelo é ligeiramente inferior aos demais. O 

mesmo pode ser dito ao analisar o desvio médio de -

25,7 g (P = 0,09), que foi maior ao desvio calculado 

para os demais modelos. Sendo assim, recomenda-se 

que a estimativa da PBmic ruminal deve ser 

realizada a partir do CEM apenas quando não 

houver a disponibilidade dos valores de CNDT e 

CMOd, que se mostraram mais acurados e precisos 

para predição, quando comparados àqueles obtidos a 

partir do CEM. 
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Tabela 3.8 - Estatística descritiva dos dados coletados na literatura para validação de modelos de 

regressão múltipla para estimação da produção da proteína microbiana em bovinos de 

corte em condições tropicais 
 

Item1 Min Max Média DP N 

PBmic 225,6 1025,0 533,4 182,1 66 

CNDT 2,3 7,7 4,3 1,2 66 

CMOd 2,1 7,4 4,1 1,1 66 

CPB 0,4 1,4 0,8 0,2 66 

CEM 9,9 34,0 18,9 5,2 66 
1Proteína microbiana em g/dia; Consumo de nutrientes digestíveis totais em kg/dia; Consumo de matéria orgân ica digestível total 

em kg/dia; Consumo de proteína bruta (kg/dia); Consumo de energia metabolizável (Mcal/dia);Valor médio; 2Desvio padrão; 
3Máximo; 4Mínimo. 
 

 

 

 

As equações propostas para determinação 

da proteína microbiana podem ser utilizadas para 

cálculo desta fração considerando diferentes cenários 

(Figura 3.3) em que há variação tanto do consumo 

de PB quanto da energia, e tais equações são 

utilizadas neste sistema para empregar a 

transformação das exigências de proteína líquida e 

metabolizável em exigências de PDR e PNDR, bem 

como na estimativa das exigências de proteína bruta 

em diferentes grupos de bovinos de corte. 
 

 

 
 

 

 

 

Figura 3.4 - Valores de PBmic  observados e preditos a partir das equações propostas a partir do CMOd, 

CEM e CNDT em bovinos de corte 
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Tabela 3.9 - Validação de modelos preditos para determinação da PBmic (g/dia) em bovinos de  corte, a partir 

do consumo de PB e consumo de energia em três diferentes apresentações (NDT, MOd e EM), 

utilizando médias de tratamento de 16 trabalhos publicados (n= 66) coletados da literatura 
 

Item1 CNDT CMOd CEM 

Teste de Mayer    

Intercepto 5,39 46,5 31,89 

Inclinação 1,01 0,91 0,89 

P-valor 0,85 0,61 0,13 

RMSE 117,9 113,6 121,4 

CCC 0,73 0,77 0,74 

QMEP 13909 12914 22704 

Vício médio % 0,50 0,02 4,5 

Vício sistemático % 0,01 1,52 1,7 

Erros aleatórios % 99,5 98,5 93,81 

Média predita    

Desvio médio -8,06 1,79 -25,7 
 

 
 

RESUMO DE EQUAÇÕES 
 

o Estimação da contaminação microbiana de volumosos incubados in situ: 

• APBCC = 1,99286 + 0,98256 × APBSC 

• BPBCC = -17,2181 – 0,0344 × BPBSC + 0,65433 × PB + 1,03787 × FDN + 2,66010 × 

PIDN – 0,85979 × FDNi 

• kdPBCC = 0,04667 + 0,35139 × BPBSC + 0,0020 × PB – 0,00055839 × FDN – 0,00336 × 

PIDN + 0,00075089 × FDNi 

•  
 

o Correção nas estimativas da PBMic estimadas a partir de ensaios com sistema de 

indicador único e duplo: 

•  

•  
 

o Fração endógena de derivados de purinas na urina em zebuínos: 0,30 mmol/kg0,75 
 

o Excreção diária de ácido úrico na urina a partir da excreção diária de alantoína na 

urina 

•  
 

• Estimação da excreção diária de creatinina na urina em bovinos:  

•  
 

• Predição do fluxo de PBmic para o intestino delgado: 

• PBmic = - 53,07 + 304,9 × CPB + 90,8 × CNDT – 3,13 × CNDT2 
 

• PBmic = - 84,87 + 328,7 × CPB + 28,3 × CEM – 0,25 × CEM2 
 

PBmic = - 93,62 + 381,7 × CPB + 90,7 × CMOd – 3,13 × CMOd2 
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fibrosa e da proteína bruta de forrageiras. Pesquisa 
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