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Abstract

The quantification of the microbial protein synthesis in the ruminants is of great importance to assess the nutritional
quality of the diets. The determination of microbial synthesis is achieved through the use of microbial markers,
which are classified: internal (by-products of rumen microorganisms) and external (substances administered
to animals that are incorporated by rumen microorganisms). Although some advances has occurred lately an
ideal marker still need to be developed. So the objective of this review is to detail each of the techniques for
estimating microbial protein synthesis in the rumen, and discuss the results obtained using each technique.
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Resumo

Quantificar a sintese de proteina microbiana em animais ruminantes € de grande importancia para avaliar a qualidade
nutritiva das dietas. A determinacdo dessa sintese se obtém por meio da utilizacdo de marcadores microbianos, 0s
quais sao classificados em internos (subprodutos dos microrganismos ruminais) e externos (produtos administrados
aos animais que sdo incorporados pelos microrganismos) e técnicas indiretas. Embora tenham ocorrido avangos
ainda nao se tem o marcador ideal. O objetivo desta revisao ¢ detalhar a cada uma das vantagens e desvantagens
das técnicas para estimar a sintese de proteina microbiana no rimen e discutir os resultados obtidos utilizando cada
técnica.

Palavras-chave

Acidos nucléicos, marcadores externos, marcadores internos, purinas.

Resumen

La cuantificacion de la sintesis de proteina microbiana en los rumiantes es de gran importancia para evaluar la
calidad nutricional de las dietas. La determinacion de la sintesis microbiana se logra a través del uso de marcadores
microbianos que se clasifican como: Internos (subproductos de los organismos de la panza) y externos (sustancias
administradas a los animales que son incorporadas por los organismos de la panza). Aunque tltimamente ha habido
algunos avances, aun es necesario desarrollar un marcador ideal. Asi que el objetivo de esta revision es detallar
cada una de las técnicas usadas para estimar la sintesis de proteina microbiana en la panza y discutir los resultados
obtenidos al usar cada técnica.

Palabras Clave

Marcadores externos, marcadores internos, dcidos nucleicos, purinas

na nutricdo protéica dos ruminantes. A quantificagdo da
proteina microbiana no rimen como resultado da
fermentacdo microbiana ¢ de interesse porque ha

Introducao

O aumento na producdo de ruminantes pode ser
obtido através da maximizacao da eficiéncia microbiana
ruminal. Trabalhos de pesquisa indica que a proteina
microbiana ruminal (PMR) responde, em média, por
59% da proteina que chega ao intestino delgado®. Essa

] . . - ou externos. O objetivo desta revisdo ¢ detalhar e
proteina pode ser estimada por meio do conhecimento da ,J . )
9 descrever cada técnica, analisar as vantagens e

sintese microbiana %°. . ,

desvantagens de cada uma para uatificar a sintese de
proteina microbianano rumen e discutir os resultados
obtidos utilizando cada técnica.

evidencias que esta pode ser influenciada pela dieta ’.
Os estudos para determinar a contribuicao das proteinas
microbianas como fonte de proteina para o hospedeiro
utiliza marcadores microbianos, que podem ser internos

A importancia da proteina microbiana na nutri¢ao de
ruminantes esta relacionada ao fato desta ser uma fonte
de alta qualidade de aminoacidos (AAs) disponiveis

para a absor¢do, possuir uma digestibilidade aparente
intestinal de aproximadamente 85% e um perfil de AAs
essenciais semelhantes aqueles do leite e dos tecidos.

A determinagdo ou a estimativa do suprimento de
proteina microbiana ¢ uma importante 4drea de estudo

Microrganismos ruminais

Os ruminantes ndo podem sintetizar celulose, mas
podem digeri-la da parede celular de plantas nao
lignificadas,por meio da fermentacdo ruminal. Além
disso, tém desenvolvido uma endosimbiose com o0s

‘ [47 ] Revista CES Medicina Veterinaria y Zootecnia / Volumen 6 / NiUmero 1 / Enero - Junio de 2011 / ISSN 1900-9607
L ‘ .




microrganismos, o que lhes permite viver de uma dieta
cuja principal fonte de carboidratos é a celulose 2.

O ecossistema ruminal ndo pode ser definido em
termos de energia metabolizavel ou energia bruta, somente
pode ser descrito pela quantidade de bactérias proprias
e pelos produtos finais da digestdo ?/; assim, a taxa de
degradacdo da proteina no rimen estd influenciada pela
acdo proteolitica dos microrganismos ruminais e pelo
fluxo do conteudo ruminal 7.

As populagdes de microrganismos variam dentro do
mesmo animal segundo o tempo percorrido depois
da ultima ingestdao do alimento, nos dias apos, e entre
animais com igual alimentagdo em diferentes paises /.
As bactérias criam uma associacdo juntando-se com
microrganismos afins, onde um microrganismo usa 0s
produtos finais do outro para seu crescimento.

Existem marcadas interacdes entre o0s protozodrios
e as bactérias, assim muitos protozoarios ingerem e
digerem as bactérias produzindo uma diminuigao
da biomassa bacteriana, podendo reduzir a taxa de
colonizacdo das particulas do alimento pelas bactérias.
Por outro lado, os protozodrios competem eficientemente
pelos agucares soluveis e pelo amido com as bactérias,
armazenando carboidratos dentro de suas células 34, Para
calcular a contribui¢@o da proteina verdadeira microbiana
digestivel (PVMD) no intestino delgado, ha necessidade
do conhecimento da producdo de proteina microbiana.

Marcadores microbianos

Os marcadores microbianos podem-se classificar em
dois grandes grupos: marcadores internos e externos. Os
marcadores internos sdo constituintes das células
microbianas e por isso ndo precisam ser administrados
aos animais experimentais. Por outro lado, os marcadores
externos devem ser administrados aos animais
experimentais para que sejam incorporados pelos
microorganismos ruminais.

Marcadores microbianos internos

Os principais marcadores internos sdo: Derivados
de Purinas, dacidos nucléicos (&cido ribonucleico
(ARN) e acido desoxirribonucléico (ADN)),

acidodiaminopimélico (DAPA), 4acido aminoetilfos-
fonico (AEPA), perfis de aminoacidos e o ATP. Nesta
revisdo faremos énfase nas primeiras duas técnicas,
por serem as mais utilizadas e aceitas na atualidade.

Derivados de purinas. A obtencdo de dados da producao
de proteina microbiana no ramen tem sido dificeis,
principalmente pelo fato que os métodos estabelecidos
sdo trabalhosos, demorados e requererem animais
implantados cirurgicamente com canulas’®. As pesquisas,
ao longo dos ultimos anos, confirmaram a relacdo entre
producgdo de proteina microbiana e excre¢do urinaria de
derivados de purinas, porem assumiu-se que a absor¢ao
de purinas estaria condicionada a quantidade de proteina
microbiana, estimada a partir da excre¢dao urinaria dos
derivados de purinas (alantoina, acido trico, xantina e
hipoxantina) /2.

Por outro lado foi observada correlagdo positiva entre o
fluxo de N microbiano e a excregao urinaria de derivados
de purinas, comparando os métodos dos acidos nucléicos
microbianos ¢ a excre¢do de derivados de purinas na
urina, observando uma alta correlagdo ?°. Também foi
relatado que a excrecdo urinaria de derivados de purinas
apresentou correlagdo positiva na estimativa do fluxo de
N microbiano no duodeno /# %%,

A excre¢do de derivados de purinas estd diretamente
relacionada com a absor¢do de purinas e, com o
conhecimento da relagdo N purina: N total, na massa
microbiana, a absorcdo de N microbiano pode ser
calculada a partir da quantidade de purina absorvida,
que ¢ estimada por intermédio da excregdo urinaria de
derivados de purinas °.

A excrecdo urinaria de derivados de purinas, pelos
ruminantes, pode ser usada para estimar o fluxo
intestinal de proteina microbiana, uma vez que a
excre¢ao endogena de derivados de purinas e a relacao
quantitativa entre a excrecdo de derivados
de purinas e a absorcdo de purina tenham sido
previamente determinadas’. Segundo o0s mesmos
autores, hd diferengas no metabolismo das purinas,
sendo ja estabelecido que ovinos ¢ Bos taurus diferem
quanto ao nivel de excre¢do enddgena de purinas e a
habilidade de utilizacdo de purinas de origem exogena.

As purinas sdo prontamente absorvidas como
nucleosideos e bases livres no limen do intestino
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delgado e estdo sujeitas a degradag¢do extensiva por
enzimas especificas, como guanina deaminase, adenosina
deaminase e xantina oxidase, em sua passagem pela da
mucosa intestinal. E importante salientar que a extensio
desta degradacdo determina a disponibilidade metabdlica
das purinas a serem utilizadas pelos animais .

Tem-se, por intermédio da acdo da enzima-chave na
degradacao das purinas, a xantina oxidase, a conversao
de hipoxantina em xantina e 4cido urico; este, entdo, ¢

degradado em alantoina, pela agdo da urease °.

Na urina de bovinos, ambas as purinas enddgenas
e exbdgenas tém composicdo semelhante de,
aproximadamente, 85% de alantoina e 15% de acido
urico; xantina e hipoxantina ndo estdo presentes em

quantidades significativas na urina de bovinos 7.

A excrecdo urindria de derivados de purinas pode
ser considerada método simples e ndo-invasivo para
estimar a produgao microbiana, entretanto, de acordo com
Pérez et al. (1996) /?, seu uso necessita de validagio pela
comparagao de estimativas com outras técnicas.

A técnica de determinagdo de derivados de purinas (DP)
para estimar a sintese microbiana assume que todos os
acidos nucléicos de origem dietética sdo degradados
no rimen e que, portanto, todos os acidos nucléicos
que deixam o rumen sdo essencialmente de origem
microbiana. A Figura 1 abaixo mostra de modo
esquematico o principio deste método. As purinas dos
acidos nucléicos microbianos entdo sdo absorvidas,
degradadas e excretadas na urina como seus derivados
(produtos de degradagdo), hipoxantina, xantina,
acido urico e alantoina, conforme pode ser observado na
Figura 2. A excrecao de DP ¢ diretamente proporcional a
absorgdo de purinas ‘.

. oq acidos nucléicos

_—F derivados p excrecdo

® ¢ ¢ dietéticos . B
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5 . .

nl{l:leu:.os P ’ PR

microbianos ¢ e T

\‘degradadus

Figura 1. Representagdo esquematica do principio do
método de determinacao da excre¢ao urinaria de DP
para estimativa da sintese microbiana em ruminantes®

Os DP urinarios compreendem, portanto, hipoxantina,
xantina, acido urico e alantoina (Figura 2). Estes quatro
estdo presentes na urina de ovinos, caprinos, cervideos
e lhamas, mas apenas acido urico e alantoina sdo
excretados por bovinos e bubalinos. Isto porque bovinos
e bubalinos tem uma alta atividade de xantina oxidase na
mucosa intestinal, degradando, portanto, as bases puricas
a seus derivados mais distantes: acido urico e alantoina.
Nos ovinos, a concentragdo de xantina oxidase no tecido
intestinal ¢ minima °.

Diferengas especificas no metabolismo das purinas tem
sido observadas (26). E importante notar que diferentes
equacdes sdo necessarias para cada espécie animal. As
equagoes desenvolvidas e validadas ate o momento
sd30 para ovinos € bovinos 32, Cabe salientar que foram
desenvolvidas para animais europeus. Os resultados
recentes demonstram que a excre¢do de DP por animais

zebuinos ¢ relativamente menor 26,

As principais limitagdes desta técnica residem no fato
de estar baseada em duas suposicdes. A primeira ¢ que
todo acido nuclé€ico que chega ao intestino delgado ¢ de
origem microbiana. Assumir tal fato ndo compromete a
maioria dos estudos, pois realmente os acidos nucléicos
dietéticos sdo rapidamente e extensivamente degradados
no rumen. Porem had exce¢des que ndo podem ser
desprezadas. Para certos alimentos de origem animal,
principalmente farinha de peixe, tal fato ndo se aplica.
O segundo ponto de limitacdo refere-se a relagdo entre
purinas e proteina nos microrganismos ruminais ser
constante. Ate 0 momento, nao ha informacao suficiente
para tal afirmacao.

Para as coletas de urina, com dura¢ao de 24 horas,
podem-se utilizar funis coletores, adaptados aos animais,
conforme metodologia descrita por Valadares et al. 30.
Da urina total coletada em recipiente contendo 200
mL de H2SO4, a 10%, no periodo de 24 e 12 horas,
apos pesagem e homogeneizacdo, se obtém aliquotas
de 100 mL. Estas amostras devem ter o pH ajustado
abaixo de 3 e foram diluidas 3 a 4 vezes, para evitar
destruicao bacteriana dos derivados de purinas urinarios
e precipitag¢do do 4cido urico.
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Figura 2. Formacao dos DP a partir da degradagdo dos
nucleotideos puricos®.

As analises de derivados de purinas (alantoina, acido
urico, xantina e hipoxantina) podem ser feitas pelo
método colorimétrico, conforme técnica /, descrita por
Chen y Gomes (1992) °. A determinacdo de alantoina
foi descrita por Young e Conway (1942) 3°, e baseia-se
na hidrolise alcalina a 100 °C da alantoina a acido
alantdico, que, posteriormente, ¢ convertido em uréia
e acido glioxilico em solucdo acida. O 4cido glioxilico
reage, entdo, com hidrocloreto de fenilhidrazina, para
produzir fenilhidrazona do acido. O produto forma
um cromogeno instavel, com ferricianeto de potéssio,
que pode ser dosado, colorimetricamente, a 522 nm.

O método descrito por Fujijara et al. (1987) !/, para
determina¢do de &cido urico, baseia-se no tratamento
da amostra de urina com, urease resultando em
alantoina, que ndo absorve ultra-violeta (UV) a 293 nm.
Entdo, a redu¢ao na leitura de absorbancia a 293 nm
foi correlacionada com a concentragao de acido trico.
Para determina¢do de xantina e hipoxantina, pode-se
converter em acido urico pela xantina oxidase e medidas
como acido urico a 293 nm 6,

A técnica de determinacao da producdo de proteina
microbiana pelas bases purinas, usando coletas de
digestas de abomaso, pode ser adotada em experimentos
simultaneos de digestibilidade. Aproximadamente, dois
litros de digesta de rimen de cada animal devem ser
coletados via fistula ruminal, e as bactérias isoladas °.
Ao final dos experimentos, devem ser feitas amostras
compostas para cada ragdo e, para medir a produgdo de
biomassa microbiana, deve-se utilizar as bases purinas,
determinadas 7.

O método da excregdo urinaria de derivados de purinas
pode ser utilizado para estimar a producdo de proteina
microbiana com seguranca. A produ¢do de proteina
microbiana pode ser estimada em fun¢do do consumo
de matéria seca, consumo de NDT e da porcentagem de
fibra em detergente neutro da ragio %>

Acidos nucléicos (ADN e ARN). A utilizacdo do
ADN e especialmente do ARN sdo baseadas nas altas
concentragdes destas substdncias que apresentam
0s microrganismos ruminais 4. Sua utilizagdo como
marcadores microbianos remonta-se aos anos sessenta,
quando diversos autores observaram que a sintese de
proteina microbiana no rimen estava relacionada com o
fluxo total de polinucledtidos . Posteriormente tem-se
utilizado como marcadores microbianos o total de acidos

nucléicos 273 0 ADN / e 0 ARN /6 18

Os dados sobre o contetdo em ARN das bactérias
mostram variagao bastante acentuada, de 3,5 ¢ 5,0 g/100
g MS para bactérias aderentes e livres, respectivamente /8
até 12 g/100 g MS /3. Esta variagdo em parte ¢ atribuida
aos diferentes métodos de analise utilizados, mas,
por outro lado, reflete também o nivel de atividades

metabodlicas das bactérias 2.

Para a estimativa da eficiéncia de sintese de compostos
nitrogenados microbianos, pode-se utilizar as bases
purinas como indicador microbiano, determinando-se
a concentracdo do N-purinico ou ARN equivalente em
isolado de células bacterianas ruminais de amostras
de digesta de rimen e abomaso “7. Segundo estes
ultimos autores, o procedimento combina métodos por
hidrolise de nucleotideos com acido perclorico seguido
por precipitacdo de purinas livres com nitrato de prata,
para a separagdo das purinas de outros compostos. O

procedimento ¢ rapido, simples, preciso e econdmico.

A passagem duodenal de N microbiano ¢ estimada por
este procedimento seguindo alimentacdo com dietas
purificadas e semipurificadas. A degradacao rapida de
acidos nucléicos dietéticos no rumen 7 conduziu ao uso
amplo de acidos nucléicos ou de suas bases constituintes,
as purinas ou as pirimidinas como marcadores para
a determinacdo da sintese microbial da proteina no
ramen. A quantidade de compostos nitrogenados (N)
no abomaso pode ser calculada dividindo-se o fluxo
abomasal de N-ARN pela relagdo N-ARN/N-total das
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bactérias isoladas no rumen. Determinando o fluxo
de MS bacteriana no abomaso pela relagcdo entre o N
microbiano no abomaso e a porcentagem de N na MS
microbiana.

Marcadores microbianos externos

Os marcadores microbianos externos precisam ser
administrados aos animais, para que estes sejam
incorporados pelos microrganismos ruminais. O
procedimento consiste em colocar uma infusao continua
do marcador no raimen dos animais, durante uma periodo
experimental ate alcancar condi¢cdes de equilibrio.
Os principais marcadores externos sio °N, 3P e 3°S

321:)

A utiliza¢do de radiofosforo (3?P) para a determinagio da
sintese microbiana tem mostrado ser bastante eficiente.
Por meio da coleta de amostra do liquido do rimen
pode-se medir a taxa de incorporagdo do radiofosforo in
vitro, avaliando dessa maneira a atividade microbiana.

O método baseia-se na relagdo entre a incorporacao do
fosforo na matéria microbiana e a sintese de proteina,
utilizacdo de amonia e producao de acidos graxos lateis,
em curtos periodos de incubagdes usando ’P como
marcador 3/ 33

A técnica in vitro de incorporagdo de ’P para estimar
sintese microbiana baseia-se na incubagdo de uma
pequena quantidade de amostra com liquido ruminal
em meio tamponado e uma diminuta quantidade
de radioféosforo como marcador de proteina
microbiana. Com base na atividade especifica
do fosforo soluveis (AE) e na incorporagdo do
radiomarcador pelos microrganismos, ¢ possivel
calcular a quantidade total de massa microbiana gerada.

15N

A sintese microbiana ¢é determinada in vivo, com
a utilizagdo do isotopo pesado do nitrogénio (°N).
Uma fonte enriquecida em ’°N (sulfato de amonio
marcado, por exemplo) ¢ fornecida aos animais, ou,

ainda, colocada diretamente no rumen. Esta fonte ¢
metabolizada pelos microrganismos do rimen e proteinas
microbianas sdo sintetizadas com o nitrogénio marcado.
Nas amostras da digesta coletadas no duodeno,
determina-se entdo, a quantidade de proteina microbiana
que passa para o restante do sistema digestorio 7. O
N inorganico tem sido usado amplamente como um
indicador para quantificar a produg¢do de proteina bruta
microbiana em vivo, o mesmo autor relata as diversas
vantagens que resultam em utilizar o °N como um
marcador externo. 1) porque o N é um is6topo estavel
e ndo ¢ um perigo ambiental. 2) geralmente, °N
ndo ¢ encontrado na dieta acima do enriquecimento
natural; de ai que, dosagem intraruminal com sais
do aménio N em estudos a curto prazo marcaram
somente N. 3) °N inorgéanico ¢ relativamente barato “.

358

O isétopo *'S inorganico pode infundido no rimen e ser
incorporado na proteina bruta microbiana. Os métodos
tipicos envolvem dosagem de Na2*’S0+no ramen, onde
¢ reduzido a sulfito *’S e logo € incorporado na proteina
bacteriana através da sintese de novo de cistina e de
metionina. O *’S sera incorporado também em outros
compostos de enxofre, tais como a co-enzima A.
Indiretamente, o 'S marcara proteinas de protozoarios.
Uma amostra “tipica” de microbios ruminais deve ser
isolada para fornecer a relacdo padrdo do indicador.
Todavia, a radioatividade acumulada nos tecidos e no
leite impossibilita seu uso no alimento. Assim, o uso
rotineiro de *S como um indicador microbiano em vacas
leiteiras seria inconveniente por causa dos problemas da
eliminacdo “.

Conclusoes

A utilizagdo de metodologias para conhecer a sintese
microbiana no rumen, tem trazido informagdes
importantes para o entendimento e analises de novos
alimentos, subprodutos e aditivos na nutricio de
ruminantes. Os marcadores microbianos mais utilizados
sd0 os derivados de purinas, os acidos nucléicos (ARN)
e o N, os trés tém sido propostos como marcadores
de elei¢dao por varios autores. Todavia, sdo escassas as
pesquisas comparando estes marcadores, para avaliar a
correlacdo entre eles. Na atualidade a técnica das purinas
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¢ mais utilizada devido as vantagens que esta fornece.
O N apresenta principalmente problemas econdmicos,
pelo alto preco do isétopo e da posterior analise que
precisa o método. A recomendac¢ao na hora de determinar
a sintese microbiana ¢ utilizar mais de um marcador.
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