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RESUMO

Rosati, A. F. R. Efeito do fosfato bicalcico ou monoambnico sobre a
digestibilidade ruminal do feno de coast-cross. [Effects of dicalcium or
monoammonium phosphate on ruminal digestibility in situ of coast-cross hay]. 2009. 62 f.
Dissertagao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2009.

Foram avaliados os efeitos do fosforo proveniente das fontes Fosfato Bicalcico (FBC) e
Fosfato Monoamdnico (FMA) sobre a digestibilidade ruminal in situ do feno de coast-
cross (Cynodon dactylum) e a solubilidade das mesmas fontes de P, através de estudo
in vitro. Doze carneiros machos, castrados, mesticos da raga Sulfock, dotados de
canulas ruminais, foram empregados por um periodo experimental dividido em duas
etapas: a primeira avaliou a solubilidade in situ do fosforo proveniente das duas fontes
em trés diluentes distintos, sendo liquido ruminal obtido de animais recebendo feno e
concentrados, liquido ruminal obtido de animais recebendo apenas feno e solugao de
acido citrico a 2%. Para quantificagéo da solubilidade do FMA e FBC no liquido ruminal
foi formado um “pool” distinto dos liquidos de cada grupo quanto aos alimentos
oferecidos. Em seguida as mostras foram dissolvidas nos diluentes e determinou-se a
concentragao de fosforo total no meio, a partir da leitura da absorbancia em
espectrofotbmetro. A segunda etapa foi desenvolvida para avaliar o efeito da
disponibilidade do fosforo das duas fontes sobre a digestibilidade ruminal in situ do
mesmo feno de coast-cross. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado composto por dois tratamentos: Fosfato Bicalcico e Fosfato Monoamaénico.
A digestibilidade da matéria seca e da fibra em detergente neutro foi calculada pelo
emprego da técnica dos sacos de nailon incubados no rumen durante 6, 12, 24, 48, 72
e 96 horas. O fosfato monoaménico apresentou maior disponibilidade no liquido ruminal
em relacdo ao bicalcico (P<0,05). No entanto, essa diferenga na concentragédo de P
disponivel no liquido ruminal ndo promoveu aumento significativo na digestibilidade in
situ da FDN ou da MS do feno.

Palavras-chave: Fosfato monoamdnico. Fosfato bicalcico. Digestibilidade. Solubilidade.



ABSTRACT

ROSATI, A. F. R. Effects of dicalcium or monoammonium phosphate on ruminal
digestibility of coast-cross hay. [Efeito do fosfato bicalcico ou monoaménico sobre a
digestibilidade ruminal do feno de coast-cross]. 2009. 62 f. Dissertagcao (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo,
Pirassununga, 2009.

The effects of phosphorus from Dicalcium Phosphate (DCP) or Monoammonium
Phosphate (MAP) sources were evaluated on in situ ruminal digestibility of coast-cross
hay (Cynodon dactylum) and also their solubility using in vitro study. Twelve Suffolk
crossbred wethers were used, fitted with ruminal cannulas. The experimental period was
divided into two stages: the first one evaluated the in situ solubility of the two sources of
phosphorus in three different extractors: ruminal fluid from animals receiving roughage
plus concentrate-based diet; ruminal fluid from animals receiving only roughage-based
diet; and 2% citric acid solution. To quantify the solubility of DCP and MAP in rumen fluid,
a pool of fluid from each group, relating to the feed offered, was formed. The samples
were dissolved in solvents and total phosphorus concentration was determined, by
reading the absorbance in a spectrophotometer. The second stage evaluated the effect
of phosphorus availability from the two sources used on in situ ruminal digestibility of the
coast-cross hay. A completely randomized design was used, composed by two
treatments: Dicalcium Phosphate and Monoammonium Phosphate. Digestibility of dry
matter and neutral detergent fiber was calculated, applying in situ nylon bag technique,
with incubation time of 0, 6, 12, 24, 48, 72 or 96 hours. Monoammonium phosphate
showed higher availability in ruminal fluid than dicalcium phosphate (P<0,05); however,
this difference in the concentration of phosphorus available in ruminal fluid did not cause

significant increase on in situ digestibility of NDF or DM of hay.

Keywords : Monoammonium phosphate, Dicalcium phosphate, Digestibility, Solubility.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, sendo o maior
exportador deste tipo de carne. No entanto, os indices de produtividade sdo pouco
expressivos, em parte pelo baixo desempenho estar relacionado ao modelo de
exploragédo extensiva, baseado muitas vezes apenas nas pastagens. As razdes para o
baixo desempenho sao variaveis, destacando-se as deficiéncias minerais como fatores
importantes.

Entre as deficiéncias minerais, o fésforo destaca-se pela sua deficiéncia em
nossos solos e pastagens, por suas variadas fungdes no organismo animal e pelo custo
consideravel que implica a correcdo de sua deficiéncia. Contudo, embora a
suplementacdo fosfatada seja necessaria na criagdo de bovinos, sua relagao
custo/beneficio deve considerar o valor das fontes do mineral com a disponibilidade do
mesmo, ganhando importancia a nogao de biodisponibilidade do P para suplementacao
animal.

Outro aspecto de interesse refere-se a solubilidade do fosforo provido por
diversas fontes, quando no liquido ruminal. Tomando-se como exemplo o fosfato
monoamdnico (FMA) e o fosfato bicalcico (FBC) como fontes, a quantidade solubilizada
no conteudo ruminal seria um possivel fator de interferéncia no metabolismo da
microbiota do rumen, no sentido de bactérias celuloliticas poderem exercer suas
fungdes de maneira diferenciada.

O emprego do FBC e FMA, neste experimento, baseou-se em averiguar se

diferencas de solubilidade do P dessas duas fontes resultariam em diferengcas no
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aproveitamento do mineral pela microbiota do rumen, que pudessem repercutir na

digestibilidade de fra¢des fibrosas das ragdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia dos minerais na alimentac&o animal

Mineral é a classificagcdo dada aos elementos inorgéanicos, isto €, aqueles que
nao possuem em sua composigao carbono, hidrogénio, oxigénio ou nitrogénio. Alguns
minerais sao essenciais a manutencdo da homeostase do organismo dos animais
domeésticos, sendo parte deles exigidos diariamente e em maiores concentragdes, como
€ o calcio, fosforo, soédio, enxofre, potassio, cloro e magnésio e outra parte em menor
concentragdo, como o zinco, cobre, cobalto, manganés, selénio, iodo e cromo
(MCDOWELL, 1992). A ingestao continua de dietas contendo niveis inadequados ou
desequilibrados desses minerais pode desencadear disturbios bioquimicos,
prejudicando as fungdes bioldgicas, além de causar desordens estruturais. Os efeitos
vao depender do tipo de mineral, da intensidade e duragao da deficiéncia, da idade,
condicao sexual e espécie animal exposta (NICODEMO et al., 1990).

Por tratar-se de um grande numero de elementos, com as mais variadas e
complexas fungdes, os sintomas causados pelo desequilibrio mineral da dieta ndo séo
especificos e sao facilmente confundidos com aqueles provocados pela deficiéncia de
energia e proteina (alimentacéo deficiente qualitativa e quantitativamente) ou por
problemas de saude (parasitismo, doengas infecciosas ou ingestdo de plantas toxicas)
(SOUZA, 2004).

As forrageiras tropicais apresentam deficiéncia de alguns desses minerais e,

dentre eles, o fésforo € o que mais se destaca, devido as diferentes fungbes que
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desempenha no organismo, tornando-se indispensavel a suplementagdo do mesmo ao

rebanho brasileiro (LOPES, 1986).

2.2 Fo6sforo

Descoberto e isolado em 1669 por Brand, na Alemanha (SHEVE et al., 1977), o
fésforo € o elemento quimico cujas fungdes bioldgicas estdo melhor estabelecidas.

Os primeiros estudos sobre deficiéncia mineral em bovinos no Brasil referem-se
ao fosforo e foram realizadas na década de 40, no Estado de Minas Gerais (TOKARNIA
et al., 1990). O primeiro diagndstico clinico ligado a deficiéncia de fosforo em bovinos
foi realizado por Giovine (1943). Menicucci (1943) foi quem deu continuidade ao estudo
através da avaliagao da concentracdo de P em amostras de sangue.

O P nado é encontrado no ambiente de forma livre porque combina-se
espontaneamente com o oxigénio. Pode ser ingerido na forma inorgénica, como mono,
di-ou trifosfato, ou na forma organica, como fitatos, fosfolipideos ou fosfoproteinas
(PIZZOLANTE, 2000). E um componente estrutural dos ossos e desempenha
importantes func¢des bioquimicas e fisioldgicas, estando envolvido em quase todas as
vias metabdlicas (LOPES et al., 1986; BOIN, 1985).

Trata-se do segundo mineral mais abundante na composi¢do dos tecidos
animais, compondo aproximadamente 1% do peso corporal, dos quais 80% presente
em o0ssos e dentes e 20% distribuidos nos tecidos moles e envolvidos no metabolismo
de maneira geral, principalmente nas células vermelhas do sangue, musculos e sistema

nervoso (SIGNORETTI et al., 1999; UNDERWOOD, 1999).
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Inimeras fungdes sao atribuidas ao fosforo, dentre elas, as principais séo a
formacado da estrutura Ossea, participacdo na formacdo de membranas celulares,
utilizacdo e transferéncia de energia na forma de ATP (LEHNINGER, 1994). Também
participa na atuacdo da composi¢cao de acidos nucléicos (DNA e RNA), essenciais para
o crescimento e diferenciacdo nuclear, atua na manutencdo da pressdo osmotica e
equilibrio acido-base, utilizagdo e transferéncia de energia nas formas de adenosina
mono, di- e tri-fosfato e formacdo de fosfolipidios, tendo como conseqiéncia a
participacdo no transporte de acidos graxos, absor¢cdo e deposi¢cdo de gorduras,
formacgéao de proteinas, além de influenciar o apetite e a eficiéncia alimentar (RUNHO et
al., 2001). Esta envolvido na formagao de colageno e mineralizagdo 6ssea, aumentando
a resisténcia ténsil dos ossos e acelerando a cicatrizacdo de fraturas. Atua no
metabolismo de glicidios e protideos, sendo componente de hexafosfatos, lecitina,
caseina, pepsina e creatina-fosfato. Participa das etapas de fosforilagdo da glicose,
componente do AMP-ciclico, ativador de coenzimas para o funcionamento de vitaminas
do complexo B, além da fungdo tamponante no liquido intracelular e nos fluidos dos rins
(PIZZOLANTE, 2000).

Para ruminantes, além das variadas fung¢des citadas, o fosforo é essencial ao
metabolismo e desenvolvimento da microbiota ruminal (BREVES & SCHRODER, 1991).

No Brasil, os solos sao conhecidamente deficientes em P e, portanto, disturbios
provocados pela sua auséncia na dieta sdo comuns e economicamente muito
importantes, principalmente ao rebanho mantido em regime exclusivo de pastagem

(TOKARNIA et al., 2000).
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2.3 F6sforo no riumen

Ospina et al. (1999), em extensa revisdo sobre o desafio de otimizar a
fermentacdo ruminal através da suplementagcdo mineral, afirmaram que os minerais
atuam como catalisadores dos processos de multiplicagao celular dos microorganismos
ruminais, sendo importantes para sintese de proteina microbiana. De outra forma, os
minerais também assumem fun¢des importantes no ambiente ruminal, afetando a
pressao osmotica, a capacidade de tamponamento e a taxa de dilui¢ao.

Barcellos (1998) citou que diversos autores tém demonstrado a importancia do
fésforo sobre a atividade dos microorganismos do rumen, salientando a diminuigdo na
producédo de acidos graxos volateis, na populagcdo de protozoarios, do rendimento de
ATP e da atividade das bactérias celuloliticas quando ocorre sua deficiéncia, por tratar-
se de um elemento essencial ao metabolismo e ao desenvolvimento da microbiota
ruminal.

No rumen sao encontradas altas concentracdes de fésforo, que variam de 200 a
600 mg/L (WITT & OWENS, 1983). Cerca de 50% a 70% do mineral presente neste
orgao tem origem enddgena, secretado principalmente pela saliva. Nesta situacao, ele
possui duas importantes fungdes: atuar como tampao, evitando a queda do pH ruminal
resultante da produgédo de acidos organicos, além de fornecer P para a microbiota do
rumen, ja que este é constituinte das paredes das células microbianas. Segundo
Hungate (1966), as células desses microorganismos contém cerca de 20 a 60 g de P/kg
de matéria seca presentes como acidos nucléicos (80%) e fosfolipidios (10%). Taxas
minimas de crescimento microbiano s&o obtidas quando a concentragao de fésforo no

meio esta entre 40 e 80 mg de P/L (CHICO et al., 1965; HALL et al., 1966).
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Trabalhos de pesquisa indicam que 0s microorganismos ruminais Sao
responsaveis por 59% da proteina que chega ao intestino delgado (CLARK et al., 1992),
denotando a importancia do estudo dos mecanismos de sintese microbiana
(VALADARES FILHO, 1995), definida como a propor¢ao de substrato energético que é
fixado como célula microbiana (DEHORITY, 1995).

Segundo Barcellos (1998), a exigéncia das bactérias celuloliticas por fésforo
pode ser tao elevada quanto as exigéncias do animal hospedeiro. No entanto, Franzolin
(1996), em revisdo de literatura sobre o assunto, observou que existem poucas
evidéncias para garantir que o crescimento microbiano no rimen seja aumentado pela
suplementacgao adicional de fésforo, quando a mesma encontra-se adequada aos niveis
minimos exigidos. Este autor, porém, ressalva que a presencga do fosforo em materiais
fibrosos tem promovido uma melhora na digestdo da celulose.

Para Breves e Holler (1987), a deficiéncia de fésforo no rumen leva a redugao da
digestibilidade da matéria organica, promovendo efeitos sobre a fermentagao, tanto no
rumen quanto no intestino, sugerindo que os microorganismos sejam afetados pela
deficiéncia do mineral independente do setor do TGI. Esta informac&o concorda com a
obtida por Raun et al. (1956), que encontraram aumento da digestibilidade in vitro com
adicado de P organico ou inorgénico no meio de incubagao.

Komisarczuk et al. (1987) avaliaram os efeitos de diferentes niveis de fésforo
sobre a fermentacao ruminal in vitro utilizando liquido ruminal de carneiro. Os autores
notaram que ao diminuirem as concentragcbes de P no meio de cultura, ocorreu
diminuicdo da produgcdo de acidos graxos volateis totais, aumento do pH e da
concentragao de nitrogénio amoniacal, bem como redugdo da concentragdo de ATP.

Neste mesmo trabalho foi observado que a necessidade de suplementacao de P para a
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digestao da celulose foi maior em relagéo a necessidade para digestdo do amido e da
hemicelulose. Young et al. (1966) encontraram resultados semelhantes a Komisarczuk
et al. (1987), constatando que a reducéo da concentracéo de fésforo no liquido ruminal
resultou em queda na producgao de acidos graxos volateis totais e alteragéo dos valores
do pH de 6,06 para 6,56.

Ao estudar a resposta de cabras em lactacdo suplementadas com niveis
diferentes de P, Petri et al. (1988) também observaram aumento do pH e queda da
concentragao de fésforo e amoénia no liquido ruminal, quando os niveis de inclusdo do
mineral na dieta estiveram abaixo do recomendado.

Milton e Ternouth (1985) induziram, em um experimento, baixa concentragéo de
P no rumen e no sangue, alta concentragdo de P no rumen e no sangue e baixa
concentragao do mineral no rimen mas alta no sangue. Os autores observaram que os
coeficientes de digestibilidade da fibra em detergente neutro nos tratamentos com baixa
concentragdo de fosforo no rumen foram 5% inferiores quando comparados aos
tratamentos com altas concentracbes do mineral. Esses dados corroboram os
resultados encontrados por Witt & Owens (1983), que ndo encontraram diferencas
significativas quanto a digestibilidade da matéria organica (64,8% e 66,9%), matéria
seca (64,8% e 67,0%) e fibra em detergente neutro (62,3% e 65,3%) quando a
concentragdao do mineral no rimen passou de 6,7 para 12,8 mmol/L, concluindo que a
digestao dos alimentos no rumen néo foi afetada pelas diferentes proporgdes de fésforo
suplementadas.

De acordo com Gratner at al. (1982), a suplementagcao de 12 g diarias de fosforo
pode levar ao aumento do consumo da matéria seca e da digestibilidade ruminal de

bovinos. Entretanto, Agarwala e Nath (1980) ndo observaram diferenga significativa
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sobre a digestibilidade ruminal de bovinos suplementados com niveis variaveis de
fésforo na dieta, em torno de 7 a 19 gramas diarias por animal. Ekelund et al. (2003)
também ndo observaram diferencas significativas sobre a digestibilidade aparente,
composicao e producio de leite ao empregarem fontes com concentragdes distintas de
fésforo a dieta de vacas de alta producgéao . Ainda, segundo Sevilha et al. (1982), o nivel
de fosforo inorganico no rimen raramente € inferior a 200 mg P/L, concluindo que a
concentragdo do mineral no interior do rimen e reticulo dificiimente é inadequada a

atividade microbiana, mesmo que a dieta seja altamente deficiente.

2.4 Absorcéo e excrecao do fésforo

A quantidade de P absorvida depende da proporcao entre calcio e fésforo da
fonte, do pH intestinal e dos niveis dietéticos de calcio, fésforo, vitamina D, ferro,
aluminio, manganés e gorduras (HIBBS et al., 1983; HORST, 1986). Ele € ingerido pelo
animal na forma de compostos organicos (fitatos, fosfoproteinas ou fosfolipideos) ou
inorganicos (mono, di ou trifosfatos). Os fosfatos soluveis, alguns insoluveis e o acido
fosforico dos compostos organicos sao dissolvidos pelo suco gastrico. Os fitatos sao
dissolvidos no rumen pela agdo das fitases produzidas pelos microorganismos
existentes nesse 6rgao.

Enquanto a absor¢do aumenta em relagdo direta ao consumo, a eficiéncia de
absorgdo decresce nos altos niveis de ingestdo de fosforo (CHALLA et al., 1989),
concluindo-se haver uma relagdo inversa entre consumo de fésforo e coeficiente de

absorgédo (CHALLA et al., 1989).
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Com a suplementacgao, o fluxo de fésforo no duodeno aumenta, levando a maior
absorcao intestinal. Entretanto, a eficiéncia liquida pode ser menor devido ao aumento
da excrecgao pelas fezes (CHALLA & BRAITHWAITE, 1988).

Alcade et al. (2004) ressaltaram ser o sinergismo entre calcio e o fosforo um dos
principais fatores que alteram a absorgdo de fésforo no intestino delgado dos
ruminantes. Estes, por sua vez, toleram grandes variagdes na razdo Ca:P da dieta, sem
apresentar depressao no desempenho, desde que se forneca a quantidade de fosforo
minima adequada. Entretanto, um longo periodo de deficiéncia do mineral e o
fornecimento de elevadas quantidades de calcio podem reduzir a absor¢do do mesmo
no intestino delgado (NICODEMO et al., 1998).

Gracgas a capacidade da microbiota ruminal em produzir fitases, os ruminantes
sdo capazes de aproveitar cerca de 85% do fosforo presente nos graos. Pode-se
considerar, em média, que 70% do fésforo na forma de fitato presente nos graos é
aproveitado por essa categoria animal (CARVALHO et al., 2003).

Apos entrar na corrente sanguinea, o fésforo circula, parte ligado a uma proteina
transportadora, parte complexado e parte na forma ionizada, seguindo pela circulagéo
até o figado, onde é redistribuido aos diferentes tecidos alvos, e parte para saliva,
integrando-se ao circuito de reciclagem. O balanco do fosforo é finalmente estabelecido
entre a retencao liquida de fosforo nos ossos e tecidos moles, a retencdo no utero
gravidico e o fosforo necessario para producao de leite (FORBES, 1983).

Nos tecidos moles ele aparece complexado geralmente na forma organica, como
componente de membranas, de DNA e RNA, além de participar do metabolismo de

carboidratos, lipidios e proteinas (TERNOUTH, 1990).
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Segundo Underwood (1981), niveis plasmaticos normais de P variam entre 4,5 e
6,5 mg P/dL. Niveis abaixo de 4,5 mg P/dL podem indicar deficiéncia do mineral. No
entanto, Ternouth (1990) afirmou que os teores de P no plasma podem variar de 2 a 8
mg P/dL sem que ocorram desordens metabdlicas importantes em curto prazo.

Scott et al. (1985) observaram efeito do P ingerido sobre os teores plasmaticos
do mineral em ovinos que receberam 2 ou 4 g P/dL. Outros autores verificaram
correlagdo positiva entre o consumo de P e as concentragbes no plasma
(BRAITHWAITE, 1984; TERNOUTH et al., 1990; BORGES, 2007), embora essa relagao
nao tenha sido observada quando os niveis do mineral na dieta estavam elevados.
Contrastando com esses resultados, outros autores ndo observaram correlagao entre o
P ingerido e o teor no plasma (LOUVANDINI, 1994).

Nos ruminantes, a principal via de excrecdo do mineral é as fezes,
correspondendo a 70% do P consumido (ABDALLA et al., 1991). A excregdo por essa
via possui duas fragbes: uma exdgena, que € a fragdo do elemento de origem alimentar
que nao foi disponivel para a absor¢cdo ou que foi disponivel e ndo absorvido
(FURTADO, 1996), e outra endégena, composta principalmente pela saliva, pelo suco
gastrico e debris celulares (BRAVO et al., 2003). Conforme Barcellos (1998), a fragcéao
da dieta que é absorvida constitui a absorcdo verdadeira, enquanto que a diferenca
entre o fésforo consumido e o fosforo nas fezes, representa a absorgéo aparente.

Portillo et al. (2006), suplementando cordeiros com peso médio de 22,6 kg com
1,5, 3,0 e 4,5 g de P ao dia tendo o fosfato bicalcico como fonte, observaram relagéao
linear entre o total de fésforo excretado e o ingerido. Silva Filho et al. (2000), ao
suplementarem novilhos com 0,12, 0,24 e 0,36% de fésforo na dieta (com base na dieta

basal), encontraram niveis de excregdo do mineral nas fezes de 4,5, 6,35 e 8,05 g/dia,
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respectivamente. A suplementacao de fosforo causou aumento linear na excrecao fecal
do mineral de acordo ao consumo.

Segundo Mudd et al. (1981), a excregao enddgena pode ocorrer pelas fezes ou
urina. No entanto, a excrecdo pela urina acontece em quantidades muito pequenas
(BRAITHWAITE, 1985; TERNOUTH et al., 1990). Os rins possuem habilidade de reter
fosfatos, sendo menos de 1% perdido pela urina. Porém, quando a concentragao
sanguinea de P ultrapassa 6 mg P/dL, a capacidade de reabsorgéo dos tubulos renais é
excedida, havendo uma perda significativa do mineral pela urina (FIELD et al.,1983;
SCOTT et al.,1984; FIELD et al., 1985).

Segundo Challa et al. (1989), as perdas urinarias de P n&o s&o relacionadas a
ingestdo do mineral, mas sim a eficiéncia de absorgao. Salviano (1996) verificou que
ovinos que consumiram 3 g de P/dL, a partir do fosfato bicalcico, excretaram menos de
11 mg P/dL via urina. Borges (2007) encontrou valores médios de excregdo em ovinos
por essa mesma via menores que 5,4 mg P ao dia, quando o consumo diario do mineral

estava entre 1,87 e 3,24 g de P.

2.5 fontes de fosforo

Fontes de origem mineral

Os fosfatos inorgénicos sao sais de acido fosforico e apresentam diferentes
propriedades dependendo de sua estrutura quimica, cristanilidade, tamanho de
particulas, pH e concentracdo de elementos contaminantes, além de muitos fosfatos

comerciais serem subprodutos ou submetidos a um tipo de processamento industrial
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considerados fatores relevantes na qualidade da fonte escolhida para alimentacao
animal (LIMA et al.,1999).

As fontes de fosforo inorganico comumente encontradas sao: acido fosférico
(24% P), fosfato bicalcico (18,5% P), fosfato de rocha (9% P), fosfato de rocha
defluorinado (18% P), fosfato diaménico (20-23% P), fosfato dissodico (20,5% P),
fosfato monocélcico (21% P), fosfato monosddico (22,4% P), trifosfato de sddio (25,3%
P), fosfato supertriplo (17,5% P), fosfato monoamoénico (21% P) e fosfato
termomagnésio (7,5% P) (LIMA et al., 1999).

O fosfato bicalcico comercial € um produto industrial resultante da neutralizagcao
do acido sulfurico, produzindo o acido fosférico que, neutralizado com o calcario ou cal
hidratada, origina o fosfato bicalcico comercial (CARDOSO, 1991). No Brasil, é a fonte
de fosforo tradicionalmente utilizada pela industria, com participagdo de 30 a 50% nos
suplementos e o maior volume de vendas (CARDOSO, 1991).

Produtos comerciais possuem proporgdes variadas de fosfato monocalcico e
bicalcico, dependendo do processamento empregado (HUYGHEBAERT et al., 1980).

Segundo Gill (1997) e Lima (1995), a qualidade do fosfato bicalcico depende do
controle no processamento industrial empregado para sua obtengdo e também das
matérias primas utilizadas, sendo que as fontes de fésforo utilizadas na alimentagcao

nao sao homogéneas.

Fontes de origem organica

O fosforo presente na natureza aparece amplamente distribuido, sendo

encontrado em todos os alimentos de origem vegetal. O maior percentual do P presente
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nos vegetais encontra-se ligado ao acido fitico e o fosforo nessa condigao é
denominado de fosforo fitico, um composto n&o hidrolisado pelas enzimas digestivas de
animais ndo ruminantes (HAYS et al.,1988; SOARES JR., 1990; LIMA, 1994;
FERNANDES, 1996; GARZILLO, 1996).

O fitato ou hexafosfato de mio-inositol (CeH1s024Ps - 1Ps), descoberto por Pfeffer
em 1872 (BILLINGTON, 1993), € a forma primaria de armazenamento do fosforo nos
vegetais, principalmente cereais, legumes e sementes oleaginosas (MAENZ, 1998).
Sua natureza anidnica de seis grupos fosfatados e peso molecular de 659,86 apresenta
grande potencial para ligar-se a cations mono e divalentes, formando complexos
quelatados com minerais, principalmente zinco, calcio, ferro e manganés, proteinas,

lipidios (COSGROVE, 1966), bem como com o amido (THOMPSON, 1984).

2.6 Biodisponibilidade do fésforo

A biodisponibilidade de um nutriente é a propor¢édo ou porcentagem do seu
consumo que pode ser absorvida pelo intestino, tornando-se disponivel para uso no
metabolismo ou para estocagem nos tecidos. Geralmente expressa em porcentagem,
ela é definida como a proporgao do nutriente que pode ser utilizada para garantir os
processos fisiologicos do animal (VELOSO, 1991). Também pode ser expressa em e
termos relativos que compara o ingrediente considerado a outro tomado como padréo,
ao qual é atribuido um valor de 100% (LOPES & TOMICH, 2001).

Nenhum composto fosfatado apresenta o fosforo completamente disponivel.

Assim, supdem-se que a biodisponibilidade varia entre as diversas fontes de fosforo e
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que essas variagoes, quando medidas, tem alta importancia na selecao das fontes mais
convenientes (VELOSO, 1991).

Diante da variedade de fontes de fosforo existentes, tem-se trabalhado muito na
determinagédo da biodisponibilidade do elemento, como também o uso em dietas de
animais. O aproveitamento é medido pela biodisponibilidade e refere-se a proporgao,
dentro de um composto, que pode ser empregada para garantir 0os processos
fisiologicos do animal (VELOSO, 1996).

Considerando ser o aproveitamento do fésforo dependente da solubilidade que
apresenta no ponto de contato com as membranas onde € absorvido e dos fatores que
agem para manté-lo em solugdo (MACIEL & LEBOUTE, 1978), a fragcdo absorvida é
diretamente proporcional a quantidade do mineral ingerida e solubilizada (FIELD, 1981).
A determinacdo de solubilidade €&, desta forma, muito importante na avaliagdo da
biodisponibilidade de fontes utilizadas na alimentagao animal.

Entre as fontes de fosforo inorganico mais comumente encontradas estdo o
fosfato bicalcico (18,5%) e fosfato monoaménico (21%) (LIMA et al., 1999).

Segundo Fernandes et al. (1996), devido a existéncia de ampla variagdo na
disponibilidade biolégica de fésforo em suplementos comerciais economicamente
importantes, & fundamental conhecer esta disponibilidade de forma a permitir a
suplementagéo segura para os animais, como também em extensdo ao meio ambiente,
através da diminuicdo da excre¢cao do mesmo pelos animais.

A portaria brasileira MAA/SDR n° 20 de 1997, vigente até o ano 2000,
determinava a obrigatoriedade da indicag&o de solubilidade do fésforo em acido citrico
a 2% para as fontes utilizadas na composi¢éo basica dos suplementos minerais, sendo

90% o valor minimo aceitavel. No entanto, a portaria SDR n° 06 de 04/02/2000 revogou
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os artigos 2° e 3° da portaria n° 20, suspendendo essa obrigatoriedade e permitindo o
uso de fontes n&o convencionais de fosforo, como o fosfato de rocha e fosfatos
supertriplos, na alimentacédo animal.

A biodisponibilidade do fésforo varia principalmente com a forma da molécula de
fosfato. No entanto, fatores como a proporcdo de Ca:P e interacdo com outros
elementos podem afeta-la. Assim, dois fosfatos podem ser equivalentes no teor de
fésforo, porém, diferirem na disponibilidade (VITTI et al., 1991). SULLIVAN et al. (1992)
ressaltam que o valor de disponibilidade varia também com o método empregado para
determina-lo e com o tipo de fosfato testado.

O conteudo total de um determinado elemento na fonte necessita ser qualificado
por um fator que indique sua disponibilidade biolégica. O elemento precisa passar pelos
processos de digestdo, absorgcao e transporte até ficar disponivel para exercer suas
fungdes (MCGILLIVRAY, 1978). A concentracao de fosforo em um alimento tem pouco
significado nutricional, a ndo ser que seja acompanhada de informagdes sobre sua
disponibilidade biologica (MABE, 1997).

A biodisponibilidade, expressa em porcentagem, indica quanto do elemento é
efetivamente destinado a uma fungdo biolégica, comparado a um fosfato padréo
(LOPES, 1986). Sua variagdo em alimentos vegetais depende de fatores como tipo de
dieta adotada (GILLIS, 1962), nivel de vitamina D (FRITZ et al., 1968), relagéo calcio e
fésforo (Waldroup et al., 1965), duracado do periodo experimental (AMMERMAN et al.,
1961), tamanho da particula da racéo (GRIFFITH, 1970), diferengas no estado fisico de
hidratacdo e modificagao cristalina dos fosfatos (PEELER, 1972), escolha do fosfato
utilizado como padrao (NELSON et al., 1964) e metodologia empregada para a analise

do fésforo disponivel (SULLIVAN, 1990).



26

Existe discordancia na correlacdo entre valores de solubilidade e
biodisponibilidade (GILLIS et al., 1962; SULLIVAN et al., 1992). Além disso, manuais de
fertilizantes, como o do LANARYV (Laboratério Nacional de Referéncia Vegetal; Analise,
1983), apresentam para cada diluente uma rotina diferente quanto a diluicdo e ao
tempo de extracdo. Por isso, torna-se incorreto comparar a eficiéncia de um diluente
quando existem tantas variaveis envolvidas.

De acordo com Guéguen (1995), a diversidade de métodos e formas de
expressao da biodisponibilidade de fosforo € motivo de discussao pelos técnicos e pela
industria de racdes. Este problema deve ser resolvido como primeiro passo para se
regular a oferta alimentar a necessidade do animal (JACKSON et al., 1988). Os
métodos para avaliacdo da biodisponibilidade de fésforo nos alimentos e nas fontes de
suplementagdo podem, segundo Guéguen (1995) e Nicodemo et al. (1998), serem
classificados como in vivo e in vitro. Estudos in vivo sobre o valor biolégico ndo séo
usados como provas de rotina na industria de suplementos minerais. Assim, sao
tomados valores comparativos com base na reatividade e solubilidade de diferentes
fosfatos usados na alimentag&o animal.

As técnicas in situ utilizam solugdes quimicas e fluidos biolégicos como diluentes,
sendo comumente utilizadas solugdes de &cido citrico a 0,5% (YOSHIDA et al., 1979) e
2% (GUEGUEN, 1970), acido cloridrico, liquido abomasal e ruminal (NICODEMO et al.,
1995), além da técnica de rumen artificial ANDERSON et al., 1956).

A solubilidade em acido citrico a 2%, de acordo com o método convencional,
proposto por Guéguen, vem sendo a mais utilizada para predizer o valor biolégico dos

fosfatos (DUARTE et al., 2003). No entanto, Yoshida et al. (1979) recomendam o uso
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de acido citrico a 0,5% como um procedimento valido, simples, rapido e pratico para a
determinacgao da solubilidade de fosfatos alimentares.

Os métodos in vivo mensuram os parametros biolégicos e/ou o desempenho
zootécnico, tais como absor¢cdo verdadeira, alternando retirada e fornecimento do
elemento ao animal (AMMERMAN et al, 1965), digestibilidade verdadeira
(O’DONOVAN et al., 1965), nivel sérico e teor de cinzas na costela (WISE et al., 1961),
atividade da fosfatase alcalina, exame radioldgico, resisténcia a quebra e densidade do
0SS0, peso da tibia, velocidade de crescimento (ROSA et al., 1986; LOPES et al., 2001),
bem como pela técnica de diluicao isotdpica, com uso de radiois6topos (BELLAVER et
al., 1984; VITTI et al., 1991).

A porcentagem de solubilidade ndo deve ser confundida com o potencial de
absorcdo, mas compreendida simplesmente como um método de classificacdo de
fosfatos com valor biologico de médio a baixo, ndo identificando diferengas entre
fosfatos de alta qualidade (GILLIS et al.,, 1962). No entanto, Sullivan et al. (1992)
encontraram alta correlacdo entre os métodos de avaliacdo de solubilidade e a
biodisponibilidade da fonte.

Alcarde & Ponchio (1979) classificaram os fosfatos calcicos em funcdo da
solubilidade em acido citrico como fosfatos de alta solubilidade (fosfatos bi e tricalcicos),
de solubilidade mediana (hiperfosfato) e de baixa solubilidade (fosfato de Patos de
Minas, fosfato de Araxa e fosfato de Jacupiranga).

Ao estudar a solubilidade ruminal do fosfato bicalcico em relagdo ao fosfato de
sodio, Witt et al. (1983) observaram que o fosfato bicalcico foi 60 a 80% mais soluvel
em liquido ruminal em comparacado a outra fonte. Entretanto, ndo houve diferenca

significativa no abomaso e intestino.
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Considerando o fosfato tricalcico como padrao (100%), a biodisponibilidade do
fésforo verificada por varios autores foram de 85,8% a 139% para o fosfato
monoamoénico, 105 a 115% para os fosfatos monocalcicos e bicalcicos € 95,7 a 112,9%
para os supertriplos (ROSA et al., 1986; VITTI et al., 1992; LOPES et al., 1997; SILVA
FILHO et al., 2000).

Avaliando o efeito de diferentes fontes de fosforo comerciais e da farinha de osso,
utilizando &cido citrico a 2% e fluido ruminal como diluentes, Hall et a. (1978)
observaram que a proporg¢ao de fésforo solubilizada aumentou de acordo ao maior
tempo de incubagédo e com o tipo de extrator utilizado, ocorrendo uma ligeira queda de
solubilizagdo das fontes comerciais quando o meio passou de acido citrico para fluido
ruminal, ao passo que a farinha de ossos teve sua solubilidade aumentada.

Rosa et al. (1986), avaliando a solubilidade de diferentes fontes inorganicas de
fésforo, utilizando como diluentes liquidos ruminal e abomasal de bovinos e bubalinos,
concluiram que a solubilidade do P em liquido abomasal foi superior em relacdo a
solubilidade do P observada em liquido ruminal, independentemente da fonte de fésforo
empregada. Nicodemo e Barrocas (1995) compararam a solubilidade de diferentes
fontes em liquido ruminal, abomasal, em acido citrico a 0,5% e a 2% (método oficial e
francés) e concluiram que as técnicas in vitro ndo foram apropriadas para avaliagéo de
diferentes fosfatos alimentares. No entanto, o 4cido citrico mostrou-se o diluente mais
confiavel.

A solubilidade do fésforo presente em seis fontes por meio da utilizacédo de
diferentes diluentes (agua, diferentes concentragdes de acido citrico, acido cloridrico e
citrato neutro de aménio), utilizando procedimento laboratorial padronizado, foi maior

em acido citrico na proporgédo a 10%. Esta técnica demonstrou que o acido citrico foi o
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melhor diluente, pois solubilizou 80% das fontes de média a alta biodisponibilidade
(fosfato bicalcico, monoaménico, supertriplo, farinhas de ossos autoclavada e farinha de
0ssos calcinada) e menos de 50% da fonte cujo fosforo € reconhecidamente de baixo

valor biolégico, como fosfato de roxa do Araxa (LANGWINSKI, 2001).

3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no centro experimental da Universidade Santo
Amaro - Campus |, localizado na cidade de Sao Paulo, SP. Foram empregados doze
carneiros machos, castrados, mesticos da raca Sulfock, dotados de canulas ruminais,
com pesos entre 35 kg e 40 kg e idades de aproximadamente 15 a 18 meses. Os
animais foram mantidos em regime de estabulacdo permanente, em boxes individuais
de piso concretado revestido por maravalha de madeira.

O periodo experimental foi dividido em duas etapas. A primeira destinou-se a
avaliagao in vitro da solubilidade do fésforo do fosfato bicalcico (FBC) e do fosfato
monoamdnico (FMA). A segunda foi desenvolvida com a finalidade de avaliar, através
da digestibilidade ruminal in situ do feno de coast-cross (Cynodon dactilum), os
possiveis efeitos da disponibilidade do fosforo proveniente daquelas fontes sobre a

atividade das bactérias celuloliticas.
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1° Etapa experimental — Avaliacdo da solubilidade in vitro de duas fontes de P

O delineamento experimental escolhido foi o inteiramente casualizado (HALL et
al., 1978), segundo esquema fatorial 2 x 3 (fontes de fésforo x tipo de diluente). Os
animais foram previamente divididos em dois grupos de seis, com acesso a dietas
distintas quanto a proporgao volumoso/concentrado: um grupo foi alimentado com 50%
de feno de gramineas e 50% de concentrados, sendo o outro alimentado apenas com
feno de gramineas (Cynodon dactylum). Para quantificagdo da solubilidade do FMA e
FBC no liquido ruminal foi formado um “pool” distinto dos liquidos de cada grupo quanto
aos alimentos oferecidos.

Aliquotas de 100 mL de cada “pool” dos liquidos ruminais e outra aliquota de 100
mL de uma solugéo de acido citrico a 2% foram separadas para serem utilizadas como
trés meios de diluigdo distintos. Um grama de FBC ou um grama de FMA foram
adicionados aos meios de diluicdo formando um fatorial 2 x 3 de tratamentos,
correspondendo as duas fontes (FBC e FMA) e 3 diluentes (liquido ruminal de dieta
com concentrados e volumoso, dieta somente com volumoso e solugdo de acido citrico
a 2%). Os seis tratamentos foram repetidos trés vezes, totalizando 18 analises.

A sequéncia da metodologia seguida para determinagcéo de solubilidade de P foi
como abaixo descrita.

Balées com 100 mL do solvente contendo 1 g de amostra foram submetidos a
agitacdo (120 rpm), a 37°C, por 30 minutos. Em seguida, os conteudos dos baldes
foram filtrados em gaze (trés gazes sobrepostas), e aliquotas de 200 pL de cada filtrado
foram transferidas para outros balées de 100 mL e diluidas em agua destilada até

completar o volume do baldo. Uma aliquota de 100 pL de cada amostra diluida foi
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transferida para outro baldo de 50 mL, ao qual foram acrescentados 20 mL de agua
destilada, 5 mL de solucdo acida de molibdato de aménio, 2 mL de vitamina C a 2%
(preparada recentemente) e agua destilada até completar o volume do baléo.

As amostras foram homogeneizadas e 5 minutos apds homogeneizacéo foi
efetuada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro com comprimento de ondas de
725 nm, usando agua destilada como branco para calibrar o aparelho em absorbéancia
(0). Com as leituras obtidas, construiu-se a curva padrdo da concentragdo de fosforo,
através da concentracdo de P em ppm (X) e a absorbéancia (Y) determinada pela
equacao da regressao linear y=a+bx.

A concentragao de fosforo presente no liquido ruminal de ambos os grupos antes
da adi¢ao das fontes (FMA e FBC) foi determinada da mesma forma para que o valor
encontrado antes da adicdo da amostra fosse subtraido do resultado final.

A concentracao de fésforo das fontes foi calculada a partir da solubilizagao de 1
g da amostra (FBC ou FMA) em 20 mL de acido cloridrico para desidratar a silica e
liberar o mineral. A solugdo permaneceu em repouso por 20 minutos, sendo em seguida
transferida para um baldo de 100 mL para que o cadinho fosse lavado com agua
destilada diversas vezes até completar o volume do baldo. Apds a diluigao, foi efetuada

a leitura da absorbancia no espectrofotémetro.
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Os resultados de solubilidade foram analisados de acordo ao seguinte modelo

matematico:

Yijl= u + Fi + Ej + FEij + €jj

Onde:

Yijl = observacgao |, relativa a fonte de fésforo i e diluente j
M = média geral

Fi = efeito da fonte de fésforo (i= 1 e 2)

Ej = efeito do diluente j (j= 1, 2 e 3)

FEij = interacao dos efeitos da fonte i com o diluente |

€ij = erro aleat6rio associado a observagao

Os dados foram analisados através do programa computacional Statistical
Analysis System (SAS Institute Inc., 1998), sendo anteriormente verificada a
normalidade dos residuos pelo Teste de Shapiro-Wilk (PROC UNIVARIATE). Os dados
que ndo atenderam a esta premissa foram submetidos a transformagéao logaritmica [Log
(x + 1)] ou pela raiz quadrada [RQ (X = ’2)]. Para analise de varidncia dos dados
utilizou-se o procedimento General Linear Model (PROC GLM), que separou como
causas de variacao efeito de fonte de fésforo, efeito de diluente e efeito de interacao
fonte x diluente. Na presenca de interacido, o efeito de fonte foi estudado dentro de
cada diluente. Ja o efeito de diluente foi estudado dentro de cada fonte, utilizando-se o
teste de Tukey para separar o efeito de diluente. Adotou-se o nivel de 5% de

significancia para todos os testes realizados.
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2° Etapa experimental — Avaliacdo do efeito das fontes de P sobre a

digestibilidade ruminal in situ e pH ruminal

O delineamento experimental escolhido foi o inteiramente casualizado (HALL et al.,
1978) composto por dois tratamentos: fosfato bicalcico (FBC) com 19% de fosforo e
fosfato monoaménico (FMA) com 23% de fosforo. Os doze animais foram divididos
aleatoriamente em dois grupos e tiveram acesso a mesma dieta, composta por mistura
concentrada (Tabela 1) na quantidade diaria de 400 gramas por animal por dia, além de
feno de coast-cross (Cynodom dactylon) ad libitum, consumido na quantidade média de
800 g/animal/dia. As ragdes foram fornecidas diariamente em duas partes iguais,
oferecidas as 8 horas e as 16 horas. As dietas diferiram quanto a fonte de fésforo (FMA
ou FBC) e a concentragao de uréia pois, foram incorporados 6 g de uréia por animal/dia
ao tratamento FBC e 2 g por animal/dia ao tratamento FMA. Desta maneira, evitou-se
possivel interferéncia das fontes sobre os resultados, ja que o fosfato monoaménico,
devido a sua composicéo, contribuia com o equivalente a 4 g de uréia por animal por
dia. A suplementacao de fésforo obedeceu as exigéncias de animais com peso médio
de 40 kg e necessidade de ingestao diaria de 3,7 g de fosforo

O periodo experimental compreendeu 25 dias, dos quais os primeiros 20 foram
destinados a adaptacdo dos animais as dietas. Entre o 20° e 25° dia foi feita avaliacao
da digestibilidade in situ da MS e FDN, medidas através da técnica de sacos de nailon
(MEHREZ & ORSKOV, 1977). Um dia antes da preparagao das amostras, os sacos de
nailon medindo 10 x 20 cm, com porosidade de 50 um, foram colocados em estufa a
55°C, a fim de retirar umidade, e pesados em balanga analitica de precisdo. Antes do

enchimento dos sacos, o feno foi moido em moinho com peneira de 2 mm e



34

aproximadamente 5 g desse feno in natura foram colocados em cada saco de nailon,
que foi novamente pesado.

Os sacos foram incubados no rumen durante 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas. O
desaparecimento no tempo zero foi tomado mergulhando-os em recipiente contendo
agua a temperatura de 39°C durante 10 minutos. A ordem de incubacéo ocorreu de
maneira que os sacos fossem colocados em tempos diferentes e retirados em conjunto,
no mesmo horario. Apds o periodo de incubacdo, os sacos eram imediatamente
lavados em agua corrente até que o liquido de lavagem fluisse incolor, sendo entéo
colocados em estufa a 65°C por 72 horas para serem pesados e submetidos a analises
bromatoldgicas.

Para estimativa dos parametros de degradacéao foi utilizado o modelo proposto

[{e L)

por Orskov e McDonald (1979): p = a + b (1 — ), em que “p” é a degradacédo obtida

em cada tempo; “a” é a fragcdo soluvel; “b” é a fragdo potencialmente degradavel da
fracdo insoluvel que seria degradada a uma taxa “c”; “c” é a taxa de degradacao da
fracao “b” e “t” é o tempo de incubagdo em horas.

Os parametros “a”, “b” e “c” da equagdo exponencial foram utilizados para
calcular a degradabilidade potencial (Dp = a + b), representada pela quantidade de
alimento que pode se solubilizar ou degradar dentro do riumen se o tempo nao for um
fator limitante. A degradabilidade ruminal efetiva (De), que representa a quantidade de
alimento realmente degradado, € definida pelo tempo no qual o alimento esta realmente
no rumen. Foi calculada segundo o modelo matematico proposto por Orskov e
McDonald (1979): De =a + [(b x c) / (c + k)], em que k € a taxa de passagem de sélidos

pelo rumen. No presente estudo, utilizou-se taxa de passagem de MS de 2,0; 5,0 e

8,0 %/h.
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Determinagdes de valores de pH foram executadas colhendo-se amostras de
aproximadamente 100 mL de liquido ruminal, via canula, nos tempos 0, 2, 4 e 6 horas
ap6s o fornecimento da primeira alimentacdo do dia. O tempo zero correspondeu a
amostras coletadas imediatamente antes da 1° refeicdo. Em seguida as coletas, um
potencidmetro portatil foi empregado para as leituras desta variavel.

Essas mesmas amostras serviram para determinar as concentracées de P no
liquido ruminal, separando-se aleatoriamente amostras de liquido ruminal de 4 animais
de cada grupo, as 2, 4 e 6 horas apos a alimentacdo. O processo analitico empregado
foi o mesmo utilizado na primeira etapa deste trabalho, para determinacdo da
concentragao de P no liquido ruminal.

Os dados foram analisados através do programa computacional Statistical
Analysis System (SAS Institute Inc., 1998), sendo anteriormente verificada a
normalidade dos residuos pelo Teste de Shapiro-Wilk (PROC UNIVARIATE). Os dados
que ndo atenderam a esta premissa foram submetidos a transformagé&o logaritmica [Log
(x + 1)] ou pela raiz quadrada [RQ (X = %2)]. Para os dados de degradabilidade, utilizou-
se o procedimento General Linear Model (PROC GLM). Os dados referentes aos
valores de pH e concentragdes de P no liquido ruminal foram analisados conforme o
descrito, porém adicionados do fator medidas repetidas no tempo, referentes aos
diferentes momentos de amostragem. Tal analise foi realizada utilizando-se os
procedimentos mistos (PROC MIXED do SAS), sendo estudado neste modelo o efeito
de fonte, de tempo e de interacdo entre tempo x fonte. Adotou-se o nivel de

significancia de 5% para todos os parametros analisados.
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Tabela 1 - Ingredientes e composicdo bromatoldégica das misturas concentradas e das
dietas totais, com base na matéria seca

Mistura Concentrada

Ingredientes

Tratamento A (%)

Tratamento B (%)

FMA 3,70 0
FBC 0 5,10
Farelo de soja 5,00 5,00
Feno Coast-cross picado 8,00 8,00
Milho triturado 40,00 40,00
Polpa citrica 43,30 41,90
Total 100 100
Composicao (%)
P (%) 1,066 1,149
MS (%) 81,00 80,02
PB (%) 20,87 9,52
Dieta Total
Ingredientes Tratamento A Tratamento B
(g/animal/dia) (g/animal/dia)
Racao 400 g 400 g
Feno de coast-cross 800 ¢ 800 ¢
Uréia 249 649
Total 122 g 126 g
Composicao (%)
P (%) 0,36 0,38
MS (%) 31,50 32,00
PB (%) 14,30 14,34

MS: Matéria Seca; PB: Proteina Bruta; P: fosforo, FMA: Fosfato Monomoénico; FBC = Fosfato

Bicalcico.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferencas nas solubilidades das fontes de fésforo FBC e FMA ja indicadas na

literatura (ROSA et al., 1986; VITTI et al., 1992; SILVA FILHO et al., 2000) conduziram

a expectativa de um melhor aproveitamento do mineral pelas bactérias do rumen e,

portanto, de um possivel reflexo na eficiéncia dessas bactérias sobre a digestibilidade
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de alimentos no interior do 6rgao. A tabela 2 do presente trabalho apresenta resultados
de solubilidade do P contido nas fontes FMA e FBC quando submetido a trés diluentes:
liguido ruminal proveniente de animais consumindo dieta composta por 50% de
volumoso e 50% de concentrados, consumindo apenas volumoso, ou acido citrico a 2%,
sendo este ultimo escolhido por ser considerado um bom solvente para a situagao em

pauta (GUEGUEN, 1970).

Tabela2 -  Solubilidade do P (em %), presente no FBC e FBA apés diluicao em trés
diluentes distintos

Tratamentos
Diluente FMA FBC Ccv Prob.
Volumoso+conc. 72,6™2 44 418 26,62 0,0001
Volumoso 70,182 40,73 29,34 0,0001
Acido citrico 2% 46,15° 43,53 8,10 0,2794
Média 62,99 4289 e s
CcV 20,35 [V 4 AR —
Prob. 0,0001 0,2865 e e

CV: coeficiente de variacado (%); Prob.: Probabilidade; FMA: Fosfato Monoamodnico; FBC:
Fosfato Bicalcico.

Efeito de fonte: 0,0001; Efeito de diluente: 0,0001; Efeito de fonte x diluente: 0,0001

2P Colunas com letras minUsculas sobrescritas diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
ABLinhas com letras mailsculas sobrescritas diferente diferem estatisticamente (P<0,05).

Observa-se, assim, efeito de interacdo entre fonte de P e diluente. Ao analisar o
efeito de fonte dentro dos diluentes, o FMA apresentou maior solubilidade quando se
utilizou liquido ruminal como diluente, fosse o animal alimentado com volumoso e
concentrado ou apenas volumoso, embora essa diferenga entre fontes ndo fosse
observada quando o diluente utilizado foi o acido citrico a 2%. Da mesma forma, a
solubilidade do P proveniente da fonte FMA foi maior para os diluentes compostos por

liquido ruminal de animais alimentados com volumoso e concentrado ou alimentados
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apenas com volumoso, em relagao ao diluente acido citrico a 2%. Ja para o FBC, nao
observou-se qualquer efeito de diluente em relagao a solubilidade do P.

Os resultados em liquido ruminal confirmam aqueles encontrados por Rosa et al.
(1986), Rosatagno et al. (1986) e Guerreiro (2004), que avaliaram a solubilidade in vitro
de diferentes fontes comerciais utilizando liquido ruminal como diluente, e concluiram
ser a solubilidade ruminal do FMA superior a do FBC.

Taxas de solubilidade do P contido na fonte FBC, obtidas por Guerreiro (2004),
ap6s diluigao em liquido ruminal, ficaram entre 75,38% a 79,48%, valores semelhantes
aos obtidos por Rosa et al. (1986) e Rostagno et al. (1986) de 79,6% e 78,79%,
respectivamente, neste mesmo diluente. Estes dados s&o superiores aos do presente
trabalho, porém inferiores aos encontrados por Day et al. (1973), Sullivan et al. (1992) e
Potter (1988) de 99,5%, 95,5% e 98,6%, assim como os indicados por Hall e Lee Jr.
(1978) entre 94,74% e 99,24% para solubilidades do FBC apd6s 20 horas de incubagao
em liquido ruminal. A solubilidade do mineral proveniente do FBC obtida neste trabalho,
inferior as supracitadas, é condizente com alguns dos numeros obtidos por Moreira et al.
(1988) que variaram entre 22,7% a 59,3% de solubilidade em liquido ruminal,
semelhantes aos obtidos por Witt & Owens (1983) e Freitas et al. (1989) de 29,7% e
42,7% respectivamente. Como pode ser observado, valores de solubilidade variam
bastante entre autores devido, provavelmente, a falta de homogeneidade entre técnicas
empregadas durante as analises.

No caso do FMA, Guerreiro (2004) encontrou 85,86% e 100% de solubilidade
quando diluido em liquido ruminal e acido citrico respectivamente, valores proximos aos
observados por Nicodemo e Barrocas (1995) de 98% e 100% de solubilidade nestes

mesmos extratores. Rosa et al. (1986), ao encontrarem maior solubilidade para o FMA
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em relagéo ao FBC, justificou ser essa diferenga relacionada a auséncia de calcio em
sua constituigcao.

Na presente situacédo, quando comparada a solubilidade do FMA no acido citrico
a 2%, em relagado aos diluentes biologicos, a diferenga foi significativa (P = 0,0001),
mostrando-se pouco soluvel no acido (46,15%). Este achado discorda dos resultados
encontrados por varios autores, como Langwinski (2001), Guéguen (1970) e Duarte et
al. (2003), que relataram taxas de solubilidade mais elevadas tanto para fonte FMA
como FBC, quando dissolvidas em acido citrico a 2%.

Os resultados de solubilidade obtidos neste trabalho tornam aparente o efeito da
fonte do mineral empregada, ja que o FMA apresentou maior solubilidade em relagao
ao FBC, independentemente do diluente utilizado. Esses resultados conduzem a
expectativa de um possivel melhor desempenho de bactérias ruminais em relacdo a
digestibilidade de alimentos volumosos, quando em meio mais rico no mineral, dada a
diferenca de solubilidade entre as fontes.

Segundo Barcellos (1998), a exigéncia das bactérias celuloliticas por fésforo
pode ser tdo elevada quanto as exigéncias do animal hospedeiro. Essa exigéncia foi
comprovada por alguns autores ao demonstrarem aumento da eficiéncia digestiva da
celulose, quando adicionaram fosforo a suspensdes de microorganismos coletados a
partir do liquido ruminal de animais com acesso a dieta deficiente em P (BURROUGHS
et al., 1951; BONILLA, 1976; DURAND et al., 1983). Em concordancia com o exposto,
Milton e Ternouth (1985) observaram reducao de 5% do coeficiente de digestibilidade
da fibra em detergente neutro em carneiros que apresentavam baixa concentracédo de P

no conteudo ruminal. Adicionalmente, Anderson et al. (1956) e Hall et al. (1961)
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concluiram ser o fosforo de grande importancia para os processos de digestdo da
celulose no interior do rumen.

No entanto, Agarwala e Nath (1980) ndo encontraram diferengas significativas
na digestibilidade de nutrientes apos suplementarem bovinos com niveis crescentes de
fésforo na dieta. Franzolin (1996), em revisao de literatura sobre o assunto, observou
que existem poucas evidéncias para garantir que o crescimento microbiano no rumen
seja limitado pela suplementagédo de fosforo, quando a mesma encontra-se adequada
aos niveis minimos exigidos. Este autor, porém, ressalva que a presenga do fosforo em
materiais fibrosos tem promovido melhora na digestdo da celulose.

A Tabela 3 contém os dados obtidos nas provas de digestibilidade in situ, ao
avaliar a degradabilidade da matéria seca e da fibra em detergente neutro do feno de

coast-cross (Cynodon dactylum).
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Tabela 3- Degradabilidade in situ da matéria seca e da fibra em detergente neutro do
feno de coast-cross (Cynodon dactylum)

Degradabilidade da MS

Variavel Tratamento

FBC FMA CVv Prob.
Fracao a 3,75 4,13 40,15 0,6732
Fracao b 55,11 55,84 6,40 0,7422
Taxa c 0,0567 0,0696 45,49 0,4632
De 2% 42,91 46,13 9,65 0,2076
De 5% 31,58 35,23 15,28 0,2318
De 8% 25,49 28,96 17,90 0,2334
DP 58,87 59,97 6,11 0,6237

Degradabilidade da FDN

Variavel Tratamento

FBC FMA CV Prob.
Fracao a 2,09 2,69 32,46 0,2345
Fracao b 56,29 59,22 7,38 0,2792
Taxa c 0,0432 0,0423 47,43 0,9482
De 2% 38,79 41,54 11,86 0,3920
De 5% 26,82 29,39 19,88 0,4996
De 8% 20,85 23,17 23,00 0,5031
DP 58,37 61,17 7,26 0,3354

a, b e c: referem-se aos parametros de Orskov & McDonald (1979); De: Degradabilidade efetiva
para as taxas de passagem iguais a 0,02, 0,05 e 0,08 por hora; DP: degradabilidade potencial;
CV: coeficiente de variacdo; Prob.: Probabilidade; FDN: Fibra em detergente neutro; MS:
Matéria Seca; FMA: Fosfato Monoaménico; FBC: Fosfato Bicalcico.

Como observado na Tabela 3, os parametros “a”, “b” e “c” nao diferiram
estatisticamente entre os tratamentos. A degradabilidade efetiva (De) foi estimada
considerando as taxas de passagem de 2, 5 e 8%/hora. A mensuragdo da
degradabilidade no rumen, sem considerar a taxa de passagem, pode superestimar a
extensdo da degradacéo, ja que as particulas dos alimentos estao sujeitas a passagem
para o compartimento seguinte, antes de serem completamente degradadas. No
entanto, ndo se observou diferenca estatistica significativa para os valores de De, bem
como os valores de Dp entre as fontes de fésforo, mesmo sendo a solubilidade do FMA

em liquido ruminal reconhecidamente superior ao FBC. Talvez essa ocorréncia possa
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ser suportada pelas colocagdes de Nel et al. (1964) e Durand et al. (1980), de serem os
microorganismos do rumen menos sensiveis que o hospedeiro aos diferentes niveis de
solubilidade apresentados pela fonte do mineral.

Dados de experimentos in vitro sugerem que concentragbes préximas a 100
mg/L de fosforo sejam as mais adequadas para sintese de bactérias e de suas
atividades celuloliticas (DURAND & KAWASHIMA, 1980). No entanto, Chicco et al.
(1965) notaram aumento da digestao da celulose com 60 mg/L de P ou mais disponivel
no liquido ruminal, enquanto que Anderson et al. (1956) obtiveram a digestdo maxima
da celulose quando os valores de fosforo no liquido ruminal ficaram entre 20 a 80 mg/L.

A concentragédo de P presente no liquido ruminal apds a alimentagdo pode ser

observada na tabela 4.

Tabela 4 - Concentragdes de fosforo no liquido ruminal (mg/L) apds os tratamentos

Tratamento
Tempos FBC FMA CVv Prob.
2 horas 86,86 100,64 11,16 -
4 horas 94,19 103,63 12,83 -
6 horas 84,80 89,49 6,17
Média 88,62 97,92 11,51 0,1412

CV: Coeficiente de variagdo (%); Prob.: Probabilidade; FMA: Fosfato Monoaménico; FBC:
Fosfato Bicalcico.

Efeito de tratamento: 0,1412; Efeito de tempo: 0,0215; Efeito de interagdo tempo x tratamento:
0,4723.

Nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos quanto a
concentragao de fésforo presente no liquido ruminal, bem como nao observou-se efeito
de interacdo entre tempo e tratamento. No entanto, o efeito do tempo, como ja
esperado, foi significativo, observando-se a maxima concentracao de P 4 horas apds a

alimentacéo.
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A concentragao média de P presente no conteudo ruminal dos animais, conforme
observado na tabela 4, foi de 97,9 mg/L para os animais alimentados com FMA e de
88,6 mg/L para o grupo alimentado com FBC, permanecendo dentro do considerado
pelos autores citados como ideal para maxima eficiéncia da digestao pelas bactérias do
ramen. Essas concentragdes talvez possam explicar os resultados semelhantes de
degradabilidade ruminal do feno de coast-cross entre os tratamentos, ja que Anderson
et al. (1956) e Chicco et al. (1965) ndo encontraram diferengas significativas na
digestibilidade da celulose, apds adi¢ao de niveis superiores a 60 ou 80 mg/L de fésforo
no liquido ruminal.

Esses resultados concordam com os observados por Hall et al. (1961), ao
avaliarem a disponibilidade do P de diferentes fontes organicas e inorganicas in vitro,
utilizando suspensao de bactérias de liquido ruminal de bovinos adultos alimentados a
pasto. Esses autores submeteram a suspensdo de bactérias a niveis crescentes de
fésforo (0, 20, 40, 60, 70, 80, 90, e 100 ug de fésforo por mL) e encontraram diferenca
significativa (P<0,05) na digestdo da celulose, medida pela degradagdo da mesma nos
tubos de fermentacédo. Resultados significativos foram observados apés adigao de 20
Mg de P no meio, independente da fonte. Entretanto, quando adicionadas
concentragdes do mineral superiores a 20 uyg/mL de P no meio basal, ndo foram
observados aumentos significativos sobre a atividade microbiana quando comparado
aos resultados obtidos apds a adigéo de 20 ug/mL de P.

Resultados observados por Anderson et al. (1956) e Hall et al. (1961) mostraram
que a maior resposta obtida pelas bactérias, demonstrada através dos efeitos da
suplementacdo de fosforo quanto a digestibilidade da celulose, ocorreu quando os

animais apresentavam deficiéncia do mineral no meio. No entanto, efeitos
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insignificantes foram observados apds adi¢ao de concentragdes distintas de P no meio
ja suplementado, permitindo concluir que, ao atingir o nivel adequado de fésforo para
atividade bacteriana, o excesso é utilizado por outras vias ou excretado pelo organismo.

Raun et al. (1956) e Anderson et al. (1956) consideram importante a diferenga de
disponibilidade das distintas fontes do mineral. Porém, concluem que tanto o fésforo
fornecido por ortofosfatos quanto os fitatos induzem a uma melhora significativa da
atividade microbiana ruminal, independentemente da fonte utilizada, desde que o teor
de fosforo disponivel no interior do rimen seja adequado a atividade microbiana.

Gillis et al. (1962) também consideram que existem discordancias entre os
valores de solubilidade e biodisponibilidade de uma fonte, devido aos processos
metabdlicos que envolvem o animal, como, por exemplo, a reciclagem de P. A
colocagdo de Gillis et al. (1962) pode ser sustentada pelos resultados obtidos no
presente trabalho, ja que nao foi observada concordancia entre as solubilidades das
fontes FMA e FBC nos estudos in vitro e efeito das mesmas sobre a digestibilidade
ruminal no ensaio in situ.

Witt & Owens (1983), alimentando bovinos adultos com dietas contendo alto e
baixo teor de P (0,118% e 0,227% de P, respectivamente), ndo encontraram diferencas
nas digestibilidades da matéria organica, matéria seca ou fibra em detergente neutro,
concluindo que a digestao dos alimentos no rumen néo foi afetada pela suplementagéo
de diferentes proporgbes de fosforo. Da mesma forma, Nicodemo et al. (2000), ao
suplementarem novilhos com diferentes niveis de fosforo e um grupo recebendo 50%
da quantidade do mineral recomendada pelo NRC (1984), ndo encontraram diferengas

na digestibilidade da matéria seca ou matéria organica da dieta, colocando assim em
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duvida a probabilidade de que diferentes concentracbes do mineral no conteudo do
rumen possam resultar em melhor eficiéncia bacteriana na digestao dos alimentos.

E interessante notar que Coneglian et al. (2006), ao trabalharem com bovinos
adultos suplementados com 8 g de P por animal/dia, conforme recomendagdo do NRC
(1996), através das fontes FBC e fosfato de rocha, qual seja uma fonte de fésforo
reconhecidamente de menor disponibilidade do mineral, registraram diferenga de
absorcdo de fésforo a favor do FBC. No entanto, ndo observaram diferencas para
digestibilidade ruminal da matéria organica ou matéria seca.

Barreto et al. (2006), avaliando os efeitos do FBC e FMA sobre os parametros do
meio ruminal de bovinos adultos fistulados e fornecendo os mesmos 8 g de
P/animal/dia, de acordo com a indicagdao do NRC (1996), também nao encontraram
diferengas significativas (P>0,05) quanto a sintese de proteina microbiana,
digestibilidade da matéria seca, da matéria organica ou da fibra em detergente neutro,
concordando com os resultados obtidos neste trabalho. Talvez a colocagdo de
Komisarczuk et al. (1987), de que a sintese microbiana somente é afetada quando a
suplementacdo de fosforo for insuficiente, explique a ocorréncia. Assim, segundo
Agarwala et al.(1980), resultados significativos entre tratamentos em relagdo a
digestibilidade ruminal sdo observados somente quando a ingestdo do mineral nao
atinge a exigéncia minima para atividade bacteriana ruminal e, ainda, quando os
microorganismos ficam expostos a essa baixa concentracdo de P no meio por um
periodo prolongado, o que nao ocorreu neste experimento, uma vez que as
concentragdes de fosforo das dietas foram superiores as exigéncias minimas de
mantencga de 3,7 g recomendada pelo NRC a categoria animal empregada. Na presente

situacao, a ingestao diaria de P pelos animais foi de 4,32 g ao tratamento FMA e 4,58 g
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ao tratamento FBC, quantidades superiores aquelas descritas pelo NRC, quando
consideradas as ingestdes de P nas dietas totais.

Fica a questao se caso tivesse sido utilizada dieta basal mais pobre em fosforo
para ambos os tratamentos e por um periodo prolongado, os resultados ndo seriam
diferentes, no presente experimento, para a digestibilidade ruminal da MS e do FDN,
tendo em vista a maior solubilidade de P no liquido ruminal quando empregado FMA,
comparativamente ao FBC.

Nao houve diferenca significativa sobre os valores de pH ruminal entre os
tratamentos, tdo pouco interacao do efeito de tempo x tratamento como observado na

tabela 5.

Tabela 5 - Valores de pH do liquido ruminal (mg/L)

Tratamento
Tempos FBC FMA CV Prob.
0 hora 6,50 6,47 6,42 -
2 horas 6,22 6,01 542 e
4 horas 5,75 5,79 409
6 horas 5,71 6,00 588
Média 6,04 6,07 7,15 0,8647

CV: Coeficiente de variacéo; Prob.: Probabilidade; FMA: Fosfato Monoamoénico; FBC: Fosfato
Bicalcico.

Efeito de tratamento: 0,8647; Efeito de tempo: 0,0001; Efeito de interagdo tempo x tratamento:
0,1530.

Nao foi observado efeito de interacdo de tempo x tratamento. No entanto, o efeito
de tempo foi significativo devido a queda do pH ao longo do periodo de amostragem,
como apresentado na figura 1. Essa queda é resultante do intenso processo de
fermentacdo e ao consequente aumento das concentragbes de acidos graxos volateis

(ORSKOV, 1988).
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Figura 1 - Valores de pH durante um periodo de 6 horas

Barreto (2006), avaliando a agdo de diferentes fontes de fosforo no liquido
ruminal, encontrou variacdo no pH de 6,12 a 6,86, sendo que o pH mais baixo foi obtido
quando os animais foram suplementados com fosfato monoaménico. Hoover e Stokes
(1991) consideram a redugdo do pH ruminal de 6,5 para 5,5 prejudicial a sintese
microbiana, enquanto que Hoover (1986) e Orskov (1988) consideram 6,2 como limite
minimo de pH para ndo serem prejudicados o0s microorganismos celuloliticos. No
presente experimento, a queda acentuada no pH ruminal as 4 e 6 horas apos a
alimentacdo, quando a mesma permaneceu abaixo do limite minimo recomendado,
pode ter influenciado os resultados de digestibilidade in situ do feno, uma vez que as

bactérias celuloliticas sdo bastante sensiveis a essa variagao.
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5 CONCLUSAO

Nas condigbes do presente experimento, com ingestdo de P em quantidades
superiores as exigéncias, pode-se concluir que o fosfato monoamdnico, apesar de sua
maior solubilidade em liquido ruminal comparativamente ao fosfato bicalcico, nao
resultou em aumento da digestibilidade da fragao fibrosa do alimento volumo, indicando

nao melhorar a atividade celulolitica das bactérias ruminais.
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