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Resumo
Novos parâmetros para avaliação do status proteico de ruminantes, que possam ser obtidos de forma rápida e precisa, vem sendo demandados para elaboração de dietas de precisão. Objetivou-se avaliar a correlação entre a excreção de amônia respiratória e a concentração de proteína bruta da dieta. Foram utilizadas 4 novilhas Holandesas, com aproximadamente 250kg e 10 meses de idade, alojadas em baias individuais. As novilhas foram distribuídas em um quadrado latino 4x4. Os tratamentos foram os níveis proteicos de 9, 12, 15 e 18% na dieta. Cada período teve a duração de 20 dias, com 14 dias para adaptação e 6 dias de coleta. Nos cinco primeiros dias eram coletadas as amostras de fezes, urina, amônia respiratória, enquanto no sexto dia a coleta era de líquido ruminal. A avaliação da concentração de amônia respiratória e a produção diária de amônia respiratória foram às 7:00, 10:00, 13:00 e 16:00h, sendo mensurada com uso de uma máscara respirométrica. A mensuração de amônia respiratória não foi influenciada pelos teores de proteína bruta na dieta (P>0,05). A adição de níveis crescentes de proteína bruta na dieta não alterou a excreção de amônia respiratória. Desta maneira, concluiu-se que a amônia respiratória não é eficaz para o uso como indicador do status proteico em ruminantes.
Introdução
Estima-se que 70% da amônia (NH3) liberados no ambiente pela atividade humana provem da pecuária (Van Aardenne et al., 2001). O objetivo básico da produção pecuária é converter energia e proteína dietética em proteína animal de alta qualidade para alimentação humana. Contudo, apenas 5 a 30% do nitrogênio (N) da dieta dos animais são retidos, sendo o restante excretado para o ambiente (Kohn et al., 2005). Assim, o balanceamento da dieta determina a eficiência de uso da proteína dietética pelo animal e o impacto ambiental das excretas.
Nitrogênio é excretado por animais na forma de ureia e outras formas orgânicas e inorgânicas. Ureia é o principal produto final excretado na urina proveniente do metabolismo de N em ruminantes (Archibeque et al., 2001). A quantidade de ureia excretada é positivamente correlacionada com a quantidade de ingerida de N digestível (Vanconcelos et al., 2007). Entretanto, a mensuração em condições comerciais são difíceis.
Sendo assim, objetivou-se avaliar a correlação entre a excreção de amônia respiratória e a concentração de proteína bruta da dieta.


Material e Métodos
O experimento foi desenvolvido na Fazenda Experimental da Universidade Estadual do Oeste do Paraná, campus de Marechal Cândido Rondon, Paraná. Foram utilizadas 4 novilhas holandesas, com aproximadamente 250kg e 10 meses de idade, alojadas em baias individuais (6m2) cobertas, com piso emborrachado antiderrapante, providas de cochos e bebedouros individuais.
A concentração de amônia foi coletada às 06:00, 12:00, 18:00 e 00:00. A amônia foi mensurada com o uso de uma máscara facial adaptada com uma válvula que permitia que o ar da inspiração e expiração passasse por vias distintas conectadas a um container de 500L equipado internamente com ventiladores para a homogeneização do ar. A produção diária de amônia respiratória foi avaliada com uso da técnica da respirometria em circuito fechado (container). A quantidade de amônia excretada foi calculada pela seguinte fórmula: AE = [(Vcontainer x Camônia final) – (Vcontainer x Camônia inicial)] ÷ T , em que AE é a quantidade de amônia respiratória excretada (L/minuto); Vcontainer é o volume do container (L); Camônia final é a concentração de amônia no tempo final (%); Camônia inicial é a concentração de amônia no inicio das mensurações (%); e T é o tempo da mensuração (minutos). O tempo de cada mensuração em circuito fechado foi cerca de 2 minutos.
A amostragem do ar expirado foi realizada com o uso de bolsas coletoras de urina fabricada em PVC (descarpack) com capacidade de 2L. As bolsas eram conectadas a uma mangueira fixada na bomba para amostragem, então era coletado o ar dentro do container. Logo após a coleta, as mangueiras eram fixadas a máscara facial presente no animal e, após dois minutos, as mesmas eram retiradas e vedadas para coletar o ar da respiração do animal, correspondente a concentração final. Esse processo foi repetido três vezes consecutivas, totalizando seis amostras por animal, divididas em concentrações atmosféricas e finais. As amostras do ar foram armazenadas para a mensuração da concentração de amônia respiratória. Posteriormente, uma alíquota de 240ml das amostras do ar das bolsas foram forçadas a passar pelo filtro de celulose impregnado com solução ácida e, em seguida transferidos para tubos de ensaio (12ml) com 5ml de água destilada para passagem da amônia para a fase líquida para posterior análise (Karakas & Tuncel, 1997).
Previamente, os filtros de celulose foram submetidos a um processo de lavagem em água deionizada, ficando imersos por dois dias. A água foi trocada pelo menos 4 vezes ao dia, a fim de eliminar possíveis interferentes e contaminantes. Em seguida, os filtros ficaram submersos em solução de ácido oxálico (5% m/v) + glicerol (2% v/v) por aproximadamente 4 h. Após impregnação, os filtros úmidos foram secos em dessecador e armazenados em geladeira até o momento da amostragem.

A amônia na fase líquida foi quantificada pegando-se uma alíquota de 0,5 ml de amostra e misturada com 1,0 ml de solução de salicilato de sódio (16%) e nitroprussiato de sódio (0,01%) e 1,0 ml da solução de hipoclorito de sódio (1,4%) e hidróxido de sódio (2,5%) (Felix e Cardoso, 2003). Após 30 minutos de reação, em banho Maria, a 37°C, as absorbâncias dessas reações foram lidas no espectrofotômetro em λ = 640 nm. Para construção da curva padrão, utilizou-se soluções obtidas através de misturas de ar purificado com as seguintes concentrações de amônia de 1, 2, 3, 4 e 5 ppm.




Foi testado efeito linear e quadrático da excreção de amônia em função do consumo de N utilizando-se contrastes ortogonais. Adotou-se nível de significância de 5%.
Resultados e Discussão

A mensuração de amônia respiratória não foi influenciada pelos teores de proteína bruta na dieta (P>0,05). A concentração atmosférica (Ci) e concentração final (Cf) da amônia foram similares 48,30 e 48,60 respectivamente. O erro padrão da média teve valor de 0,284 (Tabela 1).
Tabela 1 – Excreção de amônia respiratória (ppb) em função dos níveis de proteína bruta na dieta.
	
	Níveis de PB na dieta (%)
	EPM¹
	Contraste2

	
	9
	12
	15
	18
	
	L
	Q

	18h003
	-0,060
	0,875
	0,960
	-0,279
	0,712
	0,866
	0,168

	00h004
	0,118
	0,460
	0,366
	-0,017
	0,433
	0,818
	0,442

	06h005
	-0,577
	-0,200
	0,140
	-0,387
	0,296
	0,402
	0,089

	12h006
	0,000
	-0,422
	1,789
	0,328
	1,165
	0,585
	0,672

	Todos7
	0,118
	0,460
	0,366
	-0,017
	0,433
	0,818
	0,442


1EPM= Erro padrão da média; 2Valor P, L= Efeito linear; Q= Efeito quadrático; 3Coleta realizada às 18:00; 4Coleta realizada à 00:00; 5Coleta realizada às 6:00; 6Coleta realizada ao 12:00; 7Médias análise conjunta de todos os horários.
O nível de PB na dieta não alterou (P>0,05) a concentração de amônia respiratória, evidenciando que houve uma alta eficiência no ciclo da uréia e dessa forma não alterou a excreção de amônia respiratória. 

Smith et al. (1999) em um trabalho com humanos, encontraram aumento de 3 vezes na concentração de amônia respiratória 5 horas após a alimentação com farinha proteico-energética em comparação com valores obtidos em condição de jejum, o que foi um resultado contrário ao encontrado nesse experimento para novilhas holandesas alimentadas com níveis protéicos na dieta. Contudo, não há informação na literatura sobre excreção de amônia respiratória em ruminantes.
Conclusões

A amônia respiratória não é eficaz para o uso como indicador do status protéico em ruminantes.
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