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RESUMO

SANTOS, J. de J. Andlise fisico-quimica e populacdo de protozoarios no liquido
ruminal de borregas alimentadas com concentrados alternativos. Itapetinga, BA:
UESB, 2019. 39 p. (Dissertacdo — Mestrado em Zootecnia, Area de Concentragdo em
Producéo de Ruminantes). *

O Objetivo do presente estudo foi avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e a populacéo
de protozoarios ciliados no liquido ruminal de borregas alimentadas com diferentes
concentrados alternativos. Utilizou-se 16 borregas com idade aproximada 100 dias, com
peso corporal de 26,20 + 5,26. O experimento teve duracdo de 31 dias, com 0s animais
submetidos as dietas contendo (torta de licuri, torta de dendg, torta do caroco de algodéo
e dieta padrdo: milho e soja) e como fonte de volumoso o feno de capim tifton-85
(Cynodon spp.). Foi realizada a coleta do liquido ruminal 4horas apds alimentacdo de
todos os animais, 10 ml do contetdo ruminal foram puncionados com o auxilio de um
cateter, para a quantificacdo de 4cidos graxos volateis (AGV’s), nitrogénio amoniacal (N-NH.)
e as avaliacgdes fisico-quimicas de: pH, cor, odor, viscosidade e potencial de reducéo do
azul de metileno (PRAM). Para a identificacdo e contagem dos protozoéarios, 1 ml das
amostras foram coletadas e diluidas em 9 mL de solucdo de formaldeido a 10%.
Posteriormente, foram realizadas dilui¢cfes decimais em solucdo salina para a contagem
dos pequenos, médios e grandes protozoarios. Os animais foram distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado (DIC). Nao foi observada alteracGes do liquido
ruminal: Ph, cor, odor, viscosidade para os parametros fisico-quimico do fluido ruminal,
0 pH do liquido ruminal apresentou média de 6,8 entre as deitas, as concentracdes de
nitrogénio amoniacal também ndo modificaram em funcédo das dietas, garantindo assim,
um crescimento microbiano adequado e uma maior eficiéncia na utilizacdo de energia.
Houve diferenca significativa para as concentracbes do acido acético com uma
concentracdo de 24,51 mmol/L, para a dieta com torta de licuri e 0 &cido butirico com a
menor concentracdo de 2,59 mmol/L para a dieta a base de torta de caroco de algodéo, o
acido propidnico ndo sofreu alteracfes em suas proporcOes. Para a classificacdo dos
protozoarios houve a maior concentracdo de microrganismos de tamanho médio, sendo
identificados cinco géneros: Dasytricha, Charonina, Entodinium, Diplodinium, Isotricha,
além disso, a espécie Entodinium Caudatum. Para o0s géneros de protozoarios, ndo foram
observadas diferenca entre as dietas. O género Entodinium predominou, com uma
variacdo de 56,60 a 77,77% da concentracdo total, quanto a espécie o E. Caudatum teve
uma maior concentracdo na deita a base da torta do caroco de algoddo. O uso dos
concentrados alternativos néo alterou os pardmetros fisico-quimicos do fluido ruminal,
ndo influenciando também no perfil dos géneros de protozoarios ciliados, no entanto,
houve diferenca para as concentracdes dos &cidos acético, butirico e isobutirico
influenciando no AGV’s totais.

Palavras-chave: alimentos alternativos, par@metros ruminais, microbiologia, borregas

* Orientador: Heryma Giovane de Oliveira Silva D.Sc., UESB. Co-orientadora: Mara Licia Albuquerque
Pereira, D.Sc UESB.



ABSTRACT

SANTOS, J. de J. Physical-chemical analysis and protozoa population in the ruminal
fluid of lambs fed with alternative concentrates. ltapetinga, BA: UESB, 2019. 39 p.
(Dissertation - Master in Animal Science, Area of Concentration in Ruminant
Production). *

The aim was to evaluate the physicochemical characteristics and population of ciliate
protozoa in the ruminal fluid of lambs fed with different alternative concentrates. 16
lambs, female, approximately 100 days old, with a body weight of 26.20 + 5.26, were
used. The experiment had a duration of 31 days, the diets contained (licuri cake, palm
kernel, cotton seed cake and standard diet: corn and soybean) and tifton-85 hay (Cynodon
spp.). The ruminal fluid was collected 4 hours after feeding. 10 ml of the ruminal fluid
were punctured using a catheter to the quantification of volatile fatty acids, ammoniacal
nitrogen and physicochemical evaluations: pH, color, odor, viscosity and reduction
potential of methylene blue. For the identification and counting of protozoa, 1 ml of the
samples were collected and diluted in 9 mL of 10% formaldehyde solution. Subsequently,
decimal dilutions were carried out in saline solution for the counting of small, medium
and large protozoa. The animals were distributed in a completely randomized design. No
changes were observed in the physicochemical parameters of the ruminal fluid. The
ruminal fluid pH presented a mean of 6.8 among the diets. The ammoniacal nitrogen
concentrations did not change in function of the diets, thus guaranteeing adequate
microbial growth and greater efficiency in the energy use. There was a significant
difference for the concentrations of acetic acid with a concentration of 24.51 mmol / L
for the diet with licori cake and butyric acid with the lowest concentration of 2.59 mmol
/ L for the diet with cotton seed cake. The propionic acid did not change in its proportions.
For the classification of protozoa there was the highest concentration of microorganisms
of medium size, being identified five genera: Dasytricha, Charonina, Entodinium,
Diplodinium, lIsotricha, in addition the species Entodinium Caudatum. For protozoan
genera, no difference was observed among diets. The genus Entodinium predominated,
with a variation of 56.60 to 77.77% of the total concentration. The species E. Caudatum
had a higher concentration in the diets with cotton seed cake. The use of the alternative
concentrates did not alter the physicochemical parameters of the ruminal fluid. Also, did
not influence the profile of the ciliate protozoan genera. However, there were differences
in the concentrations of acetic, butyric and isobutyric acids influencing the total VFA.

Key words: alternative foods, ruminal parameters, microbiology, lambs

* Advisor: Heryma Giovane de Oliveira Silva. D.Sc. UESB. Co-Advisor Mara Lucia Albuquerque Pereira,
D.Sc UESB.



| - REFERENCIAL TEORICO

1.1 Introducdo geral

O Brasil apresenta condi¢cdes edafoclimaticas favoraveis a producdo de pequenos
ruminantes. A ovinocultura se destaca como uma atividade econémica que se encontra
em crescimento na maioria dos estados brasileiros, pois a criagdo de ovinos surge como
alternativa de viabilizacdo social e econdémica para pequenas e médias propriedades rurais
(CUNHA et al., 2007). A ovinocultura cresceu significativamente na ultima década,
possuindo um contingente de 18.410.000 cabecas, com destaque para a regido Nordeste,
que detém o maior rebanho brasileiro com 60,6%, onde a Bahia dispde com 17,2% do
rebanho nacional (IBGE, 2017).

Para um bom desenvolvimento da cadeia produtiva, a nutricdo animal entra com
uma importante ferramenta para otimizacdo e manipulagdo dos microrganismos presente
no ecossistema ruminal, com a finalidade de garantir um melhor desempenho produtivo
e atender as necessidades nutricionais dos animais (MORGAVI et al., 2013). Entre os
microrganismos do rimen a uma relacédo especificas e interespecificas, provendo energia
ao hospedeiro e, sobretudo, no metabolismo de nutrientes através da degradacédo da dos
nutrientes dos alimentos. (CHOUDHURY et al., 2012).

O ecossistema ruminal é considerado estavel, por possuir uma populacdo
microbiana bem estabelecida, capaz de produzir proteinas de alto valor nutricional a partir
de compostos de qualidade inferior. Ha fatores que afetam as populacGes microbianas
como: dieta, idade e condicdes de saude do animal, os hospedeiros se classifica como 0s
mais relevantes (WELKIE et al., 2010).

A busca por alimentos alternativos para pequenos ruminantes visa auxiliar com os
problemas de escassez de forragem durante periodos criticos, reduzir custos com
alimentacéo, principalmente em sistema de confinamento, uma vez que, a nutri¢cdo de
ovinos neste sistema representa cerca de 60% dos custos de producdo (LEITE e
VASCONCELOS, 2000). A mudanca na dieta impde ao animal um periodo de transicao

na populacdo microbiana do rimen, com alteracfes nas proporcdes entre as distintas
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espécies para promover um novo equilibrio e uma melhor adaptacdo & nova dieta
(Williams, 1986).

Tendo em vista a importancia da comunidade ruminal e suas relagdes com o0s
pequenos ruminantes, o objetivo desse estudo foi avaliar o perfil da populagdo de
protozoarios ciliados do rdmen em borregas alimentadas com diferentes fontes de

alimentos concentrado.

1.2 Revisdo de literatura

1.2.1 Utilizacao de alimentos alternativos na dieta de ruminantes

As avaliagOes de alimentos alternativos com potencial de uso na dieta de
ruminantes devem ser avaliadas com intuito de prever os efeitos sobre o consumo, a
digestibilidade e o desempenho animal (SANTOS et al., 2010). Entende-se por alimentos
alternativos, os produtos de um processo de produgdo com importancia secundéria e de
baixo valor agregado, podendo até mesmo ser rejeitado pela inddstria, por ser inviavel
para o comércio (PIRES et al., 2006).

Preferencialmente esses alimentos devem imprimir qualidade aos produtos (carne
e leite), e possibilitar a reducdo dos custos com alimentacdo e aumento da rentabilidade
dos sistemas de producdo (OLIVEIRA et al., 2012a).

A base da nutricdo de ruminantes esta relacionada no aumento da capacidade de
ingestdo de alimento, com o intuito de manter as exigéncias nutricionais sem alterar as
condigdes fisioldgicas do compartimento ruminal, garantindo assim uma boa atividade de
ruminacéo e adequado consumo de volumoso (VELHO et al., 2007). Os componentes
principais da racdo: proteina e energia disponibiliza uma adequada mastigacéo,
ruminacdo e demais condicGes para o funcionamento do rimen (CASTAGNARA et al.,
2012).

A torta de licuri € um alimento oriundo da extracdo do 6leo é utilizado como
alimento para os ruminantes caracterizando-se uma fonte de proteina (QUEIROGA et al.,
2010). O licuri (Syagrus coronata) pode ser encontrado no territério brasileiro desde o
Norte de Minas Gerais, ocupando toda porcao oriental e central da Bahia, até o sul de

Pernambuco, incluindo também os estados de Sergipe e Alagoas (NOBLICK, 1986).



A sua composi¢cdo quimica vem sendo estudada em relacdo e suas respostas
quanto ao consumo e desempenho animal, tornando-se uma excelente opgéo para
alimentacdo animal. Tem apresentado valores de proteina bruta (PB) entre 18,92 a 23,6%,
extrato etéreo (EE) entre 10,1% a 16,92, fibra em detergente neutro (FDN) entre 51,5% a
58,7% e lignina de 11,47%, (BORJA, et al., 2010; COUTO et al.,2010; GOES et al., 2010;
CARRERA etal., 2012; NOGUEIRA, 2013; SANTOS, 2014; SILVA, et al., 2015;).

A torta de dendé € outro alimento que se destaca como alternativa na alimentagéo
de ruminantes, classificada como alimento energético, capaz de atender aos
requerimentos da maioria dos ruminantes (PIMENTEL, 2014; OLIVEIRA et al., 2015).
Um dos subprodutos oriundo da extracdo do 6leo de dendé é um produto resultante da
polpa seca, depois da moagem e extracdo do 6leo, que pode ser utilizado como fertilizante
ou como componente de racdo para animais (EMBRAPA 2009).

Em relacdo a sua composicdo quimico-bromatoldgica, a torta de dendé tem
apresentado valores de matéria seca (MS) entre 88,11 e 97,7%, proteina bruta (PB) entre
13,01 e 18,21%, extrato etéreo (EE) entre 5,7 e 13,55%, fibra em detergente neutro (FDN)
entre 64,09 e 81,85%, fibra em detergente acido (FDA) entre 41,29 e 56,02% e matéria
mineral (MM) entre 3,01 e 7,82% (BRINGEL et al., 2011;MACIEL et al., 2012).

Para Vasconcelos (2010), a composi¢do quimica bromatoldgica da torta do dendé
pode ser bastante variavel, devido a falta de padronizacdo na extracao do 6leo, afirmando
também que as variagdes encontradas no teor de nutrientes da torta de dendé sdo
decorrentes da origem dos frutos do dendé, e do tipo de processamento aplicados para a
extracao do Oleo.

Quanto ao algodao (Gossypium hirsutum), uma das culturas oleaginosas mais
cultivadas mais no setor da agricultura pertencente a familia Malvacea. Destaca-se
principalmente pela producéo de fibra, destinada a industria téxtil. Do algodao origina-se
atorta, caroco e o farelo obtido ap6s a extracdo do 6leo de forma mecanica, representando
uma excelente fonte de proteina (GERON et al., 2011). Pode ser utilizado na alimentacéo
de ruminantes como alimento de alto valor nutritivo, sendo equiparado com outros
ingredientes tradicionais de custo consideravelmente mais elevado (VIANA et al., 2009;
VIANA, 2012).

Quanto a composicdo bromatologicas, o caroco de algodao possui 23,0% de
proteina bruta (PB), 17,8% de extrato etéreo (EE), 47,0% de fibra em detergente neutro
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(FDN), 39% de fibra em detergente &cido (FDA) e 95% de nutrientes digestiveis totais
(NDT) (NRC, 2007). PESCE (2008), detectou valores para a composi¢do quimica do
caroco de algoddo semelhantes, destacando suas qualidades aliadas ao baixo custo,
caracterizando esse co-produto como uma excelente alternativa proteica e energetica para

a producdo e alimentagdo animal.

1.2.2 Parametros fisico-quimicos do liquido ruminal

O rumen atua como uma camera de fermentacdo, favorecendo um ambiente
continuo para populagdo microbiana, com uma temperatura ideal média de 39°C;
anaerobiose; pH tampdo medio de 6,8; presenca de bactérias, protozoarios e fungos;
suplemento de nutriente e continua remocéo de digesta e dos produtos de fermentagédo
(LANA, 2005).

As analises do fluido ruminal sdo importantes, pois favorecem no diagnoéstico de
enfermidades do aparelho digestivo, sendo que a microbiota é altamente sensivel as
alteracdes externas que os animais sao submetidos (BORGES et al, 2002). A populacéo
microbiana é influenciada pelas caracteristicas ruminais, sendo estas influenciadas pelo
animal hospedeiro, processo de mastigacdo e ruminagdo, produtos oriundos da
fermentacdo, caracteristicas quimicas da saliva, pH e temperatura (MORGAVI et al.,
2013).

Para uma avaliacdo do contetudo do liquido ruminal alguns aspectos fisicos
podem ser estudados como a cor, odor, consisténcia e tempo de sedimentacao e flotagao.
Para as caracteristicas quimicas sdo avaliadas o pH, fermentacéo de glicose, e o tempo de
reducdo do azul de metileno e para os parametros bioldgicos, a avaliacdo dos
microrganismos mais populosos como bactérias e protozoarios. (SOUZA ,1990; COSTA
1992; RINGS & RINGS 1993; DIRKSEN 1993; BORGES, 2002).

A cor do liquido ruminal sera influenciada até certo ponto pelo alimento ingerido,
onde tonalidades como: verde, verde oliva, castanho claro, escuro esverdeada e branco
leitoso acinzentada podem ser encontradas nas avaliagdes (RADOSTITS et al. 2002).

O odor do fluido ruminal em condi¢Bes normais apresenta-se como aromatico
embora um tanto forte. Quando o odor é muito forte em geral indica putrefacdo de
proteina, gerando um cheiro desagradavel, é indicio de formagdo excessiva de acido
lactico decorrente de sobrecarga por carboidratos ou gréos. Quando inodoro indica suco
ruminal inativo (OLIVEIRA et al.,1993).
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O valor do pH esta diretamente relacionado com o tipo de alimentacéo e de suas
respectivas produgdes de AGV’s, e também com a taxa de crescimento dos
microrganismos ruminais (Homem Junior et al. 2010). No entanto, 0 ambiente ruminal
tende a se manter neutro em virtude da remocdo dos &cidos pela fermentagdo, que sao
influenciados pela acdo tamponante da saliva e com a baixa quantidade de oxigénio
presente no rimen (TEIXEIRA, 2001; LANA, 2005; KOZLOSKI, 2011).

O valor normal do pH do conteddo ruminal oscila entre 5,5 e 7,4 ao longo do
dia, de acordo com a alimentacdo administrada e com o intervalo de tempo da ultima
alimentacdo (DIRKSEN, 1993). O pH abaixo de 6,0 pode interferir na acdo das bactérias
fermentadoras de celulose e diminuir significativamente a eficiéncia da sintese de
proteina bruta microbiana (STROBEL & RUSSELL, 1986). O decréscimo do pH também
pode reduzir a populacdo dos protozodrios quando ocorre um consumo excessivo de
concentrados da dieta. Quando o pH atinge valores abaixo de 5,5 concentracbes de
Isotrichia e Entodinium decrescem (YOKOAMA e JOHNSON, 1988).

1.2.3 Principais produtos gerados pela fermentagdo ruminal (AGV’s e metano)

Os acidos graxos volateis (AGV’s) sdo produzidos no rimen pela fermentagdo
microbiana de carboidratos e, em alguns casos, da proteina, sendo o acético, propiénico
e butirico seus principais produtos, representando a principal fonte de energia para 0s
ruminantes (BERCHIELLI et al., 2006). O desempenho produtivo dos ruminantes esta
relacionado diretamente ao consumo de nutrientes, que depende do consumo de matéria
seca e de disponibilidade nutricional, especialmente de energia e proteina (JUNIOR et
al., 2015).

Segundo Van Soest (1994), os AGV’s sdo produzidos pelos microrganismos do
ramen, suprem 85% das exigéncias de energia dos ruminantes. As proporcdes relativas
desses &cidos estéo relacionadas a natureza do alimento ingerido (BERGMAN, 1990). A
acao dos microrganismos do ramen permite a fermentacdo de carboidratos estruturais e,
consequentemente, o uso de acidos graxos volateis pelos ruminantes como fonte de
energia (DUARTE et al., 2018).

A ingestdo de alimentos rapidamente fermentaveis, aumenta a atividade
microbiana, causando flutuagdo nos produtos finais da fermentagdo (&cidos graxos e
amonia) e o pH ruminal, o que pode refletir no aproveitamento dos demais nutriente da
dieta (COSTA et al., 2008).



6

Ha possibilidade de se manipular o tipo e quantidade de AGV produzido, levando
em consideracdo o carboidrato utilizado na dieta, manipulando assim o rendimento na
composicdo do leite e no crescimento corporal (JUNIOR et al., 2016). A dieta dos
ruminantes é constituida de 70 a 80% de carboidratos, oriundo das plantas forrageiras
(BERCHIELLI et al., 2012). Bianchini et al., (2007) citam que aumentando a celulose e
hemicelulose em relacdo ao amido e carboidratos soluveis, aumenta-se a relacdo acetato
— propionato.

Em dietas ricas em carboidratos fibrosos, as propor¢cdes molares de acetato:
propioanto:butirato representa valores de 75:15:10, ja em dietas ricas em carboidratos ndo
fibrosos essas proporcdes € de até 40:40:20, com o total de AGV entre 60 e 150mM/mi
de liquido ruminal (GOULARTE et al., 2011).

Desta forma, o tipo de dieta (forragem vs concentrado) é um dos principais
determinantes da populagdo microbiana, que sera residente e afetara o perfil de AGV’s
em conformidade (OLIVEIRA et al., 2016). O &cido acético se apresenta com maior
predominancia no rumen, ainda que o butirato e o propionato estejam presentes em
grandes concentracdes (SCHWAIGER et al., 2014).

Junto com os processos de fermentacdo ruminal, ocorre também producéo de CHa
e CO2; a producdo de CHa4 é influenciada principalmente pelos carboidratos da dieta,
representando perdas energia pelos ruminantes (SANTOS et al., 2015). Medidas para
reduzir essas emissdes sdo tomadas com a inclusao de fontes lipidicas e ionéforos na dieta
para melhor a eficiéncia na producdo (BEAUCHEMIN et al., 2008).

1.2.4 Protozoarios ciliados do rimen

O ramen é considerado um ecossistema aberto e continuo, que proporciona um
ambiente ideal para a sobrevivéncia de uma populacdo microbiana estavel, pela evolugédo
de milhdes de anos de selecdo (KOZLOSKI, 2002). Seu meio € anaerdbico, com
temperatura em torno de 39-42°C, pH entre 6,0 e 7,0, e com presenca permanente de
substratos e de atividade fermentativa (KOZLOSKI, 2011).

O ramen apresenta diferentes reinos e classes de microrganismos, destacando os

protozoarios, fungos, bactérias e virus, os quais estabelecem diversas interacdes em um
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complexo ecossistema (DEHORITY, 1984; DEHORITY & TIRABASSO 1989;
KAMRA, 2005).

A microbiota ruminal atua sinergicamente para bioconverter substancias menos
aproveitaveis como a celulose, a hemicelulose e a amdnia em compostos utilizaveis pelo
ruminante, como os AGV’s, os aminoacidos, as vitaminas € outras substancias
necessarias ao crescimento e a producéo de carne, leite e 1a (KAMRA, 2005; OLIVEIRA
etal., 2007).

Os protozoarios foram 0s primeiros microrganismos a serem descritos neste
nicho, podendo representar cerca de 2% de peso do contetido ruminal, 40% do nitrogénio
total e 60% do produto final da fermentacdo, sdo unicelulares, anaerdébios, nédo
patogénicos e cujo tamanho varia de 20 a 200 um, com densidade aproximada de 104
ciliados por mililitro de contetdo ruminal (KAMRA, 2005). Entre 0os microrganismos
colonizadores do ramen, os protozoarios sdo caracterizados pelo maior tamanho, assim,
representam significativa fracdo da microbiota ruminal (MONGCAO et al., 2013).

Os protozoarios ciliados do rumen sdo divididos geralmente em dois grupos
(subclasses): Holotricha e Entodiniomorpha. Na sub-classe Holotricha, encontram-se 0s
géneros Isotricha, Dasytricha, Buetschlia e Charonina, que utilizam principalmente
carboidratos solUveis; ja& na sub-classe Entodiniomorpha aparecem o0s géneros
Diplodinium, Diploplastron, Elitroplastron, Entodinium, Enoploplastron, Eodinium,
Epidinium, Eremoplastron, Eudiplodinium, Metadinium, Ophryoscolex, Ostracodinium
e Polyplastron, que ingerem e fermentam materiais fibrosos (VAN SOEST, 1994;
WILLIAMS, 1986).

Essas caracteristicas conferem esses eucariotos as habilidades em digerir a maioria
dos componentes dos alimentos, participando do processo de fermentacdo ruminal de
forma bem ativa e sendo responséveis por 34% da digestibilidade da fiora (MONCAO et
al., 2013). Outra capacidade esta em poder ingerir e utilizar grdos de amido, proteina
insolivel e também fermentar hidratos de carbono e produzir produtos finais, como
formato, acetato, propionato, butirato, CO2 e H> (ABRAR et al., 2016).

Predam e digerem as bactérias produzindo diminui¢cdo da biomassa bacteriana,
podendo reduzir a taxa de colonizagdo das particulas do alimento pelas bactérias
(SERRANO et al., 2011). Apds os protozoarios ingerir as bactérias, ocorre também a

transformac&o da proteina microbiana em proteina oriunda de protozodrios, e com a morte
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dos protozoarios o nitrogénio originado passa a ser utilizado pelas bactérias
(RUIZ.,1992).

Os protozoarios apresentam uma habilidade que é o quimiotactismo, que seria
facilidade de locomocdo em gradientes de concentragdo contendo acucares. (ARCURI et
al., 2006). E atuacdo direta sobre a fermentacdo do rimen, na digestibilidade e na sintese
de proteina microbiana, também é uma caracteristica dos protozoarios (BELANCHE et
al., 2011).

Sendo a saliva uma das principais vias de transmissdo para 0s protozodrios, esse
contato direto j& ocorre nas primeiras semanas de vida do animal, onde na presenca de
animais faunados acontece a migracdo destes microrganismos até o compartimento
ruminal, como também podem ser encontrados em maior quantidade (74%) retidos no
espaco reticulo-rimen (FOULKES; LENG, 1989). O perfil de protozoarios apresenta
variacdo em relacdo ao periodo do dia, sendo a espécie e numero de protozoério,
influenciados pela ingestao de alimento e agua, caracteristica fisica e nutricional da dieta
e producdo de saliva (ARCURI et al., 2006).

Os protozoarios apresentam uma caracteristica comum a todos, que consiste em
armazenar grande quantidade de amido, que é usado como fonte de energia (Teixeira,
2001). A populacdo de protozoarios € influenciada diretamente pela dieta oferecida,
sendo importante quantificar e avaliar a sua atividade em resposta a essas dietas, uma vez
que, ttm uma grande participacdo nas atividades hemicelulolitica e celulolitica (LIMA et
al., 2012).
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Il - OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de diferentes fontes de alimentos concentrados alternativos

sobre o perfil da populacéo de protozoarios ciliados no rimen de borregas.

2.2 Objetivos especificos

1. Identificar e quantificar o perfil da populacdo de protozoarios ciliados do
rimen;
2. Quantificar os produtos da fermentacdo ruminal;

3. Avaliar os parametros fisico-quimico do fluido ruminal.
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111 - MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagéo e caracterizagdo do clima

O experimento foi conduzido no setor de Ovinocultura, do Campus Juvino Oliveira,
da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, UESB, na cidade de Itapetinga, BA.
Localizada a 15°14'56"S de latitude sul, 40°13'52"W de longitude oeste, precipitacdo
média anual de 708 mm, temperatura média anual de 28°C e com altitude média 269

metros.

3.2 Dietas, animais e delineamento

Foram avaliadas 16 borregas, (Santa Inés x SRD), com idade aproximada de 100
dias, peso corporal inicial medio de 26,20 £ 5,26 kg, os animais foram alojados em baias
individuais de 1,5 m x 1,0 m, com piso ripado, providos de cocho e bebedouro recebendo
agua ad libitum e as quatros dietas; dieta padrdo (milho e soja) torta de licuri (TL), torta
de dendé (TD) e torta do caroco de algod&o (TA) e como volumoso feno de capim Tifton
—85 (Cynodon spp.). As dietas foram formuladas para serem isoproteicas e isoenergéticos
(Tabela 1), para o ganho de peso de 200 g de animal/dia, de acordo com as equagdes de
predicdo do NRC (2007). Os alimentos foram ofertados duas vezes ao dia em comedouros
as (07:00 as 16:00 horas), fornecendo 70% da dieta no periodo da manha e 30 % no
periodo da tarde, na relacdo volumoso/concentrado de 50:50, com base na matéria seca.
O consumo voluntério diario foi calculado pela diferenca entre a dieta total oferecida e as
sobras que foram colhidas e pesadas em balanca digital.

O periodo experimental foi de 31 dias, sendo 21 dias para adaptacdo das dietas e 10
dias para as coletas dos dados. Os animais foram distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com quatro dietas e quatro animais como repeticéo.

Todo procedimento experimental envolvendo animais foi realizado ap6s aprovacgao
pelo Conselho de Etica do Uso de Animais - CEUA da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia - UESB, Protocolo N°153/2017.
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3.3 Analises Quimica Bromatologicas

As amostras das dietas foram coletadas, identificadas, armazenadas em embalagem
de sacos pléasticos diariamente e mantidas em freezer de -10° a -20°C para posteriores
analises. As amostras foram pré-secas em estufas de circulacdo forcada, por 24h a 55° de
temperatura e depois homogeneizadas em temperatura controlada a 60°C por 72 horas e,
posteriormente, triturada em moinho tipo Wiley (peneira de 1mm) para posteriores
analises. As analises das amostras foram realizadas no Laboratério de Métodos e
Separagdes Quimicas — LABMESQ, na UESB. As concentracbes médias dos
componentes nutricionais do feno de capim Tifton — 85 e concentrados estdo descritos
nas Tabelas (1 e 2).

As analises de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra em
detergente acido (FDA), fibra em detergente neutro (FDN) e matéria mineral (MM) foram
realizadas de acordo procedimentos descritos por Detmann et al. (2012). A lignina,
celulose e hemicelulose foi obtida a partir da metodologia descrita por Detmann et al.
(2012), com o residuo da (FDA) tratado com &cido sulfarico a 72%. A porcentagem de
carboidratos totais (CT) foi obtida pela equacéo (Sniffen et al., 1992):

CT =100 - (%PB + %EE + %MM)

Em que: CT = carboidratos totais (%MS); PB= teor de PB (%MS); EE = teor de EE
(%MS); MM = teor de MM (%MS).

O teor de fibra em detergente neutro (FDN) corrigido para cinza e proteina foi
obtido segundo recomendacdes de Licitra et al., (1996). A matéria organica (MO) foi
obtida pela formula: MO (%) = 100 — MM (%).

Os teores de carboidratos ndo fibrosos (CNF) foram calculados de acordo ao
modelo proposto por Hall (2003), utilizando o FDNcp, onde:

CNF = MO - (%FDNcp + %PB — %EE — %MM)

Os nutrientes digestiveis totais (NDT) serdo calculados segundo Weiss (1999), mas

utilizando a FDN e os CNF corrigidos para cinza e proteina, pela seguinte equag&o:
NDT (%) = PBD + FDNcpD + CNFcpD + 2,25EED

Em que: PBD = PB digestivel; FDNcpD= FDNcp digestivel; CNFcpD= CNFcp
digestiveis; e EED= EE digestivel.
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Tabela 1. Proporgdo e composicao quimica dos ingredientes das dietas experimentais, com
base na matéria seca (%MS), valores calculados de proteina (PB) e nutrientes
digestiveis totais (NDT).

Dietas*
Ingredientes DC TD TL TCA
Milho 62,0 57,0 53,0 54,0
Farelo de Soja 36,0 25,0 29,0 24,0
Uréia + Sulfato de Amonia 0,0 1,0 0,0 0,0
Minerais 2,0 2,0 2,0 2,0
Torta de Dendé 0,0 15,0 0,0 0,0
Torta de Licuri 0,0 0,0 16,0 0,0
Torta de Caroco de Algodéo 0,0 0,0 0,0 20,0
Total (Kg) 100,0 100,0 100,0 100,0
Nutrientes na Matéria Seca

PB! 19,7 20,0 19,9 20,1
NDT? 71,7 70,8 71,3 72,5
Composicdo Quimica®

Matéria Seca 94,35 94,78 95,19 95,60
Matéria organica 95,57 95,80 95,00 96,64
Matéria mineral 4,43 4,20 5,00 4,36
Proteina bruta 18,9 19,1 19,28 20,1
Extrato etéreo 5,08 577 6,64 9,12
Carboidratos nao fibrosos 49,21 41,36 40,05 42,52
Fibra em detergente neutro 17,95 25,37 24,03 20,54
Fibra em detergente acido 9,67 14,72 15,18 11,97
Hemicelulose 8,28 10,65 8,85 8,57
Lignina 0,44 2,93 2,28 1,52
Carboidratos totais 71,59 70,93 69,08 66,51

Dietas™: DC= dieta controle (milho e soja); TD: torta de dendé; TL: torta de licuri; TCA: torta do
caroco do algoddo. Ingredientes separados e composicdo quimica® em porcentagem da matéria seca.
MS: matéria seca; MO: matéria organica; MM matéria mineral; PB*: proteina bruta; EE: extrato etéreo;
CNF: Carboidratos nédo fibrosos; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente cido;
HEM: hemicelulose; LIG: lignina; CT: carboidratos totais; NDT? Nutrientes digestiveis totais de
acordo com o com equacdo do NRC (2001).
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Tabela 2. Composicdo bromatoldgica dos alimentos utilizados nas dietas experimentais

Nutrientes Fenq . .
(%)* Capim Milho Soja TD! TL? TCAS
Tifton 85

MS 90,91 88,92 88,59 91,79 92,97 93,85
MO 93,85 98,51 93,55 96,50 93,7 95,75
MM 6,15 1,49 6,45 3,50 6,30 4,25
PB 12,67 8,90 43,91 14,96 25,64 34,66
EE 4,40 8,90 1,96 9,01 15,65 25,68
FDNcp 78,50 14,45 31,28 80,76 61,78 37,05
FDA 51,80 5,81 20,27 52,93 48,60 25,95
HEM 26,70 8,65 11,01 27,83 13,12 11,10
CEL 429 5,29 19,8 34,35 35,75 19,7
LIG 8,90 0,52 0,47 18,58 12,85 6,25
CT 76,78 81,52 47,68 72,53 52,41 35,41

TD!= torta de dendé; TL?= torta de licuri; TCA3= torta do caroco de algoddo. *Nutrientes em
porcentagem da matéria seca. MS: matéria seca; MO: matéria organica; MM matéria mineral; PB:
proteina bruta; EE: extrato etéreo; FDNcp: fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e
proteina; FDA: fibra em detergente acido; HEM: hemicelulose; CEL.: celulose; LIG: lignina; CT:
carboidratos totais.

3.4 Coleta do liquido ruminal

A coleta das amostras ocorreu 4 horas ap6s alimentacdo, utilizando da pratica da
tricotomia e assepsia na regido ventral do abdomen esquerdo, abaixo da fossa paralombar
e cranialmente a articulacdo do joelho, uma area de aproximadamente 5 cm? onde foi
lavada e higienizada com solu¢édo de lodo-PVPI (1%). Com o auxilio de cateter humano,
10 ml de fluido ruminal foram puncionados e acoplado a seringas estéreis (Figura 1). As
analises fisico-quimicas de: pH, cor, odor, viscosidade e potencial de reducdo de azul de
metileno (figura 2), foram realizadas logo apds a coleta de acordo as metodologias
descritas por (Dirksen, 1993).

Figura 1. Puncéo do liquido ruminal.

Fonte: Arquivo de pesquisa
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Figura 2. Analises fisico-quimica do liquido ruminal.

Fonte: Arquivo de pesquisa

Para identificacdo e contagem dos protozoéarios, 1 ml das amostras do liquido
ruminal de cada animal foram coletadas e diluidas em 9 ml de solucdo de formaldeido a
10 % para que a conservacao das estruturas morfoldgicas dos protozoarios fosse mantida
(Dehority, 1993). A identificacdo e contagem foi realizada seguindo a metodologia
descrita por Dehority (1984), porem com a substituicdo do verde brilhante pela solugéo
de lugol como descrito por (D’agosto, Carneiro, (1999).

Foram realizadas dilui¢cdes decimais de 1 ml da solucdo de formaldeido em tubos,
contendo 9 ml de solucédo salina em seguidas cinco aliquotas de 10 microlitros de cada
amostra na dilui¢do 10* foram adicionadas respectivamente em 5 laminas de microscopia,
e logo apés uma gota de lugol juntamente com as laminulas. Os ciliados foram
visualizados sob a luz da microscopia Optica, utilizando-se das objetivas de 10x e 40x
para observagdo das microestruturas dos protozoarios (Figuras 3,4, 5, 6 e 7) e realizagdo

da classificacdo dos seus géneros de acordo com a chave descrita em (Dehority, 1993).



Figura 3. Protozoario do Género Entodinum
proveniente de borregas alimentadas com
diferentes concentrados alternativos,
visualizado apds coloragdo com lugol. objetiva
de 40x

Fonte: arquivo de pesquisa.

Figura 5. Protozoario do Género Dasytricha do
liquido ruminal de borregas alimentadas com
diferentes concentrados alternativos, visualizado
apos coloragdo com lugol. objetiva de 40x

Fonte: arquivo de pesquisa.
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Figura 4. Protozoario do Género Charonina
proveniente de borregas alimentadas com

diferentes concentrados alternativos,
visualizado ap6s coloracdo com lugol.
objetiva de 40x

Fonte: arquivo de pesquisa.

Figura 6. Protozoario do Género Diplodinium
do liquido ruminal de borregas alimentadas
com diferentes concentrados alternativos,
visualizado apds coloracdo com lugol. objetiva
de 40X

Fonte: arquivo de pesquisa.
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Figura 7. Protozoario do Género lIsotricha do
liquido ruminal de borregas alimentadas com
diferentes concentrados alternativos, visualizado
apos coloragdo com lugol. Objetiva de 40x

Fonte: arquivo de pesquisa.

3.5 Analise dos &cidos graxos

Para andlise dos acidos graxos volateis (AGV’s), 2 ml do liquido ruminal foram
retiradas e adicionadas a 200 ul de acido metafosforico a 25% e por meio de
cromatografia gasosa foram analisados no laborat6rio da Universidade Federal de Vigosa
Minas Gerais (UFV), utilizando cromatografo a gas modelo CG — 17A marca
SHIMADZU, equipado com detector FID. Para registro e analise dos cromatogramas, 0
aparelho é acoplado a um microcomputador, utilizando - se o programa GC Solution. Os
compostos foram separados e identificados em uma coluna capilar DB1 (30 m x 0,25
mm). A producgéo de metano foi estimada utilizando a equagéo proposta por Moss et al.
(2000), onde leva em considera¢éo os acidos graxos volateis: CH4 = (&cido acético x 0,45)

— (&cido propibnico x 0,275) + (&cido butirico x 0,40).



24

3.6 Andlises estatisticas

Apos andlise exploratdria dos géneros de protozodrios, as concentracdes medias
obtidas foram transformadas em logl0 (x+10), onde foram interpretados para
determinacéo da analise de variancia (ANOVA). Para analise das ocorréncias dos géneros
as médias foram comparadas pelo teste de Newman-Keuls a (P<0, 05), obtendo algumas
variaveis expressas em valores absolutos e percentuais, utilizando o sistema de analises
de dados o SAS (Modelo 9.0). Os valores referentes de pH ruminal e (AGV’s) foram

comparados entre as dietas aplicando-se o teste tukey (P<0, 05).
O modelo matematico Yij= 1 + Tit &ij

Onde: Yij= ao valor observado na parcela que recebeu o tratamento na repeticdo u
= a média geral do experimento; Ti=ao efeito devido ao tratamento, que foi aplicado a
parcela; &ij= ao efeito dos fatores ndo controlados na parcela que recebeu o tratamento i

na repeticao j.
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V- RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a andlise fisico-quimica do liquido ruminal de borregas alimentadas com
diferentes concentrados demostraram semelhancas (P>0,05) nos valores de pH, potencial
de reducdo do azul de metileno (PRAM), odor, viscosidade e cor como € visto na (Tabela
3).

Tabela 3 - Anélise macroscépica e fisico-quimica do fluido ruminal de borregas.
alimentadas com diferentes concentrados.

Variaveis
Dietas pH PRAM Odor Viscosidade Cor CVv®
Castanho Oliva
1 . <3min  Aromatico Espesso (75%)
DC™ 673 1oow)  (100%)  (100%)  Castanho Escuro 2
(25%)
) . <3min  Aromatico Espesso Castanho Oliva
TLE 687 oo%)  (100%)  (100%) (100%) 3,93
3 . <3min  Aromatico Espesso Castanho Oliva
D" 684 (1oow)  (100%)  (100%) (100%) 3,87
Castanho Oliva
4 2 <3min  Aromatico Espesso (75%)
TCA™ 680°  (100k)  (100%)  (100%)  Castanho Escuro Ot
(25%)

Meédias seguidas de mesma letra minGscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(p>0,05) para o0 pH, CV: °Coeficiente de variacdo do pH. !DC: Controle (concentrado padréo);
2TL: Torta de Licuri 3TD: Torta de Dendg; “TCA: Torta de caroco de algoddo.

O pH do fluido ruminal ndo apresentou diferenca significativa entre dietas
ofertadas, demostrando um valor médio de 6,8. Segundo Dirksen (1993), o valor normal
do pH no conteudo ruminal oscila entre 5,5 e 7,4 ao longo do dia, de acordo com a
alimentacdo administrada e com o intervalo de tempo da Gltima alimentacdo. Uma vez
que, a dieta apresentou uma relacdo volumoso: concentrado (50:50), possibilitou um
maior tempo de ruminacdo e, consequentemente, maior producdo de saliva como é
repostado por Dirksen, (2008).

Segundo Jesus et al. (2012), a medida que o pH aumenta, ocorre um aumento no
namero de protozoarios totais. Os mesmos autores citam que o pH abaixo de 6,0 promove
uma queda significativa na concentracdo de protozoarios. Franzolin & Dehority (2010)

afirmam que longos periodos de baixo pH ruminal, provavelmente, sdo mais prejudiciais
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para a sobrevivéncia dos protozoarios ciliados no ramen que outros fatores. As
caracteristicas do alimento e o estado fisioldgico dos animais pode contribuir também
para o equilibrio de pH no rimen (VASCONCELOS et al., 2010).

No presente estudo, o tempo encontrado para a variavel (PRAM) foi menor que 3
minutos, demostrando como muito ativo esse tempo de reducdo, indicativo de que todas
as dietas supriram 0s nutrientes necessarios para o alto crescimento da populagéo
microbiana. O PRAM é um teste usado para determinar o tempo necessario para a que a
populacdo de bactérias possa realizar o metabolismo da fermentacdo anaerdbica
(DIRKSEN, 1993). O tempo normal considerado é de (3 a 6 minutos) classificando como
microflora normal (BARBOSA et al.2003).

Para a cor do liquido ruminal, as amostras apresentaram uma maior proporcao para
tonalidade do castanho oliva, tendo varia¢Ges entre o castanho escuro. De acordo com
Dirksen, (2008), a cor do fluido ruminal é estabelecida em fun¢do do tipo alimentacdo
ofertada sendo: feno, silagem, palhada ou grédos. Vieira et al. (2007) em um estudo com
ovinos criados em pasto de Urochloa (Brachiaria) decumbens constataram que no periodo
seco a cor do fluido ruminal predominante era castanha, ja no periodo chuvoso o verde
oliva se destacava.

Para as avaliaces de odor do liquido ruminal ndo foi identificado variagdes, ndo
demostrando odores desagradaveis indicando qualquer tipo de putrefacdo ou producdes
excessivas de &cido lactico. Segundo Feitosa (2008), o odor pode ser classificado em
aromatico, acido, repugnante, amoniacal ou inodoro e pode contribuir para o diagnostico
de alterac@es na fisiologia do ecossistema ruminal.

Ja a viscosidade do liquido ruminal se manteve bem espessa nas avaliacOes,
sugerindo que 0s microrganismos estavam em um ambiente bem ativo para sua
sobrevivéncia, caso contrario em um ambiente de consisténcia aquosa a acdo desses
microrganismos seria comprometida. Feitosa (2008) relatou que a boa viscosidade do
meio ruminal indica a acdo e contaminacdo da saliva, ja a auséncia de viscosidade
demonstra um jejum prolongando no animal e inatividade em sua microbiana.

O estudo sobre os parametros fisico-quimicos do liquido ruminal é de suma
importancia no diagnostico de enfermidades do aparelho digestdrio dos ruminantes,
especialmente aquelas dos compartimentos pré-gastricos. A microbiota do rimen é
altamente sensivel as alteracdes externas e internas, as quais rotineiramente estdo
submetidos os animais (BORGES et al., 2002; COSTA et al., 2008).
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Na tabela 4 sdo apresentados os dados relativos a producdo de acidos graxos
volateis (AGV’s), do fluido ruminal de borregas alimentadas com diferentes fontes de
concentrados alternativos, onde é apresentada as proporcdes dos principais acidos
produzidos no processo de fermentagdo ruminal sendo: 64 a 68% &cido acético, 17 a 19%
acido propidnico e 14 a 16% butirico, valores esses semelhantes ao encontrados por
(Teixeira e Teixeira, 2001).

Os é&cidos graxos volateis (AGV’'S) sdo produzidos no ramen pela fermentacéo
microbiana de carboidratos e em alguns casos da proteina, se tornando a principal fonte
de energia para os ruminantes (Berchielli et al., 2006). No processo de fermentagéo
microbiana do rimen ocorre a producao de acidos graxos de cadeia curta, como: acético,
propibnico, butirico, isobutirico, valérico, isovalérico, 2-metilbutirico, hexanoico, acidos

fracos, compostos por até sete carbonos (Tagang et al., 2010).

Tabela 4 - Concentragdes de acidos graxos volateis (AGV’s) individuais e totais,
expressos em mmol/L e em percentual do total (%), razdo acetato:
propionato (A:P), metano em mmol/L (CHa) e nitrogénio amoniacal (N-
NHs, mg. dL*) do fluido ruminal de borregas alimentadas com diferentes
fontes concentrados.

Dietas*

AGV’s DC TL D TCA DP! P2

Isobutirico 0,86 a 0,89 a 0,86 a 0,71 b 0,02 0,0044
Acético (A) 18,26 ab 2451a 20,22ab 11,95b 1,64 0,0323
Propionico (P) 5,65 6,30 5,62 3,06 0,53 0,1151
Butirico (B) 4,40a 5,03 a 4,22ab 2,59 b 0,30 0,0082
AGV’s totais 28,30ab  3582a 30,04ab 17,59b 2,39 0,0330
A % Total 64,04 68,45 67,32 68,36 0,76  0,1224
P% Total 19,96 17,50 17,93 17,11 0,62 0,3999
B % Total 16,00 14,05 14,75 14,53 0,53 0,6462
AP 3,20 3,99 3,90 4,05 0,18 0,2986
CHgy 8,42ab 11,30a 9,24ab 5,56 b 0,72 0,0196
N-NH3 76,70 65,56 68,75 73,20 2.38  0,3949

Dietas*: DC= dieta controle (milho e soja); TL: torta de licuri; TD: torta de dendé; TCA: torta do caroco
do algoddo. Médias seguidas de letras minUsculas distintas na linha diferem entre si pelo teste Tukey
(p>0,05). *Desvio padrao e 2Probabilidade de erro.

As concentragdes do &cido acético, butirico e isobutirico sofreram influéncia das
dietas, a torta de licuri apresentou em sua concentracao 24,51% de acido acético e a torta
do carogo de algodéao 2,59 do acido butirico, mesmo com as menores concentracdes o

isobutirico foi significativo para a torta de caroco de algoddo. Vargas et al., (2001) cita



28

que concentragdes de isobutirato sdo indicativos de fermentacdo de aminoacidos, os quais
quando em altos teores, favorecem o acumulo de tais AGVs, destacando como principal
fator de reducdo do pH, o que ndo foi observado no presente trabalho, onde o pH se
permaneceu estavel entre as dietas.

Dietas que apresentam um teor de extrato etéreo acima de 6% (Tabela 3), pode
influenciar na reducdo e producéo de acetato e butirato e estimular as bactérias ruminais
para producédo do propianato (JUNIOR et al., 2010; NEVEL et al., 1988). Nesse sentido,
a producéo de propianato ndo sofreu alteracdes em relagéo as dietas ofertadas. A produgéo
de AGV’s totais foi significativo, a torta de licuri demostrou uma maior concentragdo de
35,82 em relagédo as demais dietas. Van Soest (1994), destaca que a maior producdo dos
acidos graxos, pode estar relacionado as concentrac6es dos carboidratos nao fibrosos presente
nas dietas e por isso eles sdo mais rapidamente degradaveis no rimen.

A proporcdo de cada produto final vai depender do tipo de alimento, como dito
anteriormente, das espécies de microrganismos envolvidas e do ambiente ruminal durante a
fermentacéao (VValadares Filho & Pina, 2006).

Os protozoérios se alimentam de carboidratos e celulose (FINDLEY et al., 2011) e
por consequéncia liberam H> no ambiente, o qual é utilizado pelas metanogénicas
(SKILLMAN et al., 2006; TYMENSEN et al., 2012). A dieta com torta do carogo do
algodao apresentou em sua composicdo quimica 19,7% de celulose e 35,41% de
carboidratos totais, valores esses que confirmam o que os autores acima falaram, a
respeito da acdo dos protozoarios sobre determinados nutrientes do alimento, que
influencia diretamente na acdo das bactérias metanogénicas e na producdo de metano.

Neste estudo, a média encontrada na producdo de metano (CHa) foi de 5,56 mmol/L,
para dieta a base torta do caroco de algoddo. A maior producédo desse gas esta diretamente
associada a formacdo de acidos acético e butirico com a fermentacdo dos componentes
estruturais do substrato (RIVERA et al., 2010).

A capacidade de fermentacdo da dieta varia de acordo com a concentracdo minima
de N-NHz necesséria para manter méxima taxa de crescimento microbiano, associada a
fontes de energia. Van Soest (1994) citou como nivel 6timo 10 mg de N-NHs/dL no fluido
ruminal, no entanto este valor ndo deve ser considerado como um namero fixo, uma vez
que, a capacidade de sintese de proteina e captacdo de amonia pelas bactérias depende da
taxa de fermentacdo dos carboidratos.
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O nitrogénio amoniacal (N-NHs), ndo apresentou valores significativos para as
dietas avaliadas (p>0,05). O valor médio detectado de (N-NHz3) foi de 71,05 mg. dL
sendo superior ao limite minimo citado por Van Soest (1994). Pode-se observar que, as
concentragdes de N-NHs presente no liquido ruminal, garantiram crescimento microbiano
adequado e maior eficiéncia de utilizagcdo de energia provenientes da degradacdo dos
carboidratos, onde a participacdo dos protozoarios € muito importante na utilizacdo da
proteina microbiana de acordo com Leng (1990).

A quantidade de nitrogénio amoniacal (N-NHs) presente no rimen se torna um
fator importante para 0s microrganismos, pois utilizam esse composto como fonte de N
para a sintese proteica microbiana (SIMIONATTO et al., 2017). Contudo, a natureza dos
alimentos (volumosos e concentrados), bem como seus niveis de nutrientes, podem
influenciar de maneira decisiva no comportamento alimentar dos animais, promovendo

efeitos sobre o desempenho e produtividade.

Em relagdo a quantidade total de protozoarios, ndo houve alteracdes em relagdo as
dietas ofertadas. Quanto a classificacdo dos protozoarios, ocorreu a maior ocorréncia de

individuos de tamanho médio, seguido de pequenos e grandes ciliados (Tabela 5).

Tabela 5 - Contagem média de protozoarios ruminais (x 10°%mL) do liquido ruminal de
borregas alimentadas com diferentes concentrados alternativos.

Classificacdo Dietas*

¢ DC TL D TCA  CW! p?
Pequenos 146,0 187,5 84,5 150,5 57,96 0.4520
Médios 446,5 440,0 231,5 3325 52,28 0.6836
Grandes 9,0 3,0 17,5 55 168,35 0.4516
Total 608,50 630,50 333,50 488,50 51,37 0.4043

Dietas*: DC=dieta controle (milho e soja); TL.: torta de licuri; TD: torta de dendé; TCA: torta
do caroco do algoddo. Considerou — se pequeno (até 40 x 60 pum), médio (até 100 x 150 um) e
grande (maior que 100 x150 um). * Coeficiente de variacdo e *Probabilidade.

A partir dos resultados obtidos, pdde-se observar que os protozoarios de tamanho
médio foram os mais expressivos encontrado entre as deitas. A concentracdo total de
protozoarios encontrados esta dentro dos valores normais que correspondem a 10* a 10°
protozoarios/mL de conteddo ruminal, ja citados por (DEHORITY, 1987;
KAMRA,2005). A quantidade de espécies de protozoarios no ambiente ruminal é
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influenciada diretamente pelo tipo de alimento ofertado, distribuicdo geogréfica, racas,
idade e frequéncia no fornecimento da alimentacdo (MONCAO et al., 2013).

De acordo com Borges et al. (2002), a presenca de ciliados de tamanhos variados
pode afetar o fluxo dentro do rimen, onde individuos classificados como grandes
protozoarios tem a facilidade de engolfar os protozoarios de tamanho pequeno e médio,
ja em relacdo a fermentacdo ruminal, as espécies menores sdo, provavelmente, mais
resistentes a esse processo.

Em relacdo as caracteristicas predatorias dos protozoarios, autores indicam que esta
seria a causa das distintas espécies existentes no ambiente ruminal e que 0s protozoarios
também realizam a predacéo de fungos ruminais (DERORITY; ORPIN, 1997).

Em relacdo aos protozoérios ciliados do ramen, foi observada a ocorréncia dos
ciliados nas ordens Vestibuliferida e Entodiniomorphida (Tabela 6). Na ordem
Vestibuliferida, constata-se a presenca da familia Isotrichidae, composta pelos géneros
Dasytricha; Isotricha e Charonina e na ordem Entodiniomorphida, protozoarios da

familia Ophryoscolecidae, caracterizada pelos géneros Diplodinium e Entodinium.

Tabela 6 — Distribuicio percentual e total (x 10°mL) dos géneros de protozoarios
ruminais em borregas alimentadas com diferentes concentrados alternativos.

DIETAS

DC TL TD TCA
(x105 %  (x105 % (x10 %  (x10% % pt

Géneros

Entodinium 3845 6490 4780 7777 1980 6531 2780 56.60 0,0638
E.caudatum* 168,0 26.24b 92,0 126b 845 23.38b 1500 31.23a 0,0284
Charonina 46,0 7.24 56,5 848 220 6.30 49,0 9.84 0,6652
Dasytricha. 2,0 0.31 1,0 0.13 150 281 25,0 0.56 0,1039
Isotricha 4,5 0.79 1,5 0.27 135 2.18 1,0 0.30 10,4828
Diplodinium 3,5 0.52 1,5 0.69 0 0,00 7,0 1.24 0,4915

N&o definido 0,0 0,00 0,0 0,00 0,0 0,00 1,0 0.18 0,0919
Total 608,50 100 630,50 100 333,50 100 488,50 100  0.3905

Dietas: DC= dieta controle (milho e soja); TL: torta de licuri; TD: torta de dendé; TCA: torta do
caroco do algodéo. * Espécie identificada. *Probabilidade do erro. As médias seguidas de letras
mindsculas distintas na mesma linha diferiram entre si quando comparadas pelo teste Newman-
Keuls (P<0, 05).
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N&o foi detectada diferenca significativa para os géneros de protozoarios ciliados
(P>0,05). Dentre esses géneros identificados, o Entodinium foi o encontrado em maior
quantidade, apresentando uma média de 66,15% entre as dietas. Por lado foi possivel no
processo de identificagdo verificar a presenga da espécie Entodinium Caudatum sp, tendo
em vista a sua maior concentracao na dieta a base de torta de carogo de algod&o. Segundo
Williamns e Coleman (1992), a espécie Epidinium caudatum possui elevada quantidade
de celulase presente no citoplasma, o que auxilia na degradacao do material fibroso.

A maior predomindncia desse género pode estar relacionada & variedade de
espécies, que esses ciliados podem apresentar no ecossistema ruminal, uma caracteristica
ja descrita por (CARVALHO et al. 2011; OGIMOTO & IMALI, 1981), para diferentes
ruminantes domésticos e selvagens.

Sylvester et al. (2004) observaram que a dieta interfere diretamente na diversidade
de protozoarios no rimen e no duodeno e identificaram a presenca de varias espécies
predominantes como Epidinium caudatum, Entodinium caudatum, e Isotricha prostoma.

Os protozoarios do género Entodinium sdo descritos por alguns autores como
predominantes (~90%) em animais alimentados a base de concentrado (HUNGATE,
1966; NOGUEIRA FILHO et al.,1992). Esses entodiniomorfos sdo capazes de aderirem-
se as fibras dos alimentos e possuem atividade celulolitica e hemicelulolitica bem ativa
(OLIVEIRA et al., 2007).

A distribuicdo e especificidade desses microrganismos estdo relacionadas
diretamente aos substratos utilizados nas dietas pelos seus hospedeiros (HUNGATE,
1966; NOGUEIRA et al.,2004; PINA et al., 2009). Esses resultados corroboram com as
observacdes relatadas por Matos et al. (2008), que verificaram também a predominancia
do género Entodinium de 90% no rdmen de ovinos criados em pastagem nativa da
caatinga em Pernambuco. Segundo Newbold et al. (2015), este género tem sido
responsavel por muitos do turnover de proteina bacteriana no ramen.

Estudos apontam que protozoarios ruminais apresentam-se em maior populagédo
quando a dieta é constituida de propor¢des mistas de volumoso/concentrado, quanto
maior a proporcdo de concentrado, menor sera sua concentragdo, devido a acidificagdo
do meio (NIGRI et al.2017). Neste estudo, a relagdo volumoso/concentrado foi de 50:50
contribuindo para o equilibrio no ecossistema, ndo permitindo varia¢fes no pH levando

uma acidose ruminal.
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Kamra, (2005), cita em seu trabalho com novilhos, que quando alimentandos
exclusivamente com concentrado apresentaram caracteristica fisico-quimica de acidose
ruminal subclinica com pH médio de 5,07, justificando a menor concentragdo dos
protozoarios ruminais para esses novilhos, uma vez que, quando ha acidose ruminal,
ocorre morte desses ciliados As populagbes de Entodinium podem contribuir para
fermentacdo de carboidratos prontamente fermentaveis, digerindo o amido mais
lentamente do que as bactérias, assim esses ciliados desempenham um papel de
moderadores da fermentacdo ruminal (NAGARAJA, 1997). O valor médio dos
carboidratos totais das dietas foi de 69,52%, dando indicativo que a disponibilidade
desses nutrientes favoreceu o crescimento desse género que apresenta caracteristicas
amiloliticas (WILLIAMS, COLEMAN, 1992).

Os grandes géneros Isotricha e o Daystricha ndo foram representativos entre as
dietas, mas foi possivel identificar a presenca desses holotriquios na dieta a base de torta
de dendé, dando indicios que a composicdo quimica tenha favorecido a ocorréncia e
manutencdo desses individuos, uma vez gue, eles utilizam dos carboidratos soltveis em
agua, celulose e hemicelulose para sua sobrevivéncia (Williams, Coleman, 1992). A torta
de dendé apresentou em sua composicdo quimica a média de 34,35% de celulose,
justificando assim o aparecimento desses géneros ciliados em relacéo as demais dietas.

Segundo Van Soest (1994), geralmente aparece maior numero de protozoarios
no rimen quando as dietas sdo mais digestiveis, além disso, o teor de energia é importante
como fonte de reserva, uma vez que esseS microrganismos armazenam grandes
quantidades de polissacarideos que sdo utilizados quando as fontes exdgenas de energia
se esgotam. Normalmente os protozoarios ingerem bactérias como fonte de proteina, e, a
proteina e outros nitrogénios bacterianos ingeridos sdo usados diretamente para a sintese
celular. Em geral, os protozoarios sdo anaerébios restritos, e aproveitam diversos
carboidratos para obtencdo de energia. (CARVALHO et al. 2002).

No ambiente ruminal ocorre também a predacdo entre os préprios géneros de
protozoarios, o Entodinium e a Charonina por ser de menor tamanho sdo por sua vez
predados por géneros como: Diplodinuim; Dasytricha; Isotricha, protozoarios ciliados de
maior tamanho (FRANZOLIN et al., 2010). Apesar da dieta ter uma relevancia na
concentracdo das populagcbes de protozoarios ciliados do rimen, alguns aspectos também

podem ser atribuidos para explicar a ocorréncia dos protozoarios, como as caracteristicas
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individuais do hospedeiro em relacéo aos animais da mesma espécie e a taxa de passagem
do alimento (FRANZOLIN, 2010; DEHORITY, 1996).

Verificou-se a correlacdo entre pH e os géneros de protozoarios, destacando sua
importancia para manutencdo e a sobrevivéncia desses ciliados na microbiota ruminal, mas

no presente estudo ndo foi identificada esse tipo de correlacao.



34

V- CONCLUSOES

A utilizacdo de diferentes fontes de concentrados alternativos (torta de licuri, torta
de dendé e torta do carogo do algoddo), na dieta de borregas ndo interfere nos parametros
fisico-quimicos do liquido ruminal e ndo altera a frequéncia dos géneros de protozoérios,
destacando a classificacdo dos medios protozoarios, com participacdo do género
Entodinium para todos os grupos de borregas avaliadas. A dieta com torta de caroco de
algodao reduz as concentragdes dos &cidos acético, butirico e isobutirico influenciando
na producéo final de AGV’s totais.
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