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RESUMO

Este trabalho reporta-se a uma serie de estudos
realizados "in vivo" e "in vitro", com o objectivo de seguir
e caracterizar as modificagdes operadas ho ecossistema
reticulo-ruminal de ovinos alimentados com bolota, nas
condigdes da pastagem de montado em anos de baixa
precipitag3o pluviometrica. |

Durante a adaptacdc a gue os animais foram sujeitos no

intervalo de 1 més, Diploplastron affine, Polyplastron
multivesiculatum, Diplodinium SD s Ophryoscolex Sp.s
Isotricha sp. e Dasytricha ruminantium' desapareceram da

dotac3o que o©0s animais apresentavam antes do inicio do

periodo da adaptagdo. Os Entodiniinae sofreram profundas

alteracdes no seu espectro especifico. Assim, as formas de

peguena dimens3c (Entodinium exigum, E. nanellum, E.

brevispinum) foram gradualmente diminuindc a sua populacdo e

em contrapartida as formas de maiores dimensges (E.

longinucleatum e E. bursa) foram gradualmente ganhando

expressdo populacional.

A incorporacdo de 70% de bolota nas dietas contendo
8,5% PB, baixou expressivamente a populagdo bacteriana e a.
populagdo de ciliados.

A suplementagdo destas dietas com nivels mais elevados
de PB (11 % e 14%) provocou um aumento significativo (P<O,01)
da populag3o de ciliados e das bactérias, e a subida de todos

os parametros fermentatives. A 1inclusdo de PEG nas dietas




diminul significativamente (P<G,01 as populagsces de
ciliados, nas suplementacdes azotadas de 11 e 144 PB.

Foi possivel reimplantar no reticulo-rumen dos animais
algumas espécies de ciliados desaparecidos no periodo em que
os animais faoram sujeitos & adaptagdo com bolota. Eoi

possivel reimplantar Diploplastron affine, Polyplastron

multivesiculatum e Isotrichna SO .. FPorem, Dasytricha

ruminantium e Ophrvyoscolex sp. ndo tiveram capacidade para

recolonizarem o reticulo-rumem. A reimplantagdc no reticulo-

rumen de Diploplastron affine e Polyplastron
multivesiculatum, aumentou a capacidade Tfermentativa do
conteddo reticulo-ruminal relativamente & degradagdo da
celulose. No entanto, a fermentagdc do substracto que o0s

animais estavam a ingerir foi fermentado a uma taxa mais
baixa.

0 1indculo proveniente dos animais adaptados a bolota
& mais refractario relativamente & acgdo deleterea dos
taninos, quando comparado com indculos provenientes de
animais ndo ingerindo bolota. Parece por conseguinte, que os
animais alimentados com bolota durante muito tempo,
seleccionam uma populagdo bacteriana que tolera grandes
quantidades de taninos na solugdo onde se encontram, e que
padem representar até cerca de 4% da populagdo bacteriana
total.

0 estado de maturacdo da bolota & determinante nos
efeitos deletéreos que exercem sobre as bactérias e ciliados
do reticulo-rumen, como também sobre o desenvolvimento do

processo fermentativo global. Assim, a incorporagdo de 54 de




PEG,ppp Provocou um aumento muito significativo no numero de
bactérias vidveis e no numero de ciliados em processo de
divisdo, tendo a interacgdo com estado de maturagdo sido
muito significativa (PCOs01 . As interacgoces % de
incorporacdo de bolota x estado de maturagdo e estado de
maturacdc da bolota x PEG influenciaram significativamente
(P<O,01) as producses de gas as 6 h de fermentagdo. As 24 h
as diferencas ndo foram significativas.

Niveis de PB superiores a 8,3 % ndo permitiram
evidenciar qualquer acc3do por parte dos taninos na bolota em
estado de maturac3o mais avangado. No entanto, com a bolota
em estado verde o efeito & perfeitamente manifesto.

A fermentagcdo dos componentes da fibra vegetal,
particularmente a celulose foram significativamente (P<0,01)
afectados com a incorporacd3c de EE de bolota nas percenta-
gens ingeridas pelos animais alimentados com dietas inte-
grandaoa 70% de bolota.

_A substituicd3o da palha por folhas de Quercus 1ilex,
aumentou significativamente as producgdes de gas (P<0,601)
4s 6 h de incubac3o e aumentou significativamente (P<0,01) o
numerc de ciliados. A substituicdo por folhas de (. suber
teve um efeito negativo tanto nas produgdes de gas como nas

populacdes de ciliados. A substituigdo por folhas Olea

europea, aumentou a producdo de gas as & h de incubagdo.
Porém 4as 24 h a tendéncia fol exactamente a oposta, tendo

baixado as produgdes com a substituigdo.




A SITUAGAO DO PROBLEMA

As Quercineas constituem uma vasta comunidade végetal
fortemente implantada nas areas de montado no nNOsso Pais,
535.000 ha de azinheira (Quercus ilex L.) e 64.000 ha de
sobreiro (Q. suber L.)(ALMEIDA, 1986). Os frutos da azinheira
(bolota) e do sobreiro (glande), constituem uma fonte
energética importante para os animais em pastoreio, na época
de Outono-Inverno,s; para além de gue estas quercineas colocaﬁ
também & disposigd3o dos animais na pastagem, as suas
estruturas foliares, importante recurso principalmente em
alturas do ano em que a pastagem & escassa (MARINHO, 1984).

Apesar do seu valor como fonte energética, a glande e a
bolota possuem na sua composigdo valores relativamente béixoé
de proteina,; s3o ricos em polifenéis do tipo tanino, e a sua
fracgd3o lipidica, particularmente a bolota, . & béstante
expressiva (CARVALHO, 1979).

‘D desequilibrio manifesto entre os varios elementos da
sua composicdo, podem criar, em determinadas circunstancias,
vérias perturbacdes fisiolégicas nos animais, particularmente
problemas de ordem nutricional. Observacdes perliminares por
nés efectuadas ao longo de alguns estudos efectuados com
bolota no Laboratério de Nutrig3do da Universidade de €&vora,
permitiu-nos constatar importantes modificagoes quantitativas
e qﬁalitativas na micropopulacgdo reticulo-ruminal.

Foi sempre a nossa preocupacgdo desde inicio ajustar,
o mais proximamente possivel; as nossas condigdes

experimentais as condic3es do montado seco, onde o




desequilibrio nutricional dos animais e evidente, e onde
normalmente as consequéncias negativas se tém manifestado com
o elevado consumo de bolota pelos animais em pastagem.

0 facto de os polifendis -~ tanino exibirem o seu maior
efeito deletéreoc quando a ingestd3o de proteina & baixa,
colocou-nos o imperativo de verificar também, o nivel minimo
de proteina que os animais deveriam ingerir, para que o seu
efeito n3oc se fizesse sentir, utilisando varios niveis de
suplementagdo proteica com bagago de soja. Todavia, a
quantidade de bolota disponivel apenas nos permitiu explorar
trés niveis de suplementag3do, ficando em aberto a solugdo
para esta questdo que nos parece da maior importancia. Estava
incialmente previsto tratar os animais também sem Qqualquer
suplementac3o azotada, a fim de provocar a deplegdo do azoto
nos animais, por forma a diagnosticar mais claramente o
"sindroma" intoxicag3o-pela-bolota.

Nas exploragdes agricolas com 4&reas importantes de
montado, 0s agricultores tradicionalmente colocam a
disposicd3o dos seus efecticos animais as folhagens das
quercineas, principalmente em anos de penaria forraginosa,
n3o sendoc conhecidas as verdadeiras consequéncias para o0
equilibrio fisiolégico dos animais com esta pratica. Perante
tal situag3o, pareceu-nos importante fazer uma abordagem ao
problema, pelo que dedicamos uma parte do nosso estudo a
caracterizagdo do seu valor nutritivo, se bem que com todas

as limitac3es inerentes aos modelos "in vitro".
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CAPITULO 1
A BOLOTA NA NUTRIGCAO DOS RUMINANTES

A literatura cientifica & muito escassas no que
respeita a estudos efectuados com bolota de azinho ou sobro,
resumindo-se a alguns trabalhos realizados pelos nossos
vizinhos espanhdéis, utilizando monogdstricos, e em Portugal
na Universidade de &vora (FERREIRA, 198335 MARINHO, 19833

LUCAS, 19843 ALMEIDA, 1986).

1.1. COMPOSIcAO QUIMICA DA BOLOTA

Os valores relativos A& composig® quimica e valor
nutritivo citados pelos autores, raramente se referem a sua
origem (Q. ilex ou @. suber) e representam, normalmente,
valores médios (Quadro 1.1.)

Observando a constituigdo quimica da bolota, & de facto
notério o baixo nivel nos teores em proteina e o seu teor
aprecidvel em polifenéis do tipo tanino, em lipidos e
glacidos.

PICCIONI (19460 - cit. por LUCAS, 1984) refere que de
uma maneira geral, a bolota ¢ deficiente n3o sé6 em minerais,
com especial destaque para o calcio, como também | nas
vitaminas A e D.

A baixa composig3 em PB & complicada pela baixa
digestibilidade da mesma (IWATA e HIROUCHI, 19413 MAYMONE e
DURANTE, 1954; EUREINOVA, 19563 VARELA et al., 1965; BLANCO e

MACARRO, 19653 VIDAL e VARELA, 1967; FERREIRA e CASTRO, 19665




Quadro 1.1 Valer nutritive da bolefa

Digestibilidade (% MS)

FRUTD Energia
FB metaboiizdveli TON | Referéncias
HO PB 13 ENR {H3/¥g)
NDF | ADF
Quercys ilex 74,7 | 18,2 | 87,3 47,3 7741 11,9 79.3! BOZA et al.,
{1946)
Quercus serrata | 86,8 18,7 71,8] IWATA e
HIRODUCHI (1941)
- cit. por BOZA
et al., (1966
Quercus ilex
+
Quercus suber
Integral 19,6 51,8
121 70,6] E.2.K. (1936}
12,7 74,2 TORRENT et al.,
{1941)
68,7 | 59,7 | 83,8 18,3 75,3 12,4 72,4| VARELR et al.,
: {1965)
LTV A - 23,8 12,2l - 16,4 - |FERREIRA (1984}
Ses casca 11,7 74,2] CATYD (1979)
Torrada 76,1 | Byb | B9 26,4 82,8 14,3 85,5| VARELA et al.,
‘ {19651
56:50 - Mistura
de milho 2 bo-
ta integral 79,8 | 68,3 1 72,4 34,5 85,6 13,9 82,8! VARELA et al.,
{1943)
56:56 - Mistura
de ailho & bo-
lota destasca-
rada e torrada | 81,7 | 44,2 | 88,8 38,2 86,5 16,5 86,7] VARELA et al.,
{1943)

VARELA,; 194683 BALABANIAN, 1980).

Os valores relativos & percentagem de proteina e
composicdo da bolota e farinha de bolota em aminodcidos s3o
apresentados no Quadro 1.2.. Relativamente & composigdo em

aminodcidoss VAREL.A (1968) considera o conteudo em




Quadro !.2. Composicdc da bolota em aminoacidos da bolota (g/iégN)
(Adaptado de FERREIRA e CASTRO, 19663 CATYD, 1979).

Amingdcidos Bolota Bolota parcialmente
descorticada

Arginina 11,3 4,87
Fenilalanina 8,4 4,17
Glicina 74 -

Histidina 3:6 -

Ispleucina 10.+4 2,96
Leucina F.6 4,52
Lisina 7;8 3;30
Metionina gl 1:7%
Treonina Il 2,26
Triptofano 1,9 0,70
Valina 7.7 3,30
Cistina - 2,43

aminodcidos da farinha de bolota (. ilex) aceitavel, apesar
da deficiéncia em lisina.
A composicdo glucidica da bolota e bastante importante,

particularmente no que respeita a fracgdo amido, conferindo a

este fruto as caracteristicas de um bom concentrado
energeético. Esta particularidade & acentuada pela sua

composigdo em lipidos bastante importante, fortemente
amplificada, quando pastoreada tardiamente no solo, onde se

pode apresentar parasitada por lagartas (FERREIRA, 1984).

1.2. A BOLOTA NA ALIMENTAGAO DE RUMINANTES

Se bem que o0s ruminantes na pastagem de montado
utilizem a bolota disponivel com muita apeténcia, existem
observacdes sobre o efeito negativo exercido pe1a~ bolota,
quando ingerida acima de determinados niveis, especialmente
quando o nivel de proteina e fibra sd0 baixos. Consideram—se

como niveis de incorporacdo aceit&veis, 15% para borregos;




25%

25% para vacas leiteiras (C.0.C.SA.,

para ovelhas lactantes;

1986) (Quadro 1.3.).

Buadro 1.3. Niveis de

15% para vitelos ate 150 Kgj

1976 - cit.

incorporagde de farinha de belota reco-

aendados para dietas de ruminantes (C.0.C.5A.,1967)

Animais Farinha de bolota infegral Farinha de bolota descorticada
Até 15% do total da dieta, sea di-
Burregos ferengas significativas no ganho

pédip didric

Dvelhas lactantes

A aveia e a cevada na dieta podea
ser substituidas até 25% sew alle-
ragses no ganho médic diario e pe-
so do borrego, e da produgdc de
leite na ovelha, desde que o "de-
ficit® preteico seja corrigide

Novilhos de engorda
até 158 Kg

Substituicd até 15X de avela e ce-
vada, sea alteragbes no ganho sédio
didric e na ingestibilidade

Novilhos de engorda
acisa de 156 Kg

Até 25% da dieta. Recomenda-se 2
correc;d com bagago, quande o “de-
ficit® atinge §,3%

Vacas es lactagds

fté 28 - 23% da dieta, ses gue se
verifique qualgquer alteragds na
quantidade e qualidade do leite

Desaconselhdvel o seu uso na ali-
sentacdo dos rusinantes, porque
pstes so tés a beneficiar com a
fibra da casca, e tasbéa pela di-
ferenga de prego dos dois tipes
de farinha

.& sobejamente conhecido
pastoreio de montado,
erva outonal,

inclusivamente estdo sujeitos a uma

elevada
outonal e
toxico
suficiente
bolotas

energia

(ALLMEIDA,
manifesta,

aparente. 0O

apesar

metabolizavel

n3o crescem de acordo

1986).

para campensar o grande

do

(EM).

Em anos

a bolota ndo

crescimento

seu baixo teor

gue os ruminantes mantidos
em anos de fraco ou nulo crescimento de

com o0 seu potencial,

. em que a

exerce qualquer

exuberante de

"deficit"

em matéria seca

Nas regides de montado,

por ALMEIDA,

taxa de mortalidade muito

pluviosidade

ervas

em proteina

o




médio em PB da erva de Outono ¢ da ordem de 26%. 0 nivel
proteico expressa, por assim dizer, a acgdo deletéria dos
polifenédis—tanino (SCHAFFERT et al.s; 19743 FORD e HEWITT,
19795 COMBS e WALLACE, 1976).

FE?REIRA (1984) apresenta valores da digestibilidade

da bolota da ordem de 65,7 ; 23,8 e 12,2 s respectivamente

para a Matéria Organica (MO), fibra total {NDF) e
lenhinacelulose (ADF) , e 10,4 MI/Kg para a energia
metabolizdvel. Estes valores situam-se ligeiramente abaixo

daqueles encontrados na literatura cientifica. ALMEIDA (1986)
comparando erva de Outono versus erva de Outono + ©bolota
(30:50), encontrou valores semelhantes para a digestibilidade
da MO nas duas situagses. Contudo, as digestibilidades do N-,
NDF e ADF foram claramente superiores nos animais alimentados
com erva de QOutono apenas. LUCAS (1986), verificou que a
suplementacd3o de dietas com a incorporagdo de 70% de bolota
melhorava a digestibilidade da MS e da MO, confirmando as
observacgses anteriormente efectuadas (FERREIRA, 1984) .
Curiosamente, a digestibilidade da MO digerida no intestino
foi bastante superior para a erva + bolota (ALMEIDA, 1986),
devido ao facto de no reticulo-rumen os taninos terem feito
sentir a sua acg3dos ou talvez os Aacidos organicos libertados
na lipdlise (BROOKS et al., 1954) da fracgd3o lipidica da
bolota. Outros autores,; verificaram situagdo semelhante,

trabalhando com Lotus pedunculatus, muito rico em taninos

(BARRY e MANLEY, 1984), silagem de sorgo (BEN-GHEDALIA e
TAGARI, 1977), Sericea lespedeza (DONNELLY e ANTHONY, 1970),

Coronila wvaria (BURNS e COPE, 1974), grd3o de sorgo (HIBBERD



et al.,1982), milho miudo (RAMACHANDRA et al, 1977), fava
( BOND, 19765 BUCKLEY et al., 1983) e folhagens de arbustos
(VAN HOVEN, 1984).

A digestibilidade aparente do N e fortemente

influenciada com a presenga na dieta de componentes ricos em

taninos. Em ovinos, a digestibilidade aparente do N foi
inferior, quando a dieta ingerida pelos animais 1incluiu
bolota na sua composig3o (ALMEIDA, 19846). Ovinos alimentados

com feno + bolota (70:30), também forneceram valores mais
baixos para a digestibilidade aparente do N, do que quando
ingeriram apenas feno (FERREIRA, 1984).

A menor degradabilidade do N na dieta erva + bolota,
n3o pode ser atribuida apenas ao N daquele fruto, pois que é
possivel que os taninos tenham inibido a degradagdo do N  da
dieta, situagdo perfeitamente constatada em trabalhos
realizados "in vitro" (ALMEIDA, 1986). Se a digestibilidade
aparente do N diminuiu com a incorporagdc de bolota, o mesmo
j& n3o se poderd dizer da proteossintese microbiana no
reticulo-rumen. Assim a eficiéncia da sintese proteica
microbiana foi incrementada com a incorporagdo de bolota
(ALMEIDA, 1986). A maior eficidncia da proteossintese; nas
dietas com incorporacgdo de bolota, segundo o mesmo autor,
pode ser atribuivel a varios factores em simultdneo: os
taninos da bolota podem ter exercido um efeito depressivo
sobre populagdes microbianas menos adaptadas ou menos
eficientes; pode ter—-se verificado uma melhor sincronizagdo

entre disponibilidade de energia e azoto, j& que a taxa de




degradagdo da MS da bolota & superior 4 da ervaj finalmente a
riqueza em matérias lipidicas da bolota utilizada poderia, de
alguma forma, ter afectado a digestd3o e sintese proteica
microbiana no reticulo-rumen, uma vez que os lipidos podem
deprimir a digestdo dos glucidos estruturais e diminuirem oS
niveis de aménia no rTumen (TAMMINGA, 1980) atraves da

inibig3do dos protozoarios. Esta ultima hipotese parece pouco

provavel, uma vez que "in vitro" e nas mesmas condig8es de

substracto (Fig.1.1.) ndo S0 o namero de ciliados foi
o—o E Erva de OQutono
z b - e—+e E+B—=Erva de Outono + bolota
ﬂo S_
x
v
Q
= I
o
(@)
’—
Z
w
O
<
—
. 10
TEMPO DE FERMENTACAO EM DIAS
Nota: Inoculo provenienle de cultura "in vitro"
Fig. 1.1. Efeito da incorporacd de 56% de boloia
no desenvolvisento "in vitro® de usa po-
pulagdo de ciliados (MARINHD, 1984).
significativamente maior, como também os niveis de N - NH;,+

baixaram claramente (MARINHO, 1984 - n3o publicado).
0 perfil do N =~ NH(_,+ no reticulo—-rumen foi
completamente distinto nos animais ingerindo apenas feno, e

feno + 30% de bolota, dietas isoazotadas.




1.2.1. ModificacS8es microbiolégicas: A incorporagdo de

bolota na dieta dos ruminantes, parece praovocar grandes modi-
ficagdes qualitativas e quantitativas importantes no ecossis-
tema reticulo-ruminal. Assim, foi possivel verificar que
quando a bolota foi associada a feno n3do tragado, mesmo a um
nivel de incorporagdo de 30%, provocou O desaparecimento das
pequenas formas de Entodinium sp.. sendo substituidas por
formas de maior dimens3o, metabolicamente menos activas
(MARINHO, 1983). Tal situagdo j4 ndo se verificou quando o
feno foi fornecido tragado.

As alteracces parecem, no entanto, ser mais
pronunciadas quando se eleva o niuvel d incorporagdo de
bolota. Com efeito, foi possivel constatar o desaparecimento.

das pegquenas formas de Entodinium, Isotrichidae e

Diplodiniinae em ovinos alimentados com 70% de bolota nas

suas dietas (MARINHO, 1984).

1.3. 0S POLIFENGIS E A ALIMENTAGCAO DOS RUMINANTES

1.3.1. Introduc3o : Os herbivoros em ecossistemas esta-
veiss manifestam um perfeito conhecimento em relac3o as plan-
tas locais, comem o que necessitam ou podem,; e rejeitam as
plantas nefastas. Em algumas regi8es do Globo, os caprinos
ignoram as vigosas folhas de Crotalaria mesmo quando pouco
mais existe para comer, a ndo ser pastagem seca (TELEK,
1983). Porém em ecossistemas mais " artificiais", estas
preferéncias e constrangimentos podem ser ignorados por
vezes. Ovinos domesticados, ao contrdrio dos cangurus nativos

no Oeste australiano, ingerem espécies de plantas que contém




quantidades letais de fluoracetato (ARNOLD e HILL, 1972) 3
efectivos zootécnicos no valor de aproximadamente 50 milhdes
de délares s3o anualmente intoxicados por "browsing"
imprudentes em pastagens dos Estados Unidos da Ameérica
(TELEK, 1980).

Tais prazeres e dissabores sdo determinados em parte
por componentes do grupo dos fendis (PIERPOINT, 1985).
Existems por conseqguinte, muito boas raz3es para tomar em
considerac33 os efeitos dos fendis na alimentacdo dos

ruminantes e dos animais herbivoros em geral (PIERPOINT,

1985) .

Nas plantas comestiveis em crescimento, os compostos
fendlicos e os seus derivados glicosilados acumulam-se
provavelmente em compartimentos especializados intra ou
extracelulares, e podem aparecer também em células
especializadas como as celulas taninicas das bananas
(Pierpoint, 1985). Nas plantas s3s o grosso dos compostos
ferndlicos est3o provavelmente separados dos componentes

citoplasmdticos susceptiveis; e dos enzimas que os conver tem
ém componenteé quinondides reactivos, radicais livres e
polimeros (PIERPOINT, 1985). Estas reacgdes apenas ocofrem
quando as célQIas das plantas ingeridas sdo danificadas por

patogenes,; maquinaria agricola ou a pela mastigacdo dos

animais.

1.3.2. Compostos fendlicos e seleccdo de alimentos: Os
herbivoraos que s3o moveis e estdo equipados com um

sofisticado sistema de percepc3o sensorial, podem seleccionar
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entre as plantas disponiveis. Embora esta capacidade de
seleccionar esteja concerteza alicergada em razdes de ordem
evolucionaria e bioquimica (HARBORNE, 1972 e 1979), e por
vezes dificil identificar os sinais de reconhecimento, que
determinam a escolha pelo organismo individualizado
(PIERPOINT, 1985). DOs compostos fendlicos tém , todavia, um
papel entre os inimeros sinais quimicos que estruturam uma
planta e o seu meio ambiente. Alguns fendiss naringina e
oleuropeina por exemplo, conferem sabores amargos. A
adstringéncia ¢ uma caracteristica dos taninos, e embora
agradaveis em pequenas quantidades, pbdem "ofender" o paladar
humano (PIERPOINT,1985). A sobrevivéncia dos herbivoros na
selva, ou em situagcdes onde possuem alguma capacidade de>
escolha (Tabela 1.1.) sugere que os taninos também

condicionam a seleccdo alimentarj; as folhas com baixo teor em

TABELA 1.1

Taninos como impedientes alimentares

Correlagdo entre a ingestdo

> e teor em taninos
Gafanhoto
(S. gregaria fetos Negativa (COOPER-DRIVER et

al., 1977)
Tartaruga gigante
(G. gigantea) folhas Negativa (SWAIN, 1977)

Aves sorgo Negativa (GREEN, 1974)
Bovinos Serices Negativa (DONELLY, 1934)
Macacos
(C. gquereza) folhas Negativa (DATS et al., 1977)

11




taninos sendo usualmente, mas ndo invariavelmente, as
prerferidas. Taninos fornecidos a animais, diminuiram a
ingéstéo alimentar ou a ingest3o de &gua, em niveis tdo
baixos como 0,05 - 0,3% (ARNOLD e HILL, 197235 SWAIN, 1977).

1.3.2. Efeitos antinutricionais dos feneis: 0Os fendis

simples interferem na fisiologia do reticulo-rumen em maior
ou menor grau, variando de inténsidade de acordo com o tipo
de fendis simples. A digestibilidade da MS "in vitro" (DMSIV)
da ervilhaca estd correlacionada negativamente com o conteudo
em fendis totais da forragem (BURNS e COPE, 1974 e 1976).
Extractos metandlicos de fendis da mesma forragem, deprimiram
a DMSIV (BURNS et al., 1976). A remog3oc dos fendis soluveis
da luzerna aumentou a fermentagdo "in vitro" da celulose e
proteina, pelos microorganismos do reticulo-rumen (JUNG e
FAHEY, 1981). A inclus3o de fibra de repolho e luzerna na
dieta de cobaios,; diminuiu o crescimento de uma bactéria
anaersbia celulolitica do cego destes animais (JOHANNING e
O’DELL, 1981). SCOTT e AKIN (1983) utilizando culturas puras

de estirpes bacterianas do reticulo-rumen (Ruminococcus albus

~

7,' R. flavefaciens FD - 1, Butyrivibrio fibrisolvens 49 e
Lachnospira multiparusD - 32), testaram 10 fendis simples

nas concentracdes de 1, S5, e 10 mM, tendo verificado que
especialmente téxicos foram os acidos p — cumarico e p - hi-
droxibenzaldeido, o0s &cidos siringico, p - hidroxibenzéico
e hidréxicinamico estimularam o crescimento da maior parte
das estirpes, e o0s dois primeiros particularmente a

degradac3o de papel de filtro por R. flavefaciens.
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Efeitos antimicrobianos também foram observados com
fensis extraidos da madeira (JURD et al., 1971). As bactérias
gquando sdo expostas aos fenois aparentemente sofrem
danificac3es na membrana e lise celular (JUNG e FAHEY, 1983).
HARRIS e HARTLEY (1976), sugerem que 0s acidos ferdalico e p —
cumdrico, dois fendis presentes nas forragens em
concentracdes relativamente elevadas, podem ser importantes,
influenciando a degradag3o da matéria org3dnica vegetal no
reticulo-rumen. Os monémeros fenélicos constituintes da len—-
hinas funcionam como inibidores na digestd3o da celulose "in
vitro" (AKIN, 1982; JUNG e FAHEY, 1983), apresentando 0s
vadrios fendis diferentes graus de inibig3do.

A lenhina & um componente da fibra da dieta, associado
normalmente com a baixa digestibilidade dos alimentos (VAN
SOEST, 1963 e 1982; MODRE e MOTT, 1973; AKIN et al., 1977). A
lenhina interfere na wutilizagdo dos glucidos parietais
vegetais pelo animal, e embora as leguminosas frequentemente
possuam mais lenhina do que as gramineas, a sua
digestibilidade n3o difere (JUNG e FAHEY, 1983). GHOSE e KING
“(1963) wutilizando bactérias anaerébias, verificaram que oS
talos da luzerna eram cinco vezes mais digestiveis do que as
fibras da juta, embora ambas apresentem o mesmo teor em
lenhina. CRAMPTON e MAYNARD (1938) postularam que a
refractariedade da lenhina a degradag3o microbiana no tubo
digestivo, tinha a ver com a accdo antiséptica dos nacleos
fenslicos. Sem davida que os dados de que actualmente

dispomos d3o suporte a esta teoria.
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1.4. TANINOS

Os taninos s3o0 compostos quimicos que ocorrem na
natureza, com peso molecular elevado (3500 - 3000 Daltons)
contendo um namero suficientemente grande de radicais OH -
fenslicoss ou outros grupos apropriados (1 - 2 por 100 PM),
que os habilitam a formar complexos com as proteinas e outras
macromoléculas. Estes compostos, com uma distribuigdo
ubiquitdria no Reino Vegetal, caoanstituem o 42 mais abundante
constituinte das plantas depois da celulose, hemicelulose e
lenhina e, juntamente com a lenhina, sdo os mais abundantes e
largamente distribuidos polimeros fendlicos das plantas
superiores (LEWIS, et al. 1968) .

1.4.1. Estrutura e distribuic3o dos taninos: Os taninos

s30 classificados em dois grupos: taninos hidrolizdveis e

taninos condensados (HASLAM, 1946). Apesar de normalmenté
diferirem de uma forma considerdvel na distribuigdo botanica,
nos produtos de hidrdélise e em ocutras propriedades),

apresentam, no entanto em comum a particularidade de formarem

. e

complexos com as proteinas (MARINHO, 1984). Os taninog
hidrolizadveis exemplificados pelo &cido tanico, apresentam na
sua estrutura quimica um nicleo de 4&lcool polihidrico,
normalmente glucose, cujos grupos =-0OH estdo parcial ou
totalmente esterificados com 4&cido gadlhico e /ou um seu
congénere (PIERPOINT, 1985). A estrutura geral pode ser assim

apresentada
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CH,OR®

OR*
R*O OR!

OR?

R pode ser um galhoil (2) ou varios residuos galhoil ligados
como dépsidos (3), tal como sucede nos galhotaninos ou, como
nos elagitaninos, residuos galhoil ligados oxidativamente (4
e 5), que por vezes s3o libertados na hidrélise sob a forma
de acido elagico (PIERPOINT, 1985). 0 4cido ta@nico cristali-
zado, utilizado em alguns trabalhos (GOLDSTEIN e SWAIN, 1963)
s3o derivados da glucose octa —~- ou nona - galhoil, mas,
provavelmente possuem alguns polimeros de &cido gélhico (KING
e PRUDEN, 1970). Os galhotaninos, por vezes possuem moléculas
de configuragdo planar ou em forma de disco, com grupos - OH
dispostos em torno da periferia do disco. Os elagitaninos,
pensa-se que sejam mais esféricos, apresentando também o0s
grupos - OH distribuidos & superficie da molécula (HASLAM,
1978) .

Os taninos hidrolizadveis est3o confinados a umas poucas
de ordens deplantas cotiledéneas como Rosales,; que incluem as
Lequminosae, as Spindales, Geraniales, Parietales e Myrtales
(PIERPOINT, 1985). Tal como o© seu nome indicas sdo
hidrolizados pela acg3o de &cidos, alcalis e tanases de
origem fungicay como as produzidas por Aspergillus e
Penicillium (LEWIS et al., 1969). S3o hidrolisados no tubo

digestivo dos herbivoros ndoc ruminantes e no reticulo-rumen
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de bovinos e caprinos (BEGOVIC e DURZIC, 19773 BEGOVIC et
al., 1979), apesar de n3do ter sido possivel ainda detectar
tanases na mucosa do tubo digestivo, ou nas bactérias
intestinais (GLICK e JOSLYN, 1270). Os produtos sdo
absorvidos e a fracgdo glucidica metabolizada, enquanto os
fendis <30 hidroxilados, metilados, ou conjugados antes da
sua excrecd3o (MILIC e STOJANOVIC, 19725 McLEOD, 1974).

Os taninos condensados e os membros mais comuns deste
grupo, s3do melhor descritos como procianidinass em virtude

das antocianidinas vermelhas que libertam guando tratadas em

meio 4acido a quente (HASLAM, 1977 e 1978). Estes sdo
oligéemeros de flavanos - 3 - o0l e flavanos - 3 - 4 - diofﬁ
sem nacleo glucidico (PIERPOINT, 1983). Dimeros e trimeros>
baseados nos estereoisémeros de (+) catequina té€m sido

extraidos de frutos e partes vegetativas de algumas espécies

de plantas bem caracterizadas (PIERPOINT, 1983). 0Os dimeros

de (-) - epicatequina (AR) tém sido extraidos de magds,
cerejas e castanhas -~ da - india, enquanto os transisomeros
(+) - catequina (B), estdo presentes nos amentilhos de

salgueiro, morangos, frutos das roseiras - bravas e luapulos
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(PIERPOINT, 1983).

Os taninos condensados s3do por vezes considerados menos
reactivos do que 0s taninos hidrolizaveis relativamente a
precipitacgdo das proteinas. A capacidade que algumas
procianidinas possuem para precipitar sangue hemolisado & da
ordem de 10 - 15% da correspondente a igual peso de 4acido
t3nico (BATE-SMITH, 1973).

Os taninos condensados est3o mais amplamente difundidos
na natureza que os taninos hidrolizdveis. Aparecem em fetos,
gimnospérmicas e angiospérmicas. Nas angiospérmicas, estdo
presentes em 45% das dicotiledénias testadas e 30% das
monocotiledénias (PIERPOINT, 1983). Os taninos condensados
est3c normalmente associados com as plantas lenhificadas,; mas
também ocorrem em alguns cereals, tal como cevada e s0rgo
{RAMACHANDRA et al., 1977) e, juntamente com o0s taninos
hidrolizaveis, em forragens como luzerna, sanfeno (McLEOQD,
1974) e nos capitulos do trevo branco (BATE-SMITH, 19735) .

Os taninos condensados n3c s3o clivados por enzimas,
quer “in ~vivo", quer "in vitro", e e improvavel que sejam

digeridos ou,; em condigdes normais, absorvidos pelo intestino

(MILIC e STOJANOVIC, 1972). Grandes quantidades podem
entretanto, tal como grandes quantidades de taninos
hidrolizaveis, produzir lesSes intestinais (TEXL e KOWECNY ,
1968 - cit. por PIERPQOINT, 1985), permitindo a sua absaorgdo

com algumas consequéncias toéoxicas (MclLEOD, 1974) .
0O conteado em taninos & variavel nos arbustos e
forragens que os contém, possivelmente em consequéncia das

respostas as agressdes por fungos e outros patogenes das
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plantas (MANDELS e REESE, 1963 -~ cit. por VAN SOEST, 1982).

1.4.2. Adstringéncia e maturacdo: A maior parte da

adstringéncia dos frutos, conforme anteriormente referido, ¢
atribuivel aos taninos (PIERPOINT, 1985), e é assumido como
sendo o0 reflexo da capacidade dos taninos complexarem as
proteinas e glicoproteinas da cavidade bucal, comprometendo a
sua capacidade lubrificante. O ciclo de maturagdo dos frutos
é normalmente aeompanhado por uma diminuig3o da sua
adstringéncia, que se traduz por uma perda gradual de taninos
extractdveis, provavelmente devido &8 sua polimerizagdo a

formas menos reactivas e menos soluveis (GOLDSTEIN e SWAIN,

1963).

1.4.3. Inibic3o enzimatica: Uma das formas sob a qual se

manifesta a acc3c deletérea dos taninos sobre os sistemas
biolégicos, & a inibig3o da actividade enzimatica pela forma-

c30 de complexos tanino * substracto ou tanino +* enzima.

Estudos efectuados "in vitro" demonstraram a inibigdo
da tripsina (FEENEY, 19649; ROMERO e RYAN, 19785 ALMEIDA,
1986), pepsina (OH, 1978; ALMEIDA, 1986) e dfamilase (TAMIR
e ALUMOT, 1969). Taninos purificados de Acdcia sp. ndo so
reduziram a actividade da poligalacturonidase, celulase e
urease, como bloquearam gquase completamente a sua actividade
quando em certas concentragdes (BENOIT et al., 1968). Os
mesmos autores sugerem que uma parte importante do efeito
inibiterio dos taninos na decomposigdo microbiana dos
residuos vegetais, se deve & inactivagdo, pelos taninos, dos

exoenzimas microbianos envolvidos na degradag3o de polimeros
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de elevado peso molecular como o sdo0 as celuloses,
hemiceluloses e pectinas. Com efeito, a fracgdo tanino tendo-
se complexado com a celulose, tornou o produto resistente a
decomposicdo. Compostos como amido, quitina e saponinas sd0
bloqueados na sua secomposig3c por acgdo dos tanines
(BASARABA e STARKEY, 19663 LEWIS e STARKEY, 1968).

No tubo digestivo dos animais os taninos também fazem
sentir a sua acgdo, particulrmente no que refere 4 digestdo
das proteinas. A adi¢do de bolota ou alfarroba as misturas
alimentares "in vitro", incrementou a percentagem de azoto
n3o soclubilizado pela pepsina, ao fim de 4 h de incubagdo
(ALMEIDA, 1986). Com a tripsirma a inibigde foi mais
pronunciada, 1,5 X com a bolota e 1,4 X com a alfarroba
(ALMEIDA, 1986) , devido talvez ao pH. GUSTAVSON (1934 e
1956) constatou que a reactividade dos taninos hidrolizaveis
e taninos condensados era diferente consoante os valores de
pH. 0s taninos condensados na sua reactividade seriam mais
refractarios as variagdes de pH, mas a reactividade dos
taninos hidrolizaveis era mais forte a pH 3 - &4 diminuindo
a valores superiores a 5. 0 pHs no entanto, & factor
condicionante para o desenvolvimento do complexo tanino +
proteina (GOLDSTEIN e SWAIN, 19653 LOOMIS e BATTAILE, 1966),
com destaque para o ponto isoeléctrico das proteinas
(HAGERMAN e BUTLER, 19783 OH, 1978) onde a forga de ligagdo e
maxima.

Em condicdes naturais, os efeitos dos taninos presentes

nos diferentes alimentos sobre os sistemas enzimadticos, estdo
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dependentes das solubilidades desses mesmos taninos nas
solugdes em que se encontram os enzimas e 0% substractos
(ALMEIDA, 1986).

1.4.4. Acc3o dos taninos sobre g©s microorganismos: A

tolerancia dos microorganismos em presenga dos taninos e
extremamente variavel. Se alguns microorganismos sdo bastante
susceptiveis a sua presenga, outros, contudo; estdo
habilitados a suportar concentragdes elevadas e mesmo
processar a sua degradagdo (BASARABA, 19663 GRANT, 19765
MAHADEVAN et al., 1980).

A actividade inibitéria dos taninos esta tambem
relacionada cam o tipo de tanino e com a sua concentragdo
(HENIS et al. 19643 BASARABA, 1964). 0Os taninos de tipo
condensado manifestam menos efeitos inibitérios que os de
tipo hidrolizavel (SINGLETON e KRATZER, 1969 e 1973). Os
taninos hidrolizéveis s3do, no entanto, mais susceptiveis de
serem degradados do que os de tipo condensado (MAHADEVAN e;
al., 1980), talvez pelo facto de o0s taninos de tipo
condensado apresentarem moleculas num estado muito baixo dé
axido-redugdos exigindo para a sua degradagao grande
guantidade de energia, que sé o metabolismo de aerabio podé
proporcionar.

A accd3o dos taninos sobre a parede celular dos
microorganismos tem sido constatada por varios. Sugere-se
mesmo que a parede celular constitui o alve principal dos
taninos, nos microorganismos susceptivels, uma vez constitui
a interface com o meioc ambiente.

Acido tanico e a fracc3o tanino do extracto aquoso de
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tegumentos de alfarroba, modificaram fortemente a morfologla
de alguns microoganismos (HENIS et al., 1964). A formagdo de
protoplastos, ou a modificagdo na sua morfologia de associa -
g0, ¢ por vezes consequéncia da acgdo dos taninos.

Cellvibrio fulvus apresentou a formagdo de protoplastos na

presenca de 4acido tanico ou fracc3o tanino de extracto de
alfarroba (McQUILLEN, 1960). Concentragdes subinibitorias de
taninos, provocaram a formagdo de cadeias e filamentos,

quando em condigdes normais os ndo apresentam (HENIS et al.,

1964) .

As bactérias Gram - s3o menos susceptiveis & acgdo dos
taninos. Com efeito, ensaios com espectro bastante amplo de
microorganismos Gram + e OGram - s demonstraram a

refractariedade destes em prsengca de concentragdes de 0,02 %
de 4&cido ta@nico (SMITH, 1974). A menor susceptibilidade dos
microoganismos Gram - & provavel que seja consequéncia da
complexa organizac3do da parede celular que apresentam (CHENG
e COSTERTON, 1980). Os taninos também apresentam propriedades
quelantes, particularmente os taninos hidrolizaveis; em

relacdo aos catides calcio (SHRAGER et al. 1969), fundamental

na estabilidade das membranas da parede celular das bactérias

Gram - (HAQUE et al., 1974).

1.4.5. Taninos e fermentagdo no reticulo-rumen: Os ta-

ninoss quando introduzidos no reticulo- rumen, provocam modi-
ficagdes importantes no seu funcionamento.
Ensaios "in vitro" evidenciaram uma correlag3c negati-

va muito elevada entre a produgdo de gas, digestibilidades da
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MS e PB, e a presenga de taninos (DONNELLY et al., 196%; SABA
et al., 1972; BURNS et al., 1974; SCHAFFERT et al., 1974;
GREEN, 19743 RAMACHANDRA et al., 1977; WATERMAN et al.,
1980).

A actividade desidrogenasica, representando a
actividade microbiana geral do rumen, e a concentragdc de
aménia foram bastante menores em alimentados com silagem de
sorgos quando comparados com animais alimentados com silagem
de milho (BEN-GHEDALIA et al., 1977). TAGARI et al.(1963),
utilizando um rumen artificial, verificaram qué os taninos de
alfarroba inibiam & protedlise e a sintese proteica
microbiana. A degradac3o da proteina de amendoim, = nNo
reticulo-rumen de caprinos, foi inibida com a 1inclusdo de

dcido tanico ou tanino de Shorea robusta (TRIPATHI, 1978). A

fraccdo tanino de Zizipbus mummularia inibiu a degradagdo da

caseina, no rumen "in vitro" (KUMAR e SINGH, 1984). A fracgdo

tanino extraida de ‘'sal-seed" (Shorea robusta) e acido

ta3nico, manifestaram forte acgdo inibitoeria sabre a
degradac3o da proteina (TRIPATHI, 1973). Estudos feitos "in
vitro" para verificar o efeito inibidor dos taninos extraidos

de folhas de "pipal" (Ficus religiosa) e acido tdnicos na

producd3c de AGVs, mostraram gque, nos nivels de concentragdo
das folhas de F. religiosa (1,2%) bem como &cido t3nico em
niveis dez vezes superiores, ndo possuiam qualquer efeito nsa
producdo de AGYs (SINGH, 1977). Taninos extraidos de §S.
robusta, na concentracdo em que naturalmente se encontram

(13,3% - 2,66 mg/ml) e &cido t3nico na mesma concentragdo ndo

inibiram a produg3c de AGVs. No entanto, em concentragses 10
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vezes superiores aquela (26,6 mg/ml), o acido tanico inibiu a
produgdao de AGBVYs (SINGH, 1978). A utilizagdo de Pla—fosfato
pelos microorganismos do reticulo-rumen diminuiu com o
incremento nos niveis de 4cido t3nico de 1,285 a 7,5%,
denotando uma supress3o na fermentacdo microbiana (SADANANDAN
et al., 1976). SADANANDAN et al. (1979), trabalhando com
biufalos—de-4gua (Bos bubalus) alimentados com farinha de
"sal-seed", com varios niveis de incorporagdo de 4cido tanico
(0 - 3%), referem um decréscimo nos niveis de N - RNA, N -
DNA e AGvVs, bem como do N proteico total bacteriano e
protozoarico, acompanhados de um aumento nos niveis de N -
proteico no liquido reticulo-ruminal filtrado, a medida que
se 1ncrementava a incorporacdo de &cido tanico.

TAGARI et al.(1965) verificaram que o efeito inibitorio
do extracto de casca de alfarroba sobre a celulolise e
actividade desamindsica, estava mais correlacionado com o seu
conteudo em glacidoss do que com a fracc3o tanino. Em
contraste com a fracgd3o tanino do extracto, o acido
galotdnico inibiu a actividade celulolitica.

A actividade ureasica do conteuado reticulo-ruminal, foi
inibida por extractos aquosos de folhas de carvalho (Quercus
incanal, tendo a inibigdo sido proporcional ao teor em
taﬁinos presente (LOHAN et‘al., 1981). No entanto, SINGH e
ARORA (1980) demonstraram que o tanino das sementes de S.
robusta ndo afectava a actividade ureasica.

VAN HOVEN (1984) observou em 40 espécies de arbustos,

uma elevada correlac3oc entre o teor em polifendis e a
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digestibilidade da MS "in wvitro".

1.4.6., Taninos e proteccdo das proteinas contra a fer-

mentacdo no reticulo-rumen: A capacidade que os taninos mani-

festam para a formagd3c de complexos com proteinas, tem sido
utilizada experimentalmente com a finalidade de proteger os
suplementos proteicos da actividade degradativa ruminal. A
evidenciagdo de uma maior retengd3o azotada, maior crescimento
de 13 e maior producdo de leite, quando proteinas de elevada
qualidade (caseina) foram infundidas via abomaso (REIS e
SCHINCKEL, 19643 EGAN, 1965 e1970;5 SCHELLING e HATFIELD,
19685 COLEBROOK e REIS, 196%; ORSKOV e FRASER, 1969; REIS e
COLEBROOK, 19723 BLACK e TRIBE, 1973; DERRIG et al., 1974 -
cit. por CHURCH, 1979), justifica todo o esforco que tem
vindo a ser feito na procura de meios para maximizar a
utilizagdo dos componentes proteicos da dieta.

Teoricamente, o0s taninos deveriam ser capazes de
aumentar o fornecimento de aminoacidos nos ruminantes
ingerindo forragens verdes; uma vez que a margem onde oS
complexos tanino + proteina sdo insoluveis coincide com a
margem de pH onde o reticulo-rumen funciona; o pH onde a
proteina & libertada dos complexos corresponde aos valores de
PH passiveis de encontrar no abomaso e no intestino delgado.

A solubilidade do leite em po desnatado foi reduzida em
89%, quando tratado com tanino de castanheiros, e o tratamento
de bagagos de amendoim, soja, linhaga, colza e girassol com
tanino de acacia, preveniu a sua degradagdo por acc3o dos
microorganismos do reticulo-rumen (ZELTER et al., 19703

DONNELLY e ANTHONY, 1969 - cit. PRICE e BUTLER, 1980).
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Embora a proteina sofra um certo grau de protecgdo

relativamente 4 sua degradagdo no reticulo-rumen, as
eventuais benéficas consequéncias para a nutrigdo do
ruminante, dependem da sua disponibilidade para a digestdo

para o animal. Com efeito, os dados experimentais mostram que
os éoncentrados proteicos vegetais fortemente protegidos (0%
de protecc3o), trazem também consigo uma redugdo da sua
digestibilidade pelo anima1>(CHURCH, 1979).

A quantidade de azoto no duodeno foi inferior a
quantidade de azoto ingerida com as forragens que ndo possuem
taninos na sua composic3o (trevo branco e azevem), em
consequéncia da elevada taxa de dgradagdo das proteinas da
forragem verde (70%; ULYATT et al., 1973), e a consequente
absorgdo de amonia a partir do reticulo-rumen.
Contrariamente, o aumento no teor em taninos condensados de

0,25% - 10,6% MS para Lotus pedunculatus e L. corniculatus,

produziu um incremento linear no azoto duodenal, tendo o
fluxo do azoto ndo amoniacal sido igual ao total ingerido
. e

quando a concentrac3o de taninos condensados foi de 4,1% MS
(BARRY e REID, 1984), conforme pode ser observado no grafico
da Fig.1.3. Segundo os mesmos autores, em concentéag&es
constantes de taninos condensados da d;eta, os taninos
condensados no sanfeno foram menos efectivos do que os do
lotus no incremento do fluxo do azoto proteico duodenal.

A absorc3o de aminodcidos a partir do intestino

delgado, estimada como proporgdo da energia metabsolica EM

ingerida, foi maior para L. pedunculatus de baixo e elevado
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{28 g N/dial alimeniados nugs pastagem ma Nova Zeldn-
dra. Gs dades estds caltulades come usa fungdo da com-
centragd de fanines condensades na forragem.a a Cul-
tlvares del, corpiculabus de balwo e elevade  tesr
e# taninos; o e L. pedunculatus de baixp e elevade
teer ea tanines; x 5 sanfeno. A linha de regressdo diz
Tespelto apenas &s espécies de Lotus. Os dados s
coaparades coa espécies de treve branco (7B Wiy azevéa
perene (APO) e arevés de curis rotagdo (ACR®), espe-
tles ndp contendo taninos (BARRY e REIL. [984).

teor em taninos (29%; BARRY e MANLEY, 1984) e sanfeno (25%;
ULYATT e EGAN, 197%) do que para o azevém perene e trevo
branco (174 e 20% respectivamente; McRAE e ULYATT, 1974). A
presenga de taninos no grupo controle aumentou a absorgdo
liquida aparente de treonina (57%), valina (8%9%), isoleucina
(94%), leucina (30%), tirosina (41%), fenilalanina (93%),

histidina (90%) e lisina (59%) e diminuiu a absorg3o de
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aminoacidos n3do essenciails (WAGHORN et al., 19875 WAGHORN,
1977). Isto vem confirmar o efeito benéfico dos taninos con-
densados em aumentar o fornecimento de aminodcidos,; € mos-
tra também que o0s taninos de mais baixo peso molecular de
Lotus sdo mais eficientes que os taninos do sanfeno, de pe-
so molecular mais elevado.

1.4.7. Adaptac3o dos animais aos taninos: Alguns autores

sugerem que a presenga dos fendis em geral, confere as
plantas um certo grau de protecgdo contra os consumidores
primarios (ROBBINS et al., 1987). Assim se as plantagcses de
sorgo nos Estados Unidos tinham grandes quebras de produgdo
devido a predagd3o pelas aves, a selecgdo de plantas
resistentes a esta predagdo so¢ foi possivel com o incremento
na sua fracgdo tanino (PRICE e BUTLER, 1982).

Os herbivoros adaptados ao consumo de forragens ou
folhas ricas em taninos, tém capacidade para se defenderem
contra a presenga de taninos, produzindo proteinas salivares
que complexam os taninos de uma forma altamente especifica
(ROBBINS et al., 1987, ). A falta de efeito dos taninos na
digestdo das paredes celulares nos cervideos (Odocoileus sp.)
contrasta de forma marcante com as observacdes feitas em ovi-
nos domésticos e "in vitro'". Comparando a composic3o salivar
dos <cervideos com a dos ovinos e bovinos domésticos, foi
possivel evidenciar que o elevado potencial apresentado pela

saliva dos cervideos estd em estreita relagcdo com o0s seus

habitos alimentares (ROBBINS et al., 1987,). As proteinas

salivares que complexam preferencialmente os taninos, podem

assim minimizar as perdas de azoto fecal atraves da
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maximizagdo da efici®ncia da complexagd3o dos taninos por
unidade de proteina e pode reduzir absorcdo de taninos
hidrolizaveis e prevenir fendémenos de intoxicac3o (ROBBINS et
al., 1987)

A micropopulagdo reticulo-ruminal parece manifestar
um certo grau de adaptag3do & presenga de taninos. A activida-
de digestiva do liquido ruminal proveniente de animais ali-
mentados com varios niveis de alfarroba,; n3do foi muito afec-
tada pela incorporacdo de 4cido t3nico nos substractos "in
vitro" (SETTINERI et al., 1987). 0O efeito do a&cido tanico foi
menos pronunciado nos inédculos provenientes dos animais
ingerindo 50% de alfarroba.

Experi®ncias com ovinos estabulados ingerindo L.
pedunculatus + PEG como adsorvente especifico dos taninos,
manifestaram uma relacdo linear entre a concentragdo no
plasma de hormona do crescimento e a concentracdo de taninos
na forragem (BARRY & REID, 1984). Nenhuma outra hormona foi

afectada por qualquer modificac3o introduzida na concentragdo

de taninos (BARRY e REDEKOPP cit. por BARRY e REID, 1984).

1.5. DECOMPOSIGCAO DOS FENO IS

1.5.1. Introducdo - Apesar das accdes deletéreas sobre
0s sistemas biolégicos de que os polimeros aromaticos s&o
protagonistas, um namero limitado de microorganismos tem sido
apontado como responsaveis pela sua degradacdo.

A taxa de oxidagdo da glucose por Pseudomonas fluores-—

cens ndo foi modificada pela presenga de taninos, tendo mesmo
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consumido 13% mais de Ups quando incubada com tanino de

acacia, do que quando incubada com glucose apenas (BASARABA,

1966) . Fungos do género Aspergillus e Penicillium,

provenientes de solos florestais, decomposeram taninos
hidrolizaveis e taninos condensadoss; tendo os galotaninos
sido degradados a 4cido gdlico, glucose e 4&cido oxalico
(LEWIS et al., 1969). Segundo os mesmos autores,

Achromobacterim sp., fez a utilizac3o de galotaninos como

anica fonte de energia para o crescimento.

Os ecossistemas aquaticos fornecem normalmente um
vasto contingente de microorganismos com capacidade
taninolitica. Para além de fungos Aspergillus e Penicillium,

os Deuteromycetes desempenham papel importante na taninslise

( INGOLD, 1976). As leveduras aparecem fortemente envolvidas
na degradag3o dos taninos, particularmente Pichia
pseudopolymer, P. adeyehi, P. menosporas Debaryomyces

hansenii e Candida'ggé (JACOB e MARIE, 1975).

1.5.2. JTanindlise e anaerobicse - A degradagdo dos
compostos aromaticos na auséncia de oxigénio, ndo era conce-
bivel ate ha bem poucos anos. 0s nicleos fendlicos caracteri-
zam—-se por manifestarem uma grande inércia quimica, gque apenas
@ vencida pela acgdo desmolitica de oxigenases, enzimas que
incorporam 0o na estrutura benzénica, primeiro passo para a

sua clivagem molecular (STANIER et al., 1977). Algumas bacte-

rias estdo, no entanto, habilitadas a degradar estes
substractos na auséncia de Op por fotometabolismo (Athiorho-
daceae), respiragdo nitrato (Pseudomonas Sp. e Moraxela sp.),

respiragdo sulfato e fermentag3do metanogénea (EVANS, 19775
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TAYLOR et al., 1970),em gque o niacleo benzénico & primeiro re-
duzido e clivado posteriormente por hidrdélise, produzindo
4cidos alifdticos pPara o crescimento celular (EVANS, 1977).
N3o se conhecem, no entanto, evidéncias de que os tani-
Nos possam ser degradados na auséncia de oxigeénio. Apenas
compostos fendlicos mais simples (flavondis) foram repor tados
como tendo sido degradados em anaercbiose no solo, em
digestores de biogds e no reticulo-rumen (EVANS, 1977;
SIMPSON et al., 1969; CHENG et al., 1969 e 1970; KRISHNAMURTY
et al., 19705 TSAI et al., 1975). Flavonsis extraidos de
folhas (quercitina e rutina) foram degradados pela flora

reticulo~ruminal até AGVs, com a formagdo de compostos

intermedidrios como &cido P — hidréxifenilacético (SHARMA et
al., 1981). Estudos efectuados com culturas de
microorganismos intestinais, mostraram que apos 1 - 2 meses
de adaptag3o, apresentavam capacidade para degradarem

completamente o anel aromatico de muitos fendis simples
(MARTIN et al., 1983). Culturas de anaerdébios metanogenes
podem degradar completamente o nicleo aromatico de catecol
via cis - benzenogiol (BALBA e EVANS, 1980). No entanto,
culturas de microorganismos n3o adaptados foram incapazes de
utilizar catecol, fenol, quinol, orcinol ou resorcinol,
embora floroglucinel tenha sido rapidamente degradado a
acetato e dioxido de carbono (TSAI et al., 1976).

A lenhina, um composto polifensalico presente nas dietas
vegetais numa quantidade por vezes 1importante; tem sido

referida como sendo degradada em maior ou menor grau no

tracto digestivo dos ruminantes. BONDI et al. (cit. por
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HUNGATE 1966), fazem refer@&ncia ao desaparecimento de uma
pequena porgdo de lenhina na passagem da digesta através do
tubo digestivo dos ruminantes, atingindo valores da ordem de
b4% em materiais pouco lenhificados. HOBSON (1969 e 1971)
referem que a lenhina & o uJunico componente da dieta que ndo &
degradado pelos microorganismos do reticulo-rumen,; porque a
sua degradagéo constitui uma reacg¥o cujo "input" de energia
s6 a utilizac3o respiratséria do Op pode garantir. VAN SOEST
(1982) refere que o desaparecimento da lenhina, a que alguns
autores ce referem, se deve unica e exclusivamente a erros
puramente analiticos inerentes ao seu proprio doseamento. Na
opinidc do mesmo autor, a degradagdo biolegica da lenhina
constitui um processo demasiado lento (demorando semanas e
até meses) para ser concebivel no tracto digestivo ruminante,
n3o sendo compativel com o tempo de permanéncia do alimento

no tubo digestivo.

Em geral, as bactérias ndo s3o consideradas como
possuindo capacidade para degradarem a lenhina (BELLAMY,
1977). Contudo, estudos efectuados com o microscopio
electrdnico permitiram visualizar um | microorganismo

filamentoso que ataca o esclerénquima (um tecido fortemente
lenhificado) nos limbos das folhas na digesta reticulo-
ruminal, removida a partir de novilhs canulados, o que prova
que a lenhina também & degradada em condigdes anaerdbicas

(AKIN, 1980). Esta bactéria, designada provisoriamente como

7 - 1, ndo apresenta actividade celulolitica e utiliza os
acidos fenolicos sinadpico, ferdlico, e p - cumadrico, como
substractos para o seu crescimento, o0s 4&cidos com uma
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metoxilagcdo mais elevada sendo utilizados duma maneira mais

eficiente (AKIN, 1980).

1.6. A INATIVACADO DOS TANINOS

0 facto de os taninos na dieta interferirem
negativamente na fisiologia geral dos herbivoros, torna im-
prescindivel a sua inactiva¢do ou remogdo.

Em algumas cultivares, como por exemplo o sorgo, e
relativamente facil dirigir geneticamente o fenotipo tanino,
pois constitui a expressdo de apenas e genes
(MA e BLISS, 1978; MARSHALL et al., 197%). Nos arbustos e
plantas de maior portesy a situagdo torna-se menos exequivel
devido a0 seu lento crescimento.

A inactivag3o do efeito taninoc pode ser realizado atra-
veés de 6 vias diferentes (PRICE e BUTLER, 1980):

- remogdo fisica ou quimica dos. taninos;

~ adigdo & dieta de substancias que se complexam com

os taninos;

- tratamento quimico do produto alimentar, para

alteragdo da molécula dos taninos;

- adig&d 4 dieta de substdncias gque auxiliam na sua

destoxificagdo metabaoalicaj

-~ tratamento  hormonal dos frutos;

- selecgdo de variedades de plantas com teor em tani-

nos mais baixo.

A adigdo de substdncias complexantes constitui, talvez,
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a forma mais elegante e pratica para despistar o efeito dos
taninos, pelo menos em estudos experimentais. A
polivinilpirrolidona (PVP) e o polietilenoglicol (PEG) ,
constituem os adsorventes de eleic3o, pela sua capacidade de

deslocarem os tanminos dos complexos tanino—proteina (LOOMIS,

1974). RAYUDU et al. (1970), verificaram esta propriedade "in
vivo", tendo o PVP reduzido acentuadamente o efeito depressi-
vo do acido tanico em galinadceos. A diminuigdo da
digestibilidade das proteinas provocada pelos taninos do
sorgos foi atenuada com a adigdo de PEG (McBINTY, 1968). JUNG

e FAHEY (1981) utilizaram PVP para remover o efeito dos

fencis, a fim de estudarem a digestibilidade de forragens "in

vitro", tendo observado um aumento nas digestibilidades da
celulose e proteina da luzerna (Medicaqo sativa). A
dissociac3o dos complexos tanino - proteina por acgdo do PEG,

foi demonstrada por JONES e MANGAN (1977), tanto "in vivo" em
ovinos, como "in wvitro“. Varios autores evidenciaram um
incremento nos valores da digestibilidade do N, MO e energia

em animais alimentados com Lotus pedunculatus e L.

corniculatus, com a adig3o de PEG (BARRY e DUNCAN, 1984;

BARRY et al., 19863 WAGHORN et al., 19873 WAGHORN, 1984) .
Quando o teor em taninos condensados totais reactivos foi
reduzido de 6,3% para 0,7% MS com a adigdo de PEG
(Tabela 1.2.); a ingest3o voluntadria de energia metabolizavel
EM aumentou 44% e a digestibilidade dos carbohidratos

estruturais aumentou 13% (BARRY e REID, 1984).
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TABELA 1.2.
Ingestdo voluntaria e digestibilidade aparente
de lotus como afectados pela redugdo dos taninos
condensados totais reactivos com a adigdo de PEG (PM 3350)
(BARRY e DUNCAN, 1984)

Adicdo de agua Adig3o de PEG  SED

TC totais reactives
(% MS) 6,3 0]
TC livres 0,34 0
Digestibilidade
aparente
celulose (%) 52,7 '57,9 2,62
hemicelulose (%) 50,6 98,9 2,01
Ingestibilidade
voluntéria

{(MJ EM/KgN0’75/dia 0,48 0,69 0,097

37
303

Borregos ingerindo pastagem com uma composigdo floristica

importante em L. pedunculatus ou trevo branco, aprersentaram

taxas de aumento de peso vivo mais baixas (Tabela 1.3.), que
foram incrementadas com o farnecimento de garrafadas de PEG
(3.350 PM) nos borregos pastando lotus, mas ndo naqueles
pastando trevo branco (BARRY e REID, 1984). 0Os mesmos autores
concluem assim, qué concentragdes da ordem de 8%4 MS em lotus
podem ser classificadas como antinutricionais.

Contudo éde esperar modificagdes importantes na taxa de
diluigdo do reticulo-rumen, pelo que o aumento na eficiéncia
de wutilizagdo de alguns componentes da dieta, possa ser

atribuida em parte,; também; ao aumento da taxa de diluigdo

(Quadro 2.6. - Cap. 2).
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TABELA 1.3.

Respostas de borregos em crescimento pastando lotus
ou uma mistura de treve branco e trevo vermelho, a
garrafadas diarias de PEG (3.350 PM) (BARRY e REID, 1984).

Taninos condensados Ganho de peso vive
Experigéncia % MS {(g/d)
Ne Legume Total Livre dgua PEG SED
1 lotus 756 0,8 125 166 1,67
2 lotus 8,9 0,7 27 70 0,92
trevo < 0,1 ND 28 26 0,92

' NZo detectavel.

1.7. CONCLUSBES

A bolota parece constituir um bom suplemento energetico
para a pastagem de montado no periodo OQutono/Inverno,
particularmente em anos de boa distribuigido pluviométrica
nestas estacdes, situagdo em que « massa verde & bastante
exuberante. Muito rica em azoto scluvel, mas francamente
pobre em MS, o potencial nutritivo da pastagem so teré a
beneficiar com a integrac3c da bolota na sua composigdo. Em
anos secoss; de muito escassa ou quase nula disponibidade em
forragem o quadro torna-se bastante diferente & adverso para
a saude dos animais e a presenca de garande quantidade de
pbolota no montado parece criar fortes desequilibrios na sua
fisiologia nutritiva. O teor em tanincs da bolota, bastante

apreciavel em algumas variedades, a sua baixa composigdo em
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PB; o teor aprecidvel em lipidos, glidcidos soluveis e amido,
concorrem todos eles para a distorgd3 fisioldgica dos
animais. Nesta situagdo os animais evolueﬁ muito rapidamente
num estado de caquexia acelerada,; entrando em balango azotado
negativo com a excreg3o de mais azoto. pelas fezes
relativamente & quantidade ingerida.

O esforgo que tem vindo a ser desenvolvido com o
objectivo de eliminar ou inactivar os taninos, tem
apresentado grandes progressos, porem a sua aplicabilidade no
dominio pratico, pPrincipalmente tendo em conta os custos com
& sua utilizagdo, ainda n3o foi devidamente considerada.

Com o cepticismo de alguns autores, os ruminantes
manifestam grandes potencialidades nas suas capacidades para
ultrapassarem a presenca nefasta dos polifendis nas suas
dietass quer por adaptac¥o das suas glandulas salivares, quer
seleccionando na diversidade da sua micropopulagd3o reticulo-
-ruminal, grupos microbianos com capacidades para a sQa
degradag3o. 0O resultado de alguns estudos t8m vindo a
confirmar esta possibilidade e dar gradualmente estrutura . a

t3o grande expectativa.
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CAPLTULO 2
ECOMICROBIOLOGIA DO RET{CULO-RUMEN

2.1. INTRODUG&D

0 reticulo-rumen constitui um meio de elevada homeosta-
sis, abresentando grandes semelhangas com um reactor em
continuo de microorganismos anaercbiocs. 0 seu elevado teor
agua(85-20%), a temperatura constante oscilando entre 39-
402C, um potencial redox de -350 mV, valores de pH entre 6-7,
e pressdo osmotica com valores muito proximos dos pardametros
sanguineos, 250-350 mOsmoles, constituem as caracteristicas
mais marcantes deste ecossistema.

Um aporte mais ou menos regular de nutrientes atraveés
da ingestdo por um lado, e da ruminagcdo por outro; uma elimi-
nacdo continua dos metabdlitos libertados na degradacdo fer-
mentativa da ingesta, guer por absorc3o atraves das paredes
do reticulo-rumen (4dcidos gordos voldteis e aménia)l, quer
pela passagem dos detritos alimentares e células microbianas,
quer ainda pela eructacan de metanc e diédxido de carbono; e a
mistura continua por accdo das contraccses periodicas das
paredes da viscera, massagem & escala microscopica pela loco-
mogcdo microbiana (fundamentalmente a acc3o dos protozodrios),
e pela evolugdo dos gases provenientes da fermentacdo, colo-
cam este ecossistema muito proximo das condig8es que presidem
ac funcionamento de um sistema de cultura continuo. Em suma,
0 reticulo-rumen apresenta-se perfeitamente ajustado ac de-
senvolvimento de uma popuiag§0 microbiana de tipo respiratsé-

rio anaerébio, fundamentalmente definida por bactérias, pro-
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tozoarios e fungos.

2.2. A BIOCENOSE RETICULD-RUMINAL

0 reticulo-rumen apresenta grahdes semelhancas com os
ecossistemas tropicais na extrema variedade e heterogeneida-
de nas suas comunidades biolégicas. As grandes transformacdes
fermentativas que decorrem no reticulo-rumen, s3o protagoni-
zadas fundamentalmente por bactérias, fungos e protozodarios
ciliados.

2.2.1. Bactérias - A microflora reticulo-ruminal, & ca-
racterizada por um espectro bastante amplo de espécies bac-
terianas. Apresentando uma densidade populacional da ordem de
1010 celulas /g de conteudo, concorrem em S0% para a biomassa
microbiana, representandc a mais importante e complexa cate-
goria de microorganismos. As bactérias anaerdbias estrictas
ndo esporuldveis imp8em aqui a sua representatividade maiori-
taria numa grande diversidade.

Foram descritas até a4 data mais de 200 espécies bac-
terianas no rumen. No entanto, apenas cerca de trinta géneros
sdo considerados verdadeiros habitantes do rumen, os outros
estd3o reduzidos ao mero estatuto de oportunistas, uma vez que
chegam ao sistema com a ingestdo alimentar (RUSSEL E HESPELL ,
1981).

As bacterias do rumen usualmente s3o agrupadas de
acordo com as suas afinidades em relac3o aos substractos (ver
Quadro 2.1.) que utilizam para o seu desenvolvimento (HUNGATE ,
1966): bactérias celuloliticas, hemiceluloliticas, pectinoli-

ticas, amiloliticas,; proteoliticas, ureoliticas, lipoliticas,
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Quadro 2.1 - Espécies bacterianas do reticulo-rumen que degradam os polis-
sacarideos da parede celular, amido, proteina, lipidos, gli-

cerol e 4cido lactico (LATHAM,
MOTO e IMAI,

19805 CHENG et al., 1984; OGI-

Substracto

Espécie bacteriana

Celulose

Hemicelulose

Pectinas

Amido

Glicerol

Lipidos

Proteina

dcido lactico

Ruminoccoccus flavefaciens
Ruminococcus albus
Bactercides succinogenes
Butyrivibrio fibrisolvens
Cillobacterium cellusolvens
Clostridium lockheadii
Cellulomonas fimi
Eubacterium cellusolvens

Butyrivibrio fibrisolvens
Ruminococcus flavefaciens
Ruminococcus albus
Bacterpides ruminicola

Lachnospira multiparus
treptococcus bovis

Succinivibrio dextrinosolvens

Streptococcus bovis

Lactobacillus vitulinus
Lactobacillus acidophillus
Bifidobacterium sp.
Bacteroides ruminicola

Bacteroides succinogenes
Bacteroides amylophillus

Succinivibrio dextrinosolvens
Selenomonas ruminantium

Selenomonas ruminantium

Anaerovibrio lipolytica
Megasphaera elsdenii
Clostridium cellobioparum

Anaerovibrio lipolytica

Eubacterium ruminantium
Bacteroides ruminicola
Selenomonas ruminantium
Lachnospira multiparus
Butyrivibrio dextrinospelvens

Megasphaera elsdenii

Selenomonas lactilytica




etc.. Tehdo em conta o facto de a capacidade desmolitica em 
relagdo a um determinado substracto poder ser‘répartiaa'“psr‘
Varias espécies bactérianas, salvaguarda de certa :forma a.
estabilidade do ecossistema (HESPELL, 1981), de tal %orma
que, o desaparecimento de uma determinada espécie bacferiana
ndo provocara gqualquer efeito negativo apreciéyel no conjunto
das.fermentagaes.

0 grau de especial;zagéo apresehtado pelas vérias
espécies bécterianas varia amplamenfe. As. fungdes numa deter-

minada espécie podem ser muito limitadas ou, contrériamént9|

muito amplas. Por exemplo, Butyrivibric fibrisolvens e Seleno-

monas ruminantium podem utilizar varios substractos como

fonte de energia, mas Bacteroides succinogenes e Ruminococ—

cCus sp. (espécies celuloliticas ) circunscrevem a sua

acgdo a celulose e aos seus produtos de hidrélise. Da mesma

forma Bacteroides amilophilus ndo fermenta sendo 0 amido,
dextrinas e maltose (HUNGATE , 1966;>BRYANT; 1977).

0 grau de especializagdoc & profundamente martado em

outras espécies: Anaerovibrio lypolitica utiliza apenas gli-

cerol como fonte de energiaj; Veillonela alcalescens utiliza

fundamentalmente lactato (HUNGATE, 1966)'9 Methanobacterium

ruminantium deriva energia para o seu crescimento na reduc-
géob de COp e CHgy (WDLIN,1975). Apesar de o0 reticulo-rumen
na sua evolugdo h§q ter »sido dirigido parabuma.actividade
proteoclastica como fungdo principal, existemvélgumaS' espe-
cies_ bacterianas capaées de hidrolisar proteinas, algumas
utilizando a fermentagéb de aminoacidos como fonte de ener-

gias, em que espécies como Megasphaera elsdenii (BRYANT,
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1977) e Acidaminococcus fermentans (ELIAS, 1971 - cit. por

HOBSON, 1972).

As espécies bacterianas de maiores dimensdes

Oscillospira guillermondii, Quinn’s oval e Lampropedia hyali-

nPa, de observagdo microscopica frequente, tém sido pouco ou
nada estudadas em cultura pura, desconhecendo-se as suas
reais fungdes e a sua participagdo no metabolismo global do
rumen. Relativamente aos Oval,s ja& foi possivel cultiva-los em
cultura pura em anaerobiose, mas apenas em condigdes n3o axe-
nicas, tendo sido possivel demonstrar que utilizam apenas
alguns glucidos simples (ORPIN, 1972 e 19743 BROUGH E HOWARD,
1971). Apesar de estas bactérias ocorrerem no conteddo rumi-

nal em numeros relativamente baixos (superiores a QXIO?g -1

para Lampropedia e Oscillospira - CLARKE, 1977 e 197935 WAR-
NER, 19&6) quando comparados com o n2 total de bactérias do
rumen, podem ainda assim desempenhar uma fungd3o bioquimica
ndo negligencidvel (CLARKE, 1979).

2.2.2. Protozodrios - Os protozodrios do rumen s3o fun-
damentalmente ciliados, mas a presenca de flagelados pode
também ser evidenciada com uma observag3do microscdpica mais
cuidada. De qualquer forma,; a representatividade destes &
bastante reduzida no rumen adulto.

2.2.2.1. Flagelados: t&m sido cbjecto de muito pouco
estudo n3o se conhecendo o seu verdadeiro estatuto no funcio-
namento do ecossistema. Conhecem-se apenas cinco espécies

descritas, Monocercomonas ruminantium, Monocercomonoides ca-

prae, Chilomastix caprae, Tetratrichomonas buttreyi e Penta-
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trichomonas hominis (OGIMOTO e IMAI, 1981). A concentrac3o de
flagelados & elevada, particularmente no reticulo-rumen jovem,
no periodo que antecede o estabelecimento dos ciliados (EADIE,
1962). No reticulo-rumen adulto, o0 seu baixo nimero inferior
a 105/ ml (EADIE, 1962) e o seu tamanho, 4 - 15 um de com-
primento (OGIMOTO e IMAI, 1982) n3o deixa antever um papel
significativo no funcionamento do ecossistema, quando compa-
rado com ciliados e bactérias (CLARKE, 1977).

2.2.2.2. Ciliados: Estes protozodrios s3o integrédos
fundamentalmente em dois grandes grupos,; os Holdtricos e os

Entodiniomerficos. A distribuicd3o taxondémica apresentada

Quadro 2.2. - Protozodrios ciliados do reticulo-rumen. Géneras
pertencentes 4s familias Isotrichidae, Buetchlidae
e Ophryoscolecidae (OGIMOTO e IMAI, 1981).

Isotrichidae Ophryoscolecidae
Isotricha Subfamilia Entodiniinae
Oligoisotricha Entodinium
Dasytricha Campylodinium
Buetclhidae Subfamilia Diplodiniinae
Buetclhia Diplodinium
Eodinium

Eremoplastron
Eudiplodinium
Diploplastron
Polyplastron

Elytroplastron
Metadinium

Ostracodinium
Enoploplastron

Subfamilia Ophryoscolecinae
Ophryoscolex
Epidinium
Epiplastron

Opisthotricum
Caloscolex
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por OGIMOTO e IMAI (1982) para os ciliados do rumen & actual-

mente a mais reconhecida pela comunidade cientifica (Qua-
dro 2.2.). Entre os Holétricos os generos lsotricha e Dasy-
tricha (Familia Isotrichidae sdo os que apareceﬁ mais

frequentemente, observando-se tambeém, mas mais raramente

Buetchlia <(Familia Buetchlidae) (MARINHO, 19833 DEHORITY,

1970).

Entodinium, Diplodinium, Polyplastron, Eudiplodinium,

Diploplastron, Epidinium e Ophryoscolex constituem 0os ento-

diniomérficos (Ophryoscolecidae) mais frequentes (MARINHO,

19835 CLARKE, 1977; COLEMAN, 1980; HUNGATE, 19665 FONTY et
al., 1984),

As suas densidades populacionais s3o baixas em dietas
muito fibrosas (inferior a 100.000 /ml)s enquanto que em
dietas ricas em amido ou glucidos facilmente fermentaveis
podem atingir densidades da ordem de @ - S x 106 ml—1 (PRES~-
TON e LENG; 19863 HUNGATE, 1944) e podem reprsentar, conforme
anteriormente referido, 50% da biomassa microbiana do rumen

(THIVEND et al., 1985). Devido as dificuldades que tém vindo

4 ser encontradas na sua cultura "in vitro", o seu verdadeiro
estatuto metabédlico n3o estd suficientemente esclarecido,
ao contrdrio do que sucede com as bactérias. No entanto,

0s ciliados sdo0 capazes de transformar os constituintes
alimentares e bacterianos em metabdlitos e componentes
celulares que ficam disponiveis para serem utilizados pelo
hospedeiro.

Os Holétricos, utilizam preferencialmente glucidos

soluveis embora, os dois géneros que integram este grupo se
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diferenciem na sua utilisagdo. Isotricha n3do fermenta a mal;
tose, mas pode utilizar gr3os de amido, enquanto que Dasy
tricha fermenta a maltose, mas n3do & capaz de utilizar cer-
tos amidos (CLARKE, 1977).

Os ciliados envolvidos na digest3o dos glucidos pa-
rietais (celulose, hemicelulose e pectinas) pertencem ao

grupo dos Entodiniomérficos (Ohryoscolecidae). Ingerem par-—

ticulas vegetais ou grdos deamido, a4 excepgdc dos pequenos

Entodinium. Foi possivel evidenciar a produgado deti—amilases

em varios géneros (CLARKE, 1977); COLEMAM, 1980). Apesar de
HUNGATE (1942) ter pela primeira vez demonstrado a digestdo
da celulose por ciliados "in vitro", este facto manteve-se,
contudo, bastante controverso durante muitos anos. Actualmen
tes; sustenta-se que pelo menos alguns géneros possuem pro-=
priedades celuloliticas (BONHOMME, 1973; BONHOMME-FLORENTIN,
19755 COLEMAN et al., 19763 DEHORITY, 1981 - inf. pessoal;
JOUANY, 19783 COLEMAN, 19803 DEMEYER, 1981; WILLIAMS, 1982;
BONHOMME et al.;1983; VANGYLSWIK e SCHWARTZ,; 198.)(Quadrao
2.3.). Na degradagdo das hemiceluloses e pectinas aparecem
envolvidos varios géneros (CLARKE, 1977; COLEMAN, 19803 WIL-
LIAMS, 19823 ABOU-AKKADA e HOWARD, 1961).

Os ciliados apresentam também uma forte actividade
proteolitica (ABOU-AKKADA e HOWARD, 1962). Uma densa popu-
lagdo de ciliados estd muitas vezes associada a uma elevada
concentragcdo de NH4 no conteddo ruminal (JDUANY, 197835 JOUA-
NY e SENAUD, 1982, 19835 CHRISTIANSEN et al.s 1965). A sua

acgdo proteolitica € particularmente forte sobre a fraccdo
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guadrs 2.3, Os

ciliades do reticulc-rumen e o seu relacionasentc coa os
susfractos de natureza glucidica {adaptade de HUNGATE, 1968)
Fagilla Substracteo Celulelise Wetabslitos® Teapo médic de
B beners finais geragdo (h)
ispirichidas
ispiricha Amido, agutares & #1 Br Ly Ha 48
lasviricha Haliose, agicares & By 8y Ly Hp 24
Ophrvoscoleciade .
Entodinium Amico + Fy Ay Py By (U 6 - 15
tiplediniua Amide +.
Jstracediniue +°
Eudiplodiniua + Ha
Pelyplastron Aaido + 48

=4, acético; B = 4. butirice; L = &. lacticei F = &, fermico; Hp = hidrogénic; {) = vesti-
bgma

_ HUNGATE, 1978, -

" DEHORITY, 1981 - inf. pessoal.

proteica insoluvel da dieta (USHIDA e JOUANY, 1983) mas as
suas necessidades proteicas s3d3o em grande parte garantidas
pela ingest3dc de bactérias (COLEMAN, 19753 HUNGATE, 1978).

2.2.2.2.1. Implantac3o dos ciliados: 0O reticulo-rumen

do ruminante recém-nascido, apresenta-se em condigdes esté-~
reis. Se por um lado as bactérias se desenvolvem e propagam
rapidamente no tubo digestivo a partir do meio ambiente
(MANN, 19463), os ciliados ndo surgem a colonizar o reticulo-
rumen sendo na altura em que o animal passa do aleitamento a
alimentag3o sélida com alimentos grosseiros. Contrariamente
ao que se supos durante alguns anos (GUNTHER, 1899; MANGOLD
e LENKEIT, 1930; EBERLEIN, 18953 LIEBETANZ, 1910 - cit. por
HUNGATE, 1966), os ciliados fazem a sua implantagdo no re-

ticulo-rumen dos jovens animais wutilizando como fonte o

contacto com os animais adultos (BECKER e HSIUNG, 1929 -
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cit. por HUNGATE, 19463 EADIE, 1962; MANGOLD e RADEFF, 1930
- cit. por HUNGATE, 19466; WAELE e GENIE, 1943 - cit. por
HUNGATE, 19464), ou através da ingest3do de alimentos e agua
previamente contaminados por outros - animais (FANTHAM, 1922
- cit. por HUNGATE, 19663 BONHOMME, 1973). A ruminagdo pro-
porciona aoc animal possuir uma grande quantidade de micro-
organismos na cavidade bucal (STRELKOW et al., 1933). Nao
foi possivel até & data evidenciar qualquer forma de resis-
téncia (quisto ou esporo) nestas formas de ciliados, e tam-—-
bém ndo existem ciliados vivoss quer nos alimentos, quer
nas fezes dos animais (EADIE, 1962). Os ciliados que che-
gam & cavidade bucal no decurso da ruminacdo, sdo rapida-
mente inactivados no contacto com o ar. Por conseguinte,
para que a transfaunagdc se realize, torna-se imprescindi-
vel o contacto directo entre os animais. & possivel desta
forma manter os animais sem a sua dotacdo de ciliadoss man-
tendo-os fora do contacto uns com os outros (JOUANY, 1978).
Se bem que os ciliados tém imediato acesso ao reticu-
lo-rumen do jovem ruminante, a sua implantégéo ndo se rea-
liza devido ao pH bastante &cido do conteddo ruminal (PUR-
SER e MOIR, 1959; EADIE, 19359), produto da intensa fermen-—

tacdo promovida por Lactobacillus sp. sobre o leite que

casualmente penetra no reticulo-rumen, por qualquer anomalia

no desencadeamento do reflexo da goteira esofagica. Assim

que o animal inicia a ingestd3o de forragem, sobem o0s valo-
res de pH, por um lado devido & menor fermentabilidade des-—
te tipo de substracto, por outro devido ao aumentoc da se-
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cregcdo salivar de caracteristicas marcadamente alcalinas,
tornando as condigdes gradualmente mais favoraveis para a

colonizag3o pelos ciliados. A pH 6,0 todos os Entodiniinae

se podem implantar no reticulo-rumen (EADIE, 19623 BRYANT e

SMALL, 1960), e a pH 6,5 o0s Isotrichidae e os Diplodiniinae

encontram as melhores condicdes para fazerem a sua implan-
tagdo.

2.2.2.2.2. Factores gue influenciam o0 n? deciliados: O

pH e factor de extrema importancia no desenvolvimento da popu-
lagdo de ciliados no reticulo-rumen (HUNGATE, 19466). A va-
lores de pH inferiores a 5,5, a populagd3c de ciliados & se-
veramente bloqueada nas actividades fisiolégicas, com es-

pecial relevancia para os lsotrichidae e Diplodiniinae. Es—-

ta susceptibilidade dos ciliados 4 acidez do meio estd pa-
tente nos trabalhos desenvelvidos por varios autores. N3o

sdo capazes de sobreviver sendo a valores de pH compreendi-

dos entre 5,5 e 8,0 (QUINN et al., 19623 CHRISTIANSEN et
al., 1964). Experi€ncias "in vitro" por nés realizadas teém
vindo a confirmar aqueles resultados, pois que nunca foi

possivel manter populacdes Diplodiniinae em culturas a pH -

inferior a 95,9. Entre os Ophrvoscolecidae sd o os

Entodiniinae que melhor sobrevivem "in vitro" a valores de pH

da ordem de 5,6, revelando a maior toler3ncia deste grupo a
valores 4cidos de pH, relativamente aos Isotrichidae (ABOU-
AKKADA, et al.,1959). Em bovinos ingerindo "ad libitum" ragdes
ricas em concentrados; a maioria dos ciliados desapareceu em
virtude das condicdes desfavordveis de pH, tendo apenas

sobrevivido Entodinium em baixos numeros populacionais
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(EADIE et al., 1970). Se o pH constitui o factor mais

importante que condiciona o desenvolvimento das varias
fracgoes da populag3o microbiana do reticulo-rumen (BRIGGS
et al., 1957), & no entanto dificil estabelecer limites

paramétricos para o factor pH. Assim EADIE et al.(1970)
encontraram uma densa populagdo de ciliados com valores de
pH inferiores a 6;0. PURSER e MOIR (1939), trabalhando com
ovinos, encontraram populacSes de ciliados em nameros da
ordem de 3x105/m1 a pH 5,3, e 6,8x105/m1 a pH 5,9. Existem
concerteza outros factores (relagdo N/energia?) a
condicionar o desenvolvimento dos ciliados e que interagem
com os valores de pH.

A dieta na sua composigdo quimica, da dieta pode
modificar qualitativamente a populagdo microbiana do
reticulo-rumensconferindo valores de pH que podem favorecer
ou inibir algumas espécies. Com efeito, os alimentos ricos em
glucidos facilemente fermentaveis, usualmente baixam 0s
valores de pH; contrariamente ao que sucede com as forragens
grosseiras em que o0s glucidos sdo fundamentalmente de
natureza estrutural, em que a fermentag3do se desenvolve a uma
taxa bastante mais reduzida, fornecendo valores de pH mais
elevados (EADIE e HOWARD, 1963). 0Os alimentos intervém
directamente na selecc3c das espécies em fungdo da sua
natureza e das necessidades nutricionais dos ciliados, ou da
sua capacidade para digerir os substractos presentes (JOUANY,
1978). 0 Quadro 3 expressa as prefer@ncias que os ciliados

manifestam em relagdo aos substractos de natureza glucidica.
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As variacdes populacionais determinadas pelo
alimento, tambem podem ser de natureza quantitativa.
Normalmente, dietas equilibradas e fornecidas "ad libitum",
desenvolvem populacdes bastante densas. O nivel de proteina
na dieta e determinante para a manutengdo duma densa
populagdo de ciliados (FERBER, 1928 - cit. por HUNGATE,
19665 MOWRY e BRCKER, 1930)“ Os ciliados, conforme j4
referido, manifestam uma actividade proteolitica importante
(WILLIAMS et al., 19613 MAH, 1962; MICHALOWSKI , 1973), mas
uma parte importante das suas necessidades em azoto, e
assegurada pela predagdo sobre as bactérias (COLEMAN, 1975).

A disponibilidade em energia sob a forma de glucidos
facilmente fermentaveis, & decisiva para o desenvolvimento de
grandes populagdes de ciliados (NAKAMURA e KANEGASAKI, 19693
ABE et‘ al., 1973; BONHOMME e DURAND, 19743 FAUCONNEAU e
GAUSSERES, 1961).

A forma sob a qual o alimento & apresentado, também &
importante no desenvolvimento das populagdes de ciliados. Os
ciliados desaparecem do reticulo—rumen, ou dificilmente
se 1implantam,; quando a dieta & fornecida ao animal sob a
forma de aglomerados ou finamente moida (KANE e LAWLOR,
1969), talvez devido ao aumento da taxa de diluigd3o do
conteddo ruminal, que se torna superior ao tempo médio de
geragdo dos ciliados (CHRISTIANSEN, 1963; CHRISTIANSEN et
al., 1964). GIESECKE et al. (1966) observaram grandes
populagdes de ciliados no reticulo-rumen de animais

alimentados sem qualquer restrigdo, com dietas constituidas
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por forragens grosseiras e concentrado sob a forma de
aglomerados. Os mesmos autores verificaram também, que o0s
ciliados desapareciam quando os animais eram alimentados com
ragdes semi-sintéticas, 4 base de celulose, apresentando o
reticulo-rumen uma baixa taxa de diluic3o.

Os Entodiniinae desenvolvem a sua maxima expressdo

populacional, quando 0s animais ingerem dietas ricas em amido
(ABOU-AKKADA et al., 19693 JOUANY, 1978). Contrariamente, as
dietas & base de forragem grosseira desenvolvem populagses
muito pouco expressivas, mesmo quando o teor em N & elevado
(GIESECKE et al., 19665 NAKAMURA e KANEGASAKI, 1969). Os

Diplodiniinae aparecem normalmente associados com as racsées

de composigd3o mista, mas onde a componente fibrosa e
importante. Os Isotrichidae desenvolvem-se de uma forma
exuberante quande os animais ingerem forragens verdes, muito

ricas em azoto e glucidos soldveis (MARINHO, 1983).

A Influéncia da regido geografica constitui factor na

distribuig3o das espécies de ciliados; send3oc todas pelo me-
nos algumas, parece estar influenciada pelé localizagdo geo-
grafica. Em algumas regides do Globo tem sido constatado, que
0 rumen de ovinos n3o inclui na sua dotag3o de ciliados o
genero lIsotricha (PURSER e MOIR,1939), se bem que WARNER
(1966) em ovinos mna Australia, conseguiu identificar este
genero. EADIE (1937, cit. por HUNGATE, 1946) nunca conseguiu

observar o género Ophryoscolex nos carneiros do Norte da

Escocia, da mesma forma ndo aparecendo no rumen de animais
provenientes de algumas regides da Nova Zeldandia (OXFORD,

193835 CLARKE, 1964) e Australia (PURSER, 19613 WARNER, 1964).
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Buetchlia parva e Charon equi aparecem no rumen de carneiros
da Nova Zelandia (CLARKE, 1964). A primeira foi também obser-—
vada nos Estados Unidos (DEHORITY, 1970) e em Portugal em
ovinos Merino Branco do Alentejo (MARINHO, 1983), ndo
constando na literatura cientifica, que tenha sido observado
em outras regides do Planeta.

A auséncia de contacto entre algumas comunidades de
ruminantes por afastamento geografico, talvez constitua a
verdadeira explicag3o para o condicionamento geografico na
distribuic3d3o das populacdes de ciliados. De facto, foi

possivel identificar Diplodinium dogieli em ovinos Merino

Branco do Alentejo (MARINHO, 1983), quando este exemplar
apenas foi isolado em ruminantes selvagens no Artiﬁo
(LUBINSKY, 19583 DEHORITY, 1974, e 19§4b). Ophryvoscolex sp.
foi observado em vacas Holando-Portuguesas, n&o aparecendo em
bovinos da raga Alentejano,; coabitando na mesma exploracgdo
(MARINHO, 1984 - ndo publicade). Alguns autores associam as
diferengas na nutric3o dos animais, com a distribuigdo dos
ciliados. Ophryoscolex sp. & associado com a ingest3o de
luzerna verde e ndo com o feno de gramineas (MAH, 1962 e
1964). Epidinium sp. aparece em quantidadeg importantes no
reticulo-rumen de bovinos alimentados com trevo vermelho em
verde (OXFORD, 1958).

Se a distribuigd3o geogra&afica e as diferengas
alimentares parecem fornecer indicagdes justificando a
diferente distribuig3o dos ciliados, parece-nos no entanto,

que o contacto entre os animais € o grande determinante dessa
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distribuigdo.

0O Jempo decorrido apés a ingestd3o alimentar
influencia as vArias espécies de ciliados, apresentandoicada
uma o0 seu padrdo tipico de desenvolvimento, que depende de
varios factores (JOUANY, 1978):

—ingest3o alimentar;

- tempo de geragdo ou divisdo celular;
- taxa de diluig3do do reticulo-rumen;
- competigdo entre espécies.

N3o s30 muitos os trabalhos publicados versando a
evolucdo postprandial da densidade dos ciliados. Contudo, o
padr3o de comportamento é diferente para os Isotrichidae e
os Ophryoscolecidae (JOUANY, 1978).

Em ovinos alimentados convencionalmente uma sé vez ao
dia com feno de cereal imaturo e luzerna (50/15), o nimero de
.Dasxtricha Sp. diminuiu regularmente durante as 20 horas épés
a refeigdo, aumentando rapidamente nas 4 horas seguintes,
atingindo o pico populacional antes da refeigdo éegﬁinte
(PURSER,; 1961). Evolugcdes semelhantes de Dasytricha e em
geral para os lIsotrichidae foram obtidas com ragdes da mesma
naturezas; suplementadas com 6leo de 1linhaga, distribuidas
também por uma refeig3o didria (PURSER e MOIR, 1966;‘ WARNER,
1966). Se bem que WARNER (19462) mostre que o aumento de
Dasytricha nas 4 horas que precedem a refeigzo se deve a uma
troca brusca no namero de células em divisd3o, para JOUANY
(1978) parece pouco provavel que se produzam tantas divisSes
em t3o curto espaco de tempo, aliads opinido sustentada também

por WARNER (1962), que sugere a existéncia de zonas
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preferenciais para a concentracdo destas formas de ciliados,
devido a manifesta heterogeneidade do seu conteddo (LAMPLA e
POUTIAINEN, 1966). BYNE et al. (1957) e PURSER e MOIR (1959)
testaram esta hipotese e ndo encontraram qualquer diferenga
significativa na concentragdc de ciliados, em ‘ambstras
colhidas em diferentes zonas do reticulo-rumen. DEHORITY e
PURSER (1970) fazem referéncia e evidenciam zonas e
mecanismos de sequestrac3do desenvolvidos pelos Isotrichidaes
que lhes permite desta forma ajustarem o seu tempo de geracdo
a taxa de diluigdo do conteddo ruminal. HARMEYER e
MICHALOWSKI (1986 - inf. pessoal) sugerem a eventual
participagdo das diferencas de potencial eléctrico existentes
na mucosa do retiiculo-rumen, no mecanismo de sequestrag&ﬁ,
uma vez que os ciliados apresentam mobilidade electroforética
(NOIROT-THIMOTHE, 1962).

Os Ophryoscolecidae, particularmente os Entodiniinae.,

manifestam um padr3o de comportamento diferente. Em ovinos
alimentados uma vez ao dia com feno de cereal imaturo e

luzerna; a populagdo de Entodinium diminuiu imediatamente

apés a refeigd3o, atingindo os valores mais baixos 3 - B8 horas
apos a refeigdo, para posteriormente aumentar até as 24 horas
(WARNER, 1962 e 196635 PURSER e MOIR, 19663 MICHALOWSKI,
1975). Este fenémeno ¢ fundamentalmente consequéncia das
modificacdes fisiolégicas no reticulo-rumen, com especial
destaque para o volume e diluicd3oc do seu conteddo (PURSER e
MOIR, 19595 PURSER, 1961).

8 numero de refeigdes provoca na populagdo de cili-
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um comportamento diferente, consoante a dieta & for-
necida de uma so vez, ou repartida ao longo das 24 horas
(MOIR e SOMERS, 1956). Com efeito, ovinos alimentados com umé
ragdo composta por uma mistura de forragem grosseira e
concentrado, distribuida por 4 refeig8es,; apresentaram uma
populagdo média de ciliados de 3,1 x 106. ml—l, quando a
mesma ragdo fornecida de uma sé vez,; produziu uma populac3o
média de ciliados de 1,1 x 10 . ml—l. No entanto, se a ragdo
for demasiado repartida (24 refeig8es) ou fornecida de uma
s6 vez, a densidade média populacional n3o apresenta
diferengas significativas (GRAIN et al., 1975; SENAUD et al.,
1977). Contudo, a distribuig3o por trés refeicdes, aumenta
significativamente a populac3o (JOUANY, 1978).

A compatibilidade entre espécies constitui. outro
factor que‘ influencia o dsenvolvimento das populacgdes de
ciljados no reticulo-rumen. De facto algumas ‘espécies de
ciliados manifestam antagonismo em relac3o a outras espécies
(MARINHO, 19835 O0OGIMOTO e IMAI, 1982). Foi Eadie (1962 e
1967) quem, pela primeira vez, estudou este tipo de
relacionamento na biocenose reticulo—ruminal, postulando o
agrupamento dos Ophryvoscolecidae em dois grandes gruposr(A e
B), de acordo com as suas afinidades. IMAI et al. (1779),
estudando a interrelag3o dos ciliados apresentada ﬁor.'éADIE,
sofisticaram e acrescentaram mais 2 grupos, de acordo com o
Ruadro 2.4..

Os indculos dos dois tipos sXo instéveis,‘ é\ quando
misturados, d3o origem a uma populac3o em que o tipo A &

dominante. Se bem que a populagdo de tipo A é a que aparece
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mais frequentemente associada com o rumem de ovinos (EADIE,
1962), observagSes realizadas em ovinos Merino Branco do
Alentejo, contrariamaquela afirmag3do, j& que o tipo B foi o
mais frequente nestes animais (MARINHO, 1983). Em bovinos, a
populagdo mais frequente & a de tipo B (EADIE, 19625 ABOU-
AKKADA, 19693 MARINHO, 1984 - n3o publicado).

duadro 2.4, - Os vdrics tipos de combinagdo que os ciliados do reticulo-rusen
podes apresentar e espécies neles envolvidos (OBINOTO e IMAI, 1981

Tipe A Tipe B Tipe £

Tipice Folyplastron multivesiculatus  Epidinius ecaudatus eucaudatua Elytroplastron hubali
Qiploplastron affine Epidiniue ecaudatum caudatua

Eudiplodiniua maqii

Espécies [Ophryescelex caudatus Eremgplasiron sp.
2ais Enoploplasiron trilericatus
relacio- Dasytricha ruminantium
nadas Entodiniua exiquua
Entedinium bursa

Espécies comuns Isciricha SpE., Charcsina spr. . Entodinius spp.s Diplediniue spp.,
Eremepiastron rsiratuss Endiniua posterovesiculatua, Dstracodiniua spp.

Estas incompatibilidades, ou complementaridades,
podem ser explicadas pela competi¢gdo nutricional, uma vez que
0s nutrientes necessdrios ao crescimento dos ciliados s3o 0s
mesmos entre as espécies (BROWN, 1964 - cit. por JOUANY,
1978)s ou atraves delfenémenos de canibalismo (LUBINSKY,

1937).

2.2.2.2.3. Import3ncia dos ciliados para o ruminante:

BRUGGEMANN et al. (19465) em observagdes efectuadas no conteddo
reticulo-ruminal de ruminantes selvagehs (cabrito-montés)
constataram a inexist®ncia de protozodrios ciliados, o que

lhes confere o estatuto de n3o essenciaisy, pelo menos em
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algumas situagdes. Existem contudo indicag8es de que o rumen
com ciliados & muito mais estavel (HUNGATE, 1978).

Estimativas da quantidade de azoto microbiano contida
nos ciliados indicam que o0s ciliados se equiparam as
bactérias, como fonte dé azoto para o ruminante (HUNGATE et
al., 1971; HUNGATE, 1978). A sua contribuig3o para a economia
proteica do ruminante varia de acordo com as condigdes da
dieta 1ingerida pelo animal {(Quadro 2.5.). 0 valor biolégico
da proteina dos <ciliados &, no entanto, superior ao das
bacteérias.

Buadre 2.5, Proporgds da biceassa {B.F.) ou do azele (A.F.) dos ciliades

na bicsassa {(B.T.K.) ou no azoto sicrobiano total {A.T.M.) ao
nivel do rusen & do ducdens (JOUANY, 1981).

Anisais Regiaes B.P. no B.T.M. E.P. no B.T.M, A.P. no A.T.M,
de rusen do duodeno do duodeno
carneiros seai-purificade 8,56 0,28 9,27
carneires luzerna fenada b,44 - -
carneiros forrages fenada - §,27 -
carneiros forrages verde - - 0.9
bovines forrages fenada 9,49 8,28 0.16
bovines cevada 9,78 9,99 9,55
bovinos concentradeo .87 - -

Se 1isto valoriza a sua presenga no ecossistema,
também deve ser acentuado que a conversdo da proteina
bacteriana em proteina protozodrica, interpde mais um elo na
cadeia alimentar até ao ruminante, e que em cada passo na
cadeia alimentar a quantidade de proteina assimilada pelo

predador ¢é inferior & da populagdo total. Isto tradu:z
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exactamente uma perda no rumens; qQuando as bactérias s3o
ingeridas pelos ciliados. O valor liquido da proteina dos
ciliados constitui, provavelmente, o0 resultado da sua
superior qualidade e menor gquantidade, e de acordo com as
circunst3ncias, o efeito liquido dos protozoarios pode ser
neutro, ligeiramente positivo ou ligeiramente negativo
(HUNGATE, 1978).

A presenca dos ciliados também se faz sentir quando se
trata da digest3o dos materiais celulésicos. A actividade
celulolitica do conteddo reticulo-ruminal & implementada com
a implantagcdo dos ciliados no reticulo-rumen desfaunado
(JOUANY, 1981). Segundo o mesmo autor este efeito ¢ devido
principalmente a um aumento da actividade celulolitica das
bactérias nos animais faunados, que ingerem dietas muito
celulésicas; no caso em que os animais ingerem alimentos
concentrados ou suculentos,; o aumento da celuldlise & devido
a 1intervengdo directa dos ciliados (Quadro 2.6.). Ja foi
possivel evidenciar a existéncia de uma celulase no
endoplasma dos ciliados (JOUANY, 1982). Esta celulase tem um
pH éptimo de funcionamento diferente do pH exigido pelas
celulases bacterianas. Aquela celulase poderia ser de
proveniéncia bacteriana, bactérias simbiontes que vivem no
interior do saco gastrico dos ciliados. A observa¢do
microscopica dos protozodrios permitiu evidenciar a presenca

de tubulos fixados as membranas dos vacuolos, no interior das

quais vivem as bactérias sombiontes (JOUANY, 1981). Segundo o
mesmo autor estes poderiam concentrar as celulases
bacterianas, as quais actuariam seguidamente sobre o
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substracto celulédsico ingerido pelo ciliado. O estado latente

deste enzima, apesar da elevada actividade a pH acido, mostra

que provavelmente esta localizada numa zona precisa do

citoplasma (vacdolos digestivos) e que e secretada por

organitos celulares especializados denominados "lisosomas".

Quadro 2.6, Influfncia des ciliados do reticulo-rusen na digestibilidade
{CUD) da lenhinacelulose e actividade celulolitica das
bactérias (A.C.) ea ovinos ingerindo dietas diferentes (JOUA-
NY o SENAUD, 198L).

Dieta & base de

Anigais Medigoes

Celulose Aeide Inulina Sacarose Lactose

cup 58,8° 55,6° boyh® b2,5° 55,4

desfaunados R R s N
{sem ciliados) a.C. 38,3 27,3 29,9 28.4 28,1
faunados cup 71,1 X s0,6° | 68,7t . 69,2 . 58,4 X
{con uma fauna 4.C. 41,0 21yl 2652 26,8 23,2
convencional)

{0s valeres coa letras es indice superior diferea significativasente a P ¢ 0,63).

Quando os animais ingerem ragdes ricas em energia, 0OS

ciliados podem conferir ao ecossistema reticulo-ruminal wuma

forte accdo tamponizante, retardando a taxa de digestdo dos

glucidos facilmente fermentaveis (WILLIAMS, 1982). Um tercgo

dos glaucidos consumidos pelo animal sdo convertidos em

amilopectina pelos ciliados; e o nivelamento da actividade

fermentativa reticulo-ruminal & de todo o interesse para o

animals; uma vez que o periodo da actividade metabélica
(WILLIAMS, 1982).

Os ciliados manifestam uma grande Contribuiééo no
metabolismo do acido lactico no reticulo-rumen,
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independentemente de o0 Acido ser de natureza endégena ou
exogena. Isto sugere que talvez as disfungSes digestivas em
consequéncia da acumulagdo de 4&cido lactico, podem ser
minimizadas atraves da manutengd3o de uma populag3o de
ciliados basténte activa. Ciliados isolados a partir de
animais ingerindo silagem, ingerem 10 a 20 vezes mais écidp

lactico que a fracgdo bacteriana (NEWBOLD et al., 1982).

CHAMBERLEIN et al.(1983) referem que a desfaunag3o prévoca

h T

uma reducgdo na taxa de desaparecimento do éciao lactice do
reticulo-rumen, quando lhes sdo administradas
intrarruminalmente doses de 50 g de &4cidos D- e L—léctico; Os
animais faunados apresentaram taxas de desaparecimento mais
elevadas para o 4cido lactico, com doses de 100 g/dia,
conforme se pode observar na Fig.2.1.(NEWBOLD et al., \1986).
Seqgqundo os mesmos autores a variagd3o nas concentragdes de
dcido L-lactico variam de acordo com o facto de os animais
estarem faunados,; desfaunados ou terem sido novamente
faunados (Fig.2.2.). Nos animais desfaunados os niveis
atingiram um pico 2 h apés a ingestdo e mantiveram—se
elevadas durante todo o periodo de amostragem. Nos animais
faunados, no entanto, as‘concentragaes de acido lactico
atingiram um pico dentro de 1| h apés a ingestdo e rapidamente

baixaram.

Na presenga de ciliados, as concentragdes de AGVs no
reticulo-rumen aumentaram com o incremento na dosificagdo do
dcido lactico, n3o se tendo verificado o mesmo nos animais

desfaunados (NEWBOLD et al., 19846). Segundo os mesmos autores
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Dy L-lactato de sodin.

60




a adigdo de acido lactico aos animais faunados provocou um
aumento nas proporgoes molares de Acidos propidonico e
butirico, o mesmo néo acontecendo nos animais desfaunados em
que apenas se verificou um ligeiro aumento nas concentragses
de 4&cido butirico, acordando com as observagdes feitas por
outros autores (CHAMBERLAIN et al., 1983; KELLY e THOMAS,
19785 MORGAN e 1’ESTRANGE, 19763 SENEL e OWEN, 1966).

A presenga ou auséncia de ciliados no reticulo-rumen
pode ser indicador uJutil do estado nutricional do hospedeiro.
A sua aus@ncia constitui, ou pode constituir, manifestagdo da
ocorréncia de qualquer perturbag3o no processo digestivo do
hospedeiro ruminante (HUNGATE, 1978).

2.2.3. Outros microorganismos — A biocenose reticulo-

ruminal n3o se circunscreve apenas aos protozodrios e bacte-
rias. QOutros grupos de microorganismos tém vindo a ser
identificados que, sendo de uma maneira directa, pelo menos
indirectamente concorrem para o "pool" metabdlico do ecossis—
tema.

2.2.3.1. Fungos - De h4 muito que se conhecia a exis-
téncia de leveduras no conteiddo ruminal, nomeadamente espé-

cies pertencentes aos géneros Candida e Trichosporum (HUNGATE,

19663 LUND, 1974). 0 caracter estrictamente aerobio
apresentado pelos fungos em geral, nada faria supor a

possibilidade de o reticulo-rumen, fortemente anaerobio, poder

reunir condigdes para o seu desenvolvimento. Foi ORPIN (1975
e 1977) quem, pela primeira vez, demongstrou que alguns
flagelados, reconhecidos como protozodrios, eram de facto
Z0osporos de fungos da classe Phycomycetes, de tipo
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respiratdério anaerdbio. Estes, apresentam—se em grandes
populagdes no reticulo-rumen de bovinos e ovinos ingerindo
grandes quantidades de fibra (BAUCHOP, 19753, 1979 e 1981;
SOETANO et al., 19833 JOBLIN, 198135 PRESTON e LENG, 19863 VAN
GYLSWIK e SCHWARTZ, 19863 GULATI et al., 1985). Este grupo de
microorganismos exerce um papel ndoc negligenciavel na
degradacdo dos poliholésidos parietais (BAUCHOP, 1981; ORPIN,

1984; SOETANO et al., 1986). A erosd3o das particulas da

ingesta pelos fungos, abre caminho & colonizagdo dos
materiais celuldsicos pelas bactérias, tornando-os
importantes iniciadores da clivagem fermentativa dos
componentes insoluveis da parede celular, diminuindo desta

forma o tempo de laténcia na digestdo da fibra (PRESTON e
LENG, 1986). 0 seu ciclo vegetativo estd perfeitamente

retratado na Fig.2.3.

Estadio L
Reprodutivo

Estadio livre Estadio
Cj‘éa \Vegetativo
— —

TN

Fig. 2.3. - Ciclo vegetativo de um fungo anaerobico do
reticulo-rumen (BAUCHOP, 1981).

As espécies de fungos isoladas no conteddo reticulo-
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ruminal de ovinos incluem, Neocallimastix frontalis,

Piromonas communis e Sphaeromonas communis (ORPIN, 1979 e

1977). N. frontalis foi integrado na Familia
Neocallimasticeae, na Ordem Spizellomycetales, Classe

Chytridomycetes (HEARTH et al., 1983 - cit. por LOWE et al.,

1985).

2.2.3.2. Micoplasmas - HUNGARTE (1966) descreveu um
microorganismo de tipo respiratério estrictamente anaerobio,
isolado a partir do conteddo ruminal, com actividade
citocldstica em relagdo as bactérias. Este organismo foi
caracterizado posteriormente como Mycoplasma (ROBINSON e
HUNGATE, 1973), tendo j& sido descritas ate hoje duas

espécies: Aneroplasma blastoclasticum e Anaeroplasma

ablastoclasticum (ROBINSON et al., 19753 e 19753 ROBINSON,

1979). 0O seu numero varia entre 105 - 107 unidades viaveis
)grama de conteudo ruminal (ROBINSON, 1979). 0O seu papel no
reticulo-rumen ndo &, no entanto, conhecido mas, apesar da
sua pequena dimensdo populacional relativamente & populagdo
bacteriana, o0s micoplasmas contribuem para o ‘"pool" dos
produtos da fermentacdo microbiana (ROBINSON, 197%9).

2.2.3.3s Bacteriofagos - Estudos efectuados com o
microscépio de transmiss3o (MET), revelaram a presenga de
bacterisfagos no reticulo-rumen. Conhecem-se hoje 125 tipos
morfologicamente distintos (RITCHIE et al., 1970), e mais de
65 espeécies bacterianas ruminais foram observadas contendo
fagos no interior do seu citoplasma (CHURCH, 1979). Estes
bacterioefagos possuem capacidade litica em relagdo a

Streptococcus bovis (IVERSON e MILLIS, 1977), Bifidobacterium
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thermophilum (MATTEUZI e SO
(ORPIN e MUNN, 1974). Os
virulentos, podem exercer um p
reticulo-rumen (THIVEND et al
fago virulénto, uma espéci

subdominante. A sua acgdo pode

221, 1971) e os

bacteriséofagos

Eadie’s oval

temperados e

apel importante na ecologia do

.3 19895).

e bacteriana

ras no entanto, se

pode

Apés infecgdo por um

tornar—-se

r compensada

pela proliferac3o de uma outra espécie ndo susceptivel, capaz

de ocupar o mesmo nicho ecolégico. Em contrapartida, a

indugdo ndo especifica de f

agos

temperados,

por

exemplo

através de um factor presente na rac3o, pode trazer consigo o

desaparecimento de vArias espécies e ter assim,

um

efeito

negativo no balango das fermentagdes e sobre o animal.

2.3. LOCALIZACAO DOS MICROORGANISMOS NO RETfCULO-RUMEN

Experiéncias com o

19773CZERKAWSKI e BRENKENRIDGE

"Rusitec"

(CZERKAWSKT,

y 19795 e 1979 evidenciaram a

existéncia de uma verdadeira compartimentagc3o no

reticulo—rumen que, dirige
micropopulagdo no interior
distribui os microorganismos
2.1. é 2.2.) que se encontram

0 fluxograma da Fig.

a distribuigdo

do reticulo-rumen.

por &4

interior do

espacial da

compartimentos

CZERKAWSK 1

(Tabelas

perfeitamente interrelacionadas.

2.4

representa

conceptual simplificado do reticulo-rumen, com

um

um

modelo

sistema

seu interrelacionamento

basico de & compartimentos e ©
funcional.
0 compartimento — 1 & definido pelo liquido

-ruminals; - o compartimento-2,

particulas alimentares; o compartimento-3, e
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TABELA 2.1
Propriedades dos compariisentos no aodeio de 4-cospartisentos
do reticulo-rusen (CZERKAWSKI,1979)

Cospartimento

] 1 g 3
Propesite Controle dos *inputs® Contrele da sequestragds
geral e "outputs® do sistesa dos coaponentes particulados
Papel Controle felo Servigo de Degradagcdc
particular Estratégice Transporte  Transperte da fibra
Influéncia
sebre ¢ Forte Relativamente  Alguea Muite pouca
hospedeire forte tnfluéncia influéncia

superficie e interior do material particulado; e comparti-
mento 4 definido pela mucosa do reticulo-rumen.

2.3.1. Bactérias - No reticulo-rumen as bacterias
distribuem-se por trés bioctopos distintos (CHENG e COSTERTON,
1980). Podem encontrar—-se livres no fluido
reticulo ruminal (comp. ! e 2) ou fixadas, quer sobre ;as
particulas alimentares (comp. 3), guer sobre o epitélio ”aa
mucosa do reticulo-rumen (comp . 4). Algumas especies
bacterianas podem ainda colonizar a superficie exterior dos
protozoadrios ciliados (IMAI e OGIMOTO, 19783 OGIMOTO e IMAI,
198135 IMAI e TSUNODA, 19723 KRUMHOLZ et al., 1983).

As bactérias livres no fluido reticulo-ruminal podem
apresentar—-se rodeadas por uma estrutura fibrosa de nature:za
poliholosidicas conhecida por glicocalix (CHENG e COSTERTON,
1980) de complexidade varidvel e extensivel (Fig. 2.5.). No
interior desta estrutura as bactérias vivem em microcolénias,
onde as celulas sdo perfeitamente idénticas (CHENG e
COSTERTON, 1980). & bem possivel que o glicocdlix funcione

como uma barreira defensiva contra a acg3o dos -bacteriséfagos
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TABELA 2.2.
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Coapartimenic Frocesso tfelis
. . | v fied e 2 ~o ok - : -q;;|+, |
5 {astrategico; la} Actividade wuredsica  (oatrole da relagds Ny Jurels
podarosa
{b) Decomposicde dus Mais H-ndo proterce cast
tecides danificados §2j8 necessdrie
{c) dtilizagde de Gp Yarutengic da anaarpbiose e mais
pelas bactérias fa- poger redufor pars a biossintese
cultativas
t (franspertel {a; Irdugdo da urease Controle secunddric da reiagde
g :

NH, /urease

{b) Rdpida produgdc de Forneciments adicional de N aos
N solavel compartisentos 2 2 3
{c) Fluxo e diluigss Fornecimento equilibrado de ore-
teina
2 (vaivéa) {a) Fluxo intercoa- Fernecizenic de NNF e enzisas
partisental ac compartimento 3 e remogdc
ge produtoes do coampartaente 3
!b) Passagea da di- grande fernecimenio de protei-
gesta selida na, intersitenteaente. Provi-
vel envelvigento na ruainagioe.,
3 {degradagdo! {g) Sequestracac de Aprisionasentoc de proteina pa-
matéria microbl- ra a fungds digestiva
ana
{b) Atague a partir Manutenc&o da estrutura e for-
do interior e necimento de enzimas hidroliti-
lise cos, degradagdo eficiente da
fibra.

e outros agentes antibacterianos (0OGIMOTO e IMAI, 1981).

2.3.1.1. Bactérias aderentes as particulas alimentares:

A utilizacd%o do microscépio electrénico de exploracdo (MEE) e

do microscépio electrénico de transmissdo (MET) na observac3o
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das particulas alimentares do conteddo reticulo-ruminal,

revelou a existéncia de um vasto consorcio bacteriano estrei-

—> boca
e Tl 7
— ~ |
I —> —_—> —> |
{ 4 1 2 3 | rumen
<1 ﬁ_f_ <— <« <— !
n v i |
o O | T T T T T T T T T T T T T T e e e e e e e -
hw) o
— c
O o
@ w
intestino

fig. C.4. Hodelo conceptual do reficulo-rumen coms 4 sic-
teme bdsice de 4 cCoampartimentos. Oo particulares
nay agplizdveis durante a rtuminacde. foegariisentes §, &

3 e 4 s sefinidos no tesio. {DCERKABSKD. 19799,

tamente relacionado com a sua digestdo (CHENG e COSTERTON,
1980; CRAIG et al., 1984 e 1987). HUNGATE (1966) destaca
a import3ncia da flora associada com as particulas alimenta-
res, ao separar a actividade fermentativa da fracgdoc fluida,
da actividade fermentativa das particulas no mesmo conteddo
(Fig.2.6.).

FORSBERG- e LAM (1977), evidenciaram que 73% do ATP
microbiano detectado no conteddo reticulo-ruminal, estava
associado com a fracgdo particulada. MINATO et al.(1966), ao
estudarem estas bactérias removidas das particulas por
lavagem com solug3do salina e Tween 80, mostraram gue cerca

de metade das bactérias estavam associadas com as
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particulas. Este facto, coloca 4 partida um grande
criticismo relativamente aos metodos de amostragem do
‘conteudo reticulo-ruminal, particularmente quando os animais
se encontram munidos de c€3nulas com diametro inferior a 5 cm
(TALJARE, 1972).

A " introdugd3oc no reticulo-rumen de um polimero como
a celulose e o amido, & seguida da sua rapida colonizagdo por
um namero limitado de bacterias substracto-especificas
( BAKER 19503 HAMLIN e HUNGATE, 19563 HUNGATE, 1966). Esta
colonizac3 foi possivel demonstrar em culturas puras de

Ruminococcus albuss Ruminococcus flavefaciens e Bacteroides
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-3

. hepresentard diagramdtica Oas Irés  populagoes ds
pactérias ruminais. as 9SDBCiBs  uredsicas Tacuifa-
tivas que adares & parede 4o rupen e eniva® para o
fluide ruminal ces as células epiteliais danificadas,
as espécies que adered &5 parficu.as alisentares for-
gando por vezes tomsércics estruturals, e aguelas que
proliferaa no flulde ruminai {CHENG e COSTERTON, 1936).

succinogenes, utilizando celulose e paredes celulares

vegetais (LATHAM et al., 1978; e 1978,; LEATHERWOOD, 19733
MINATO e SUTO, 1978; PATTERSON et al., 19753 STEWART et al.,
1979 - cit. por CHENG e COSTERTON, 1980) e de Bacteroides

amylophilus sobre amido purificado (BAKER et al., 19303

HAMLIN e HUNGATE, 19663 HUNGATE, 1966). A ligagdo bactéria-
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particula & realizada pela estrutura do glicocdlice (CHENG e

COSTERTON, 1981). Com a utilizagdo de '"nylon-bags" colocados
no interior do reticulo-rumen, foi possivel evidenciar ndo so
taxas de fermentagdo diferentes, como também a intervengdo de
consorcios bacterianos diferentes, em diferentes tipos de

paredes celulares vegetais, em folhas de Lolium perenne ou L.

multiflorum (DINSDALE et al., 1978). A maior parte dos
enzimas produzidos pelas bactérias ruminais, estdo
essencialmente lacalizados na estrtura fibrosa

polissacaridica do glicocadlice (CHENG e COSTERTON, 1981)
Esta estreita associagdoc das celulases e possivelmente
amilases com a estrura do glicocalice, impediria a perdsa
destes enzimas por difusdo num meio t3o mével como o conteddo
reticulo-ruminal (COGSTERTON et al., 1974).

2.3.1.2. Bactérias gaderentes & mucosa do reticulo-

—-rumen: Esta populagdo bacteriana, que se encontra aderente
a4s paredes do reticulo-rumen, fixa-se sobre o epitélio esca-
moso estratificado por intermédioc do glicocalice poliholosi-
dico, gque se comporta como um polimero aniéenico (LOFT, 1971 -
cit. por THIVEND et al., 1985).

A sua evidenciagdo resultou de simples observagoes
directas de fragmentos da parede ruminal de ovinos,
utilizando o MEE e MET, estando limitadas a um ndmero muito
restricto de tipos wmorfologicos (BAUCHOP et al., 19753
McCOWAN et al., 1978 e 19803 CHENG et al., 1974 e 1980;
DINSDALE et al.; 1980). Constam essencialmente de diplococos,
cococs e bacilos Gram +, de tipo respiratorio anaerobio

facultativo (CHENG e COSTERTON, 1980), com forte acgdo
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proteolitica (DINSDALE et al., 1980) e ureoclitica (McCOWAN et
al., 19803 DEHORITY e GRUBB, 1981). Se para alguns autores
estas bactérias se diferenciam taxanomicamente daquelas no
fluido ruminal (CHENG e COSTERTON, 1980) para outros,
entretanto, esta populagdo seria muito diversificada (BAUCHOP
et al., 1975) e inteqrada em grande parte por espeécies
anaerobias estrictas (DEHORITY e GRUBB, 19813 MEAD e JONES,
1981). Ao que parece, esta populagdo manifesta-se menos
sensivel 4as modificagdes alimentares,; ao contrario do que
sucede com a populagdo livre no fluido ruminal, uma vez que é
possivel fazer a sua manutencdo em animais alimentados
artificialmente com infusdes liquidas de nutrientes
directamente no reticulo-rumen (DINSDALE et al., 1980).
Cabe a este consdércio bacteriano cinco fungdes

importantes:

- hidrolisar a ureia que se difunde através das

paredes do reticulo-rumen, até aménia (CHENG e

COSTERTON, 1980; WALLACE et al., 1979),

facilitando e regulando o transporte de ureiaj

- converter a proteina residual das células
epiteliais mortas em biomassa bacteriana, e
produzir amonia por desaminagdo da proteina

digerida (CHENG e COSTERTON, 1980);

- contribuir com mais de 104 da actividade
protedsica no fluido reticulo-ruminal (DINSDALE et
al.,1980);

- proteger a microflora anaerobia, de crescimento
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fastidioso, da parede e conteddo ruminais, da
acgdo do oxigénio (CHENG e COSTERTON, 1980);

-~ utilizar o oxigénio que se difunde através das

paredes do reticulo-rumen, na oxidagdo
energeticamente favordvel da capacidade redutora
gerada anaerobicamente (CHENG e COSTERTON, 1980).

2.3.1.3. Bactérias aderentes aos ciliados - A

superficie externa do cértex dos <ciliados, constitui uma
ampla A4rea de colonizagdo para algumas espécies bacterianas
do rumen. Com efeito, foi possivel evidenciar com o MEE uma
populacdo bacteriana relativamente abundante, vivendo

implantada na superficie externa dos ciliados Eudiplodinium,

Diplodinium, Entodinium e Epidinium (IMAI e O0OGIMOTO,1978;
VOGELS et al., 1980). Esta populag3o pode representar de 1 a
10%4 da flora total do reticulo-rumen. 0 nimero meédio de
Eactérias fixadas sobre cada ciliado esta naturalmente
dependente do seu tamanho, tendo aquele sido estimado em
cerca de 250 bactérias (THIVEND et al., 1985). A maior parte
das béctérias aderentes foram identificadas como sendo

Streptococcus bovis, Ruminococcus albus (IMAI e 061IMOTO,

1978) e bactérias metanogéneas (KRUMHOZZ et al., 19835 VOGELS
et al., 1980).

2.3.2. Ciliados - Os protozoarios ciliados distribuem-
-se fundamentalmente pelos compartimentos 1 e 2 , alguns fi-
xando-se também sobre as particulas vegetais, particularmente
as espécies pertencentes aos géneros Epidinium (AMOS e AKIN,
19783 BAUCHOP e CLARKE, 19763 ORPIN e LETCHER, 1978; GRAIN e

SENAUD, 1984), Isotricha e Dasytricha (ORPIN e HALL, 1977).
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o

glucidos soldveis libertados nra degradacdo dos
parietais, aderindo &s particulas alimentares por
de um organito especializado (ORPIN e LETCHER,

resposta destes ciliados a estimulos quimicos

do reticulo, onde se podem encontrar fixados (ABE
1981). A fixagdo dos ciliados sobre as particulas
parece poder explicar, pelo menos em parte,

Ilsotricha prostoma e lI. intestinallis manifestam
quimiotactismo bastante desenvolvido relativamente

glucidos
intermédio
confere—lhes capacidade para migrarem para o rumen a

vegetais,

sequestragdo e a sua retengdo no reticulo-rumen, bem como

sua sobrevivéncia neste é6rgdo, apesar de possuidores

tempo de geragdo mais longo que o tempo de renovacdo da

liquida do reticulo-rumen (BAUCHOP e CLARKE, 1976).

2.3.3. Fungos - 0Os fungos estdo normalmente associados
com as particulas vegetais alimentares (BAUCHOP,

1979 1979., 1981 e 198535 ORPIN, 1984). Apenas os

206SpoOros

se encontram temporariamente no fluido ruminal (Compt.

Fixam—-se sobre os tecidos vegetais - triturados

mastigagdo, e também sobre os estomas, utilizando como

relagdo

de orientagdo um quimiotactismo fortemente activo em

205 glucidos parietais (ORPIN, 1981).

2.4. A DEGRADAGAD DOS GLULCIDOS
A poderosa fermentac3o dos carbohidratos

talvez,; a caracteristica mais marcante do processo

constitui

digestivo

global no reticulo-rumen. Uma grande var iedade

carbohidratos, desde o0os mais simples gldcidos
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provenientes dos sucos vegetais,; ate a forte e quimicamente
resistente fibra celulesica, s30 aqui transformados e
reduzidos a metabélitos que constituem o grande suporte
energético para o animal. Possuidora de um extraordinario e
diversificado mosaico enzimdtico, a populagdo microbiana do
reticulo-rumen degrada os componentes glucidicos das paredes
celulares vegetais (celulose, hemicelulose e pectina)s; que
s30 de imediato fermentadas de acordo com o© esquema da
Fig.2.8..
A extens3o desta degradag3o € muito variavel, 80 -
90% num alimento muito pouco lenhificadec (erva jovem) e 40 -
50% para uma planta bastante lenhificada {palha). Tal
variag3o estd ligada & natureza dos glacidos parietais
(dependente da variedade da plantal), ao 6rgdo da planta (talo
ou folha), ao tecido considerado (parénguima ou
esclerdnquima) e também ao seu estado vegetativo.
A degradabilidade dos componebtes glucidicos parietais
e a sua taxa de degradag3o depende de varios factores:
- percentagem de lenhina, e em menor grau outros
constituintes, como a silica e a cutinaj
- factores que modificam o tempo de permanéncia das
particulas alimentares no reticulo-rumen, o tempo
de contacto enzima-substracto, o estado fisico do
alimento e o0s tratamentos tecnolégicos a que @
sujeito, com o objectivo de amplificar a superficie
parietal acessivel aos enzimas e reduzir o ndmero e

a forgca das ligagdes celulose-lenhina.
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Metabolismo dos glicidos parietais no rumen

Fig. 2.8. Vias degradativas para os glucidaos pa-
rietais no reticulo-rumen (THIVEND et al., 1983)

A disponibilidade no que refere a outros
constituintes na ragd3o, particularmente a natureza e
quantidade de azoto e elementos minerais, 0s guais suportam
a actividade e crescimento dos microorganismos.

Os microorganismos do rumen derivam as suas
necessidades em carbono e energia (ATP) para a manutengdo e
crescimento, a partir da utilizagdo fermentativa dos glucidos
parietais. 0Os metabslitos resultantes desta fermentagdo
constituem, conforme anteriormente referido, uma mistura de
dcidos orgdnicos (Cp a Cyg) e gases (COp e CHy). No ruminante
adulto, a maior parte das necessidades energéticas sdo

garantidas pelos AGYs, contrariamente ao que sucede ao animal
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nos primeiros tempos de vida (THIVEND et al., 1985). VERMOREL
(1978 - cit. por THIVEND et al., 1985) refere que os AGVs
podem colocar 4 disposicdo do animal 65 a 75% da energia
assimilada, a restante sendo garantida pelos aminodcidos por
via neoglucogénica, acidos gordos de cadeia longa e; nalgumas
situagcdes, pela fracgdo glucose que escapa a degradagdo no
reticulo-rumen, ou transita para o omaso no interior do
compartimento celular dos ciliados (HUNGATE, 1969)

(Tabela. 2.3.).

TABELA 2.3.
Origea e repartigde (%) da energia absorvida ne tubc

digestive do ruminanie "VERMOREL, 1379;

irides gordes

ravs glucose Amincacidss longes

Fenc de

pradaria 78 42 16 3
Jieta miste

(58 - 58) &5 3 23 7
biefa rica
ea s1lhe

{78%) L 14 Z4 18

2.5. DEGRADACAD DOS COMPOSTOS DE AZOTO

2.1.1. Introdugdoc - A capacidade para utilizar azoto

ndo proteico (ANP) na edificagdo da proteina microbiana,
destaca uma outra faceta do reticulo-rumen. O facto de a
proteina microbiana consituir uma fonte importante
de aminodcidos para o hospedeiro animal
(STORM et al.,1983 ), permite a este tirar partido de fontes

de azoto extremamente baratas (ureia e sais de amonio).
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A proteina ingerida pelo ruminante & fortemente
degradada pelos microorganismos do reticulo-rumen (TAMMINGA,
1979). Esta degradagdo & processada em duas fases distintas.
Primeiramente a cadeia proteica & inicialmente clivada por
hidrélise das sua cadeias peptidicas (proteslise)s, com a
libertac3c de péptidos e aminodcidos. Em segunda fase o0s
aminodcidos ou s3o fermentados, ou entdoc incorporados na
proteina dos microorganismos (TAMMINGA, 1979).

A protedlise e a desaminac3 o, estdo ambas
dependentes dos valores de pH, se bem que o resultado das
experimentagdes realizadas até a data ndo permitam grande
consenso por parte dos autores , relativamente a este facto.
Para alguns autores; o pH optimo para a proteslise e
desaminacdo situa-se entre 6 — 7 (BLACKBURN e HOBSON, 1960j;
HENDERICKX,. 1962; LEWIS e EMERY, 1962). "In vitro" a
experimentacdo tem evidenciado que a amonificagdo & maxima a
pH 4,5 , 5,6 5 &,7 @ 7,7 (HENDERICKX e DEMEIJER, 1967). A pH
superior a 7,2 a desaminagdoc parece ser bloquéada (CHALMERS,
1969).

2.5.2. Mecanismo de degradacdo - Este difere consoante
se trate de bactérias ou protozoarios ciliados. As bacte-
rias degradam a proteina em pequenas porgées, Processo que
se realiza fora do compartimento celular, com a8 utilizagdo
de exoenzimas. 0Os peptideos e aminocacidos resultantes, sdo
transportados para o interior das células e os peptideos hi-
drolisados a aminoacidos e os aminodcidos,; por sua vez, ou
s3o incorporados na estrutura das proteinas bacterianas,

ocu sdo fermentados a AGVs, NHQ+, COp e CHys que sdo excre-
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tados para o exterior do compartimento celular (TAMMINGA,
19793 PORTUGAL, 1963).

Os ciliados estdo mais vocacionados para a
utilizagdo da fracgdo proteica menos soluvel, que & ingerida
na estrutura do material particulado alimentar e nas células
bacterianas (COLEMAN, 19755 USHIDA e JOUANY; 1983).

0 determinismo da degradacgdo das proteinas e
aminodcidos no reticulo-rumen, ndo estd ainda perfeitamente
elucidado (TAMMINGA, 1979). Para este autor, parece aceitavel
que a degradagd3o proteica garanta aos microorganismos os
percursores para a sua sintese proteica, sob a forma de
amonias, dfcetoécidos, ou mesmo o0s aminodcidos. No entanto, as
necessidades sdo fortemente ultrapassadas, talvez porque a
degradagd3o dos aminodcidos fornega energia (ATP) wutilizavel
pelos microorganismos para os seus processos biossintéticos,
uma vez que pelo menos uma estirpe bacteriana requere a
presenga de aminodcidos como fonte de energia (PRINS, 1977).
Do ponto de vista termodindmicos a Qquantidade de energia
passivel de ser proporcionada pela degradagdoc proteica, ndo
favorece a produg3o de ATP. Com efeito, a hidrélise dos
enlaces peptidicos apenas liberta 3 Kcal de energia
livre/mole (BALDWIN, 1968), guando para a formagcdo de 1 mole
de ligacdes terminais pirofosfato no ATP s3do necessarias 12
Kcal (ARMSTRONG , 1968). Por conseguinte a proteslise ndo
parece cumprir uma finalidade energetica.

A fermentacdo dos residuos aminoacidos, traduz-se

em modificac8es na sua estrutura molecular por desaminagdo,
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descarboxilagdo e transaminagdo (DEMEIJER, 19763 PRINS,
1977), a mais importante das quais & a desaminagdoc seguida de
descarboxilac3oc do cetoacido resultante (DEMEIJER, 19763
PRINS, 1977). Esta Jultima reacgdc ja liberta energia
suficiente para a formagdo de ! ATP (TAMMINGA, 1979).

Qutra razdo apontada para a degradagdo excesiva de
aminodcidos pelas bactérias do reticulo-rumen, pode ser a
falta de mecanismos de transporte para a excregdo dos aminoa-
cidos (TAMMINGA, 1979). Bacteroides succinogenes apenas assi-
mila peptideos (PITTMAN et al., 1967), denotando a falta de

sistemas de transporte para os aminodcidos individualizados.

2.5.3. A aménia — 0 azoto amoniacal constitui o subs-

tracto preferencial para uma parte importante da populagdo
bacteriana, podendo constituir 30 a BO% do N imobilizado nas
suas proteinas (THIVEND et al., 1985). 0Os mesmos autores
referem que algumas espécies bacterianas (Ruminococcus,
Bactercides, Methanebrevibacter ) ndo utilizam N dos péptidos
ou dos aminodcidos. Duma maneira geral, os aminoacidos naﬁ
530 indispensaveis & proteossintese bacteriana. No entanto,
conforme ja& referido, esta & francamente estimulada quando se
associam aminodcidos a uma fonte de azoto de natureza ndo
proteica (MAENG e BALDWIN, 1976 cit. por ORSKOV, 1982).

0 nivel de aménia no reticulo-rumen varia amplamente,
estando fortemente relacionado com a dieta que os animais
ingerem e com o facto de os mesmos se encontrarem ou ndo
dotados com a sua populacdoc de ciliados (CHRISTIANSEN, et
al., 1965). Os valores da concentragdo de amonia variam entre

0 e 130 mg/100 ml de fluido ruminal, manifestando os valores
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elevados 2 h apés a ingestdo de alimentos. Segundo

autores, para gque o crescimento microbiano se

estabelegca nos seus valores maximos, €& indispensével uma

concentracdo de aménia de 5 mg/100 ml no fluido ruminal

(SATTER e SLYTER, 1974 «c¢it. por ORSKOV, 1982). Outros

autores, referem no entanto valores mais baixos para a mesma

eficiéncia no c¢rescimento microbiano, gque devem estar

relacionados com o efeito de numerosos factores (composigdo

racdo, natureza e importdncia da populagdo Dbacteriana,

utilizacdo do azoto amoniacal na sintese de

aminodcidos pelas bactérias do reticulo-rumen, esté

perfeitamente elucidado. O mecanismo de assimilagdo, tal como

através

com bactérias em outros ecossistemas, ¢é efectuado

da via glutdmico-desidrogenase (Km = 5x10-4)(BHATIA

et al., 19880), que em Streptococcus bovis opera com NAD+ e em

Megasphaera elsdenii opera com NADP+ (THIVEND et al., 1985):

COOH - CH, -CH, - CO - COOH + NHg' + NADPH; S
A. L - o< - cetoglutarico
€——=3 COOH - CH, - CHy - CH 'l‘ COOH + H,0 + NADP'
NH»>
A. L - Glutédmico

.6. PROTEOSSINTESE MICROBIANA

.6.1. Introducdo - A sintese microbiana no reticulo-

é de capital importancia para a economia proteica

do ruminante, uma vez que 50% do azoto que chega ao duodeno
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© de origem microbiana (Tabela 2.4.). Em alguns casos, aque-
la - proporgd3 pode ser muito mais importante, se a degra-
dacdo das proteinas alimentares no reticulo-rumen & elevada,
ou s& elas aparecem em baixos teores na ragdo (THIVEND et
al., 1985).

2.6.2. Factores gque influenciam a proteossintese - Entre

muitos factores de que depende a sintese proteica microbiana,
a Qquantidade de energia disponivel (ATP) & de extrema impor-
tancia. Assim que as necessidades energéticas do ecossistema

estejam garantidas,; a quantidade de azoto

TABELA 2.4.

Digest3o do azoto no ruminante (THIVEND et a., 1978)

Azoto no duodeno
Azoto ingerido

% azoto microbiano alimentar
(g/dia) g/dia ingerido % %
34,2 21,8 b4 63 35
22,8 2354 103 52 44
22,1 32,8 148 S4 43
17,0 16,6 I8 96 -

microbiano que que deixa o reticulo-rumen pode ser superior a
quantidade de azoto ingerida, uma vez que as bactérias podem
utilizar a aménia proveniente da ureia recicladé no  rumen
através das paredes e da saliva.

A biomassa microbiana sintetizada no reticulo-rumen
transita para o intestino delgado juntamente com a fracgdo

alimentar ndo digerida,; onde sofrera um processo de
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hidrolise. O ruminante terd & sua disposic3o a maior parte

dos aminodcidos de que necessita (STORM et al., 1983), merce
da boa digestibilidade da proteina microbiana (70% para as
bactérias e 80% para os protozodrios) e o seu valor biolégico
sendo apenas limitante no que respeita & metionina e histi-
dina (THIVEND et al., 1985).

A sintese proteica microbiana no reticulo—-rumen
constitui um mecanismo fundamental na nutrigdo azotada do
ruminante, facto que justifica o interesse que tem merecido
por parte dos nutricionistas de todo o mundo nos ultimos dez
anos. De facto, muitos tém sido os trabalhos publicados em
torno deste assuntos; com o objectivo de quantificar a sintese
proteica microbiana e estudar o0s varios factores que fazem
variar a sua eficiéncia: o papel dos protozodrios, utilizagdo
de antibioticos iondforos, tempo de retengdo das particulas
alimentares, aporte de energia e azoto ( HARRISON e McALLAN,
1980; DEMEYER e VERVAEKE, 1984 cit. por THIVEND et al., 19853
SMITH, 19793 HESPELL e BRYANT, 1979).

2.6.2.1. A dieta - A efici®ncia maxima na proteossinte-
se microbiana €& possivel quando a concentragdoc de N ¢ ade-
quada (STERN e HOOVER, 1979), casoc contrario desenvolvem-ce
fermentagdes desacopladas (McMENIMAN et al., 1976; BUTTERY,>
1977). 0O excesso em N também ndo €& desejavel, uma vez que a
energia como factor limitante, torna a utilizagdo do azoto
ineficiente (STERN e HOOVER, 1979), peloc que para que a
protecossintese decorra nos seus valores madximos, as

disponibilidades em energia e azoto no reticulo-rumen devem
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estar perfeitamente balanceadas.

0 incremento na concentragdo de N de 0,93 para 1,82% em
dietas semipurificadas e desproteinizadas, aumentou a
proteossintese no reticulo-rumen de ovinos (HUME et al.,
1970). Contudo, o aumento da concentracdoc de N para valores
de 3,29%4 ndo se traduziu em gqualquer aumento na sintese
proteica. Para os mesmos autores, a sintese proteica no rumen
& severamente afectada, quando o nivel de proteina bruta na
dieta & inferior a 11%.

Os microorganismos do rumen utilizam na sua
proteossintese, utilizam como percursores NH, =N e/ou
aminodcidos, estes necessariamente dependentes da proteina da
dieta (STERN e HOOVER, 1979). O NH,-N pode concorrer em 40 -
100% para a proteossintese bacteriana (PILGRIM et al., 19703
NOLAN et al., 19765 AL-RABBAT e HEANEY, 1978)(Fig. 2.9.)

Estudos varios "in vitro" encontraram valores maximos
para a proteossintese microbiana quando a concentragdc de
amonia se situava entre 3 e 8’mg/100 ml (ALLISON, 19703
ANNISON, 197535 NIKOLIC et al., 197535 SATTER e SLYTER, 1974).

"In vivo" os autores ndo sd3o tdo undanimes referindo
valores da ordem de 9 mg /100ml para a proteossintese maxima
(HUME et al., 1970), 29 mg /100 ml (MILLER, 1973) e 5mg/100
ml (OKORIE et al., 1977). Valores proximos aqueles
apresentados porFMILLER (1973) foram encontrados por MEHREZ
et al. (1977), 23,5 mg/100ml.

Se a concentracdo de N & determinante para a efici€ncia
da sintese microbiana, n3o menos importante ¢ a resisténcia

que a proteina oferece & degradagdo no reticulo-rumen, uma
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Fig. 2.9, Fontes de N para o crecisents de bactérias ruainais
isgiadas nua bovine alimentads cog fent ¢ Concenire-
do wtilizando um mels de culture relativamenie na3:

jarn

saisctivo coe fluide ruainal {ALLIZON, 1969).

vez que a baixa degradabilidade se pode traduzir em
deficiéncia azotada (STERN e HOOVER, 1979). 2,0 g de azoto
disponivel por 100 g de Matéria Organica Digestivel (MOD) & a
quantidade minima de N requerida, em dietas com baixoc teor em
fibra, para uma sintese proteica eficiente (McMENIMAN e
ARMSTRONG, 1977). Em dietas ricas em amidos particularmente
milho em que a proteina & muito resistente 38 degradagdo,s os
valores serdo necessariamente diferentes (THOMAS, 19277).

Se bem que as dietas com ureia como Junica fonte de
azoto permitem a sintese proteica, a substituigdo de parte da
ureia por 25% de proteina, incrementa a proteossintese

microbianra em 100%; reduzindo o tempo médio de geragdo
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bacteriana de 6,7 para 354 h(MAENG e BALDWIN, 1976). A

explicag3o reside no facto de gque a fermentag3do de alguns

aminodcidos: (valina, leucina e 1scleucina) produz AGVs de
cadeia ramificada (4dcidos 1isobutirico, isovalérice e 2-
-metilbutirico), indispensdveis ao crescimento de algumas

bactérias celuloliticas (ALLISON e BRYANT, 1963; ALLISON et
al., 1958, 196235 ALLISON, 1969). Assim HUME (1270) observou
diferentes valores para a sintese proteica microbiana, 17,1 ,
19,8, 23,3 e 22,5 g de PB/100g MOD, consoante a fonte
azotada era ureia, gelatina, caseina e zeina respectivamente.

Estas observagdes colocam alguns problemas em relagdo
com a suplementagdo proteica dos animais. AMOS e EVANS (1976)
constataram que a 1inclusdo de bagago de girassol como
suplemento proteico numa dieta de baixa qualidade, aumentou a
sintese proteica microbiana, em contraste com a adigdo de
ureia & mesma dieta, em que ndo se verificou qualquer
incremento na sintese proteica. No entanto, em novilhos
alimentados com dietas de baixa qualidade, a substituigdo de
bagagco de socja por ureia aumentou a sintese proteica
microbiana (KROPP et al., 1977).

Para que a degradag3o do azoto alimentar se faga de uma
forma eficiente; & necessario gque a energia proporcionada
pela fermentagdo da MO seja fornecida a uma taxa que se
ajuste as capacidades biossintéticas dos microorganismos
(OLDHAM et al., 1977). Os glucidos facilmente fermentaveis
sdo naturalmente mais eficientes que os glucidos estruturais.

no aumento da utilizacgdo do azoto degradado da ragc3d3o e no
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aumento do crescimento microbiano, tanto "in vivo", comc "in
vitro" (McDONALD, 19523 CHALMERS e SYNGE, 193435 LEWIS e
McDONALD, 19583 PHILLIPSON et al., 194623 ROBERTSON e HAWKE,
19655 OFFER et al., 19783 STERN et al., 1978).

A inclus3do de amido em dietas muito celulésicas,
aumenta a utilizagdo do N e diminuil a fibrdlise (SLYTER et
al., 19713 OFFER et al., 19783 STERN et al., 1978). A
fermentag3o do amido, proporciona uma maior quantidade de
energia 4as bactérias, quando comparado com outros gluacidos
(McALLAN e SMITH, 1976). Contudo, existem diferengas na
digestdo atribuiveis aos diferentes tipos de amido, consoante
se trate de milho ou cevada (ORSKOV et al., 1971; DURAND et
al., 1975 e 1976).

Em conclusdos os factores mais determinantes na
utilizagdo do azoto degradado da dieta, sd3o o tipo e a
disponibilidade dos gldcidos; sendo aparente que a extensdo e
a taxa de degradagdo no reticulo-rumen, tanto do N como dos
carbohidratos, sdo muito importantes na determinacd3o da

efici®ncia dos crescimento microbiano (STERN e HOOVER, 1979).

2.6.2.2. Taxa de diluigdo - HARRISON et al.(1975) defi-

nem a taxa de diluigdo do conteddoc reticulo-ruminal como
a proporgdo do seu volume total que abandona o reticulo-rumen
no espaco de tempo de 1 h. & influenciada por varios
factores, designadamente a dieta, infusdo de solugdes tampdo,
nivel de ingest3o e temperatura ambiental (Quadro 2.7.)
(SERQUEIRA, 1988).

0 aumento da taxa de diluigdo do conteiddo reticulo-

ruminal incrementa o crescimento microbianos em virtude de
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diminuir as despezas energéticas com a manutencdo celular
(HOBSON, 19653 HOBSON e  SUMMERS, 19673 STOUTHAMER e
BETTENHAUSSEN, 19733 ISAACSON et al., 1975; HARRISON et al.,
19763 KENNEDY et al., 197&4).

A natureza da dieta ingerida pelos animais € um dos
factores que influencia os valores da taxa de diluigdo do
conteddo reticule-ruminal. A transferéncia de novilhos de uma
dieta concentrada para outra contendo 14% de fibra, provocou
um aumento na taxa de diluicdo (0,03 para 0,05/h) acompanhado
de um aumento na sintese proteica microbiana (COLE et al.,
1976). A infus3do intrarruminal de saliva em ovinos, aumentou
a taxa de diluic3o de 0,03 para 0,08/h, acompanhado de um
aumento de 25,4 para 29,8 g de aminocdcicos totais
sintetizados por mole de hexose fermentada (HARRISON et al.,
1974). Também a temperatura ambiental modifica os valores da
taxa de diluic3e do conteido reticulo-ruminal. Com efeito,
ovinos mantidos a temperaturas ambientais de 18 a 21°c  foram
menos eficientes na proteossintese microbiana do que quando
mantidos a temperaturas variando entre -1 e 1, fornecendo
valores da ordem de 47,9 e 54,9 g N/Kg M™MOD respectivamente
(KENNEDY et al., 1976). 0 aumento na eficiéncia da sinteée
proteica, correlaciona positivamente com a taxa de diluigdo,
0,1 vs. 0,14/h, respectivamente. Estes resultados acordam com
os valores obtidos por KENNEDY e MILLIGAN (1978) que,
trabalhando também com ovinos; verificaram que a
transferéncia dos animais duma temperatura ambiental de 22 -

25°% para 2 - SOC, determinava um aumento na taxa de diluigdo
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de 0.07 para ©0,12/h, e um aumento na sintese proteica
microbiana de 35,9 para 50,9 g N/Kg MOD respectivamente.

2.6.2.3. 0s ciliados - O desaparecimento dos protozod-
rios ciliados por desfaunagdo do reticulo-rumen n3o modifica
@ proteossintese microbiana (JOUANY, 1978). Agueles represen-
tam 46 a B87% da biomassa microbiana total do reticulo-rumen,
dependendo do regime alimentar. A sua contribuigdo para a
biomassa microbiana total no duodenoc &, no entanto, mais
fraca, oscilando entre 6 e 55% (Quadro 2.5.).

E menos expressiva em dietas 4 base de forragens e apsés
ingestdo alimentar, pois os ciliados fixam-se
preferencialmente 4s particulas alimentares que sdo retidas
no reticulo-rumen (JOUANY, 1978). Se a taxa de diluicdo
for incrementada, a biomassa protozoarica que chega ao
duodeno aumenta, e a reciclagem das proteinas dos ciliados
diminuli no reticulo-rumen. HARRISON (1975 - cit. por JOUANY,
1978) calculou que se a taxa de diluig3o fosse ©0,078/h, a
totalidade dos ciliados devia poder deixar o reticulo-rumens,
sem alteragdo na sua populacdo.

Qualquer um, ou mais verosimilmente uma combinac3o dos
seguintes factaores pode estar envolvida no aumento da
efici®ncia da proteossintese microbiana, relacionada com a
taxa de diluig3dc (KENNEDY et al., 1976):

- autolise bacteriana reduzidas

- ingest3o das bactérias pelos ciliados diminuidaj;

- modificagdes no tecido populacional microbiano,

induzidas por trocas no substracto, ou possivelmente

devido a remogdo dos microorganismos com tempo de
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geragdo mais longo.

2.6.2.4., Dutros factores - Paralelamente aos factores

anteriormente considerados, existem cutros como a
disponibilidade em enxofre (S) na dieta e a frequéncia na
ingestdoc alimentar,; que condicionam a sintese proteica
microbiana (STERN e HOOVER, 1979). A metionina e cisteina na
sua sintese pelos microorganismos, necessitam do aporte de S,
e a proteossintese pode ficar limitada na sua extensdo,
quando na dieta dos animais sé&o utilizadas grandes
quantidades de N ndo proteico (BUTTERY, 1977). A diminuigdo
da razdo N:S de 34,3 para 10,9 incrementou a proteina
microbiana sintetizada de B2 g para 94 g /dia em ovinos, ndo
se verificando mais qualquer aumento quando a razdo N:S
baixou para 6,4 (HUME e BIRD, 1970).

A alimentacd3o de ovinos em intervalos de 2 horas,
proporcionou mais proteina microbiana sintetizada, do que
quando os animais foram alimentados apenas uma sé vez ao dia
(AL ATTAR et al., 1976). Por outro lado, a alimentagdo dos
animais apenas 2 vezes ao dia, comparativamente a uma
alimentac3o 12 vezes ao dia, resultou numa diminuigdo dos
metabolitos microbianos no fluido reticulo-ruminal e num

aumento do "pool" ATP (JENSEN e WOLSTRUP, 1977).

2.7. METABOLISMO DOS LiPIDOS

2.7.1. Introdugdo - As dietas dos ruminantes caracteri-
zam-se por apresentarem na sua composigdo um teor lipidico
de 1 - 4% (CHURCH, 1979).Tal facto terd dirigido todo o pro-

cesso adaptativo do ruminante e da sua micropopulacdo de tal
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dsadro 2.9. Modificagées de alguns parimetres no redicule-rusen de ovines ea conse-
equéncia da inclusk de PEG nas suas dietas {hdaptaco de SEQUEIRR, 1988)

Infusq (4 1/dia) Ussolalidade pH Taxa de A. acbtice A, propisnito  A. butirico +
diluiga A. isebutirico

Controlct 331 6,61 @540 62,7 27,3 949
Agua 312 5,94 6,636 63,2 28,6 6,8
heHlly (2,34 p/v) 236 5,83 €086 &8,6 252 &2
Saliva artificial 338 by 14 8,109 7,9 23,1 54
Saliva artificial

+ FEB {44 p/v) 347 6,18 6,117 6,2 2yh )
Saliva ertificial

Infusgo

Anisal 3 Coentrolot 5184 6,038 62,6 29,4 byb
PES (4% p/v) %97 8,165 66,9 19,7 11,4
Anigal 4 Controlot 6y12 6,587 89,4 23,1 58
FZ6 (45 p/v) 5,68 6,653 69,6 €35 07
Arisal S Controle# 6,13 4,639 53y1 93 Iy
FE6 4% p/v) 64 9,691 £6:0 244 194
"hpport® ac ducdeno proxiaal
Aniral 3 nnimal § Anisal
Injesids Lentrolo PEB Contrelo  FE6 Comtrele FEG
EnETi;)ii brute (KJ/dia) l7|E” 8\3(' 3-'1 Ey98 8)95 8,36 8)13
Peteria ergsnica (gfdia) Be? 33 §i2 493 418 3835 632
-Foligluzuses ig/dia) 643 12 KE 2 44 5 48
Hemicelulosa fg/dis) 82 22 4 27 o4 . &9
Celuloze (g/dia) 1E! t1 27 3% 3 37 £°
N iotal f3/dia) 17,2 24,8 2.7 22,7 £2,3 28,4 21,8
fcidos aminados
#1creblanes {g/dia) 59,4 4.3 B34 38,4 L6,7 80,3
Frodugis de ASVs (scles/dia) 6417 h,86 6,68 byld 5,85 NPT
# Sen infusd

forma que, a introdugdo de suplememtos lipidicos normalmente
provoca disfdrbios no funcionamento do ecossistema reticulo-
ruminal (VAN SOEST, 1982; BROOKS et al., 19545 CZERKAWSKI,
19733 KOWALCZYK et al., 19773 DEVENDRA e LEWIS, 1974).

Os lipidos que integram a ingesta s3do digeridos no
reticulo-rumen, e a maiaor parte dos 4cidos gordos na digesta
que deixa o reticulo-rumen, encontra-se sob a forma livre,

conforme se pode verificar na Tabela 2.5.
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TABELA 2.3.
Acidos gordos livres no tracto alimentar de dois
carneiros sacrificados (GARTON et al., 1961)

Fonte da Digesta A.G.L. como %
, dos A.G.T.
Carneiro 1
UM . e v e ovnvsesnansnssasassanassaotansesnsnssssaasocancsesrenst 92
ADOMASO s v evnsesnresnsnaransasennsss heesararuse s Chr e . 90
Intestino delgado (Superior)....c.cesevenereerennrcees I £
Intestino delgado (Inferior)...c..cseesesranrrneecceneonres veenss 4

Carneiro 2

RUMEN e oo esonnenusasnasensassossassassassosaassssasensanesenescs 78
ADOMAS0 . eseescrssssosassasnsasneascanrsnsse ceecsrsanenne vesrasens TG
Intestino delgado (Total)..eeseivecreranroncnsnnnnenaeneeroerss 97

O metabolismo lipidico no reticulo-rumen apresenta duas
facetas distintas (HOBSON e HOWARD, 1969). Por um lado existe
a degradagdo lipidica, por outro a sintese de lipidos pelos
microorganismos. As condicdes fortemente anaerobias do
sistema impoem fortes restrigdes a utilizacdo dos lipidos da
dieta, por parte dos microorganismos {HUNGATE, 1962) .
Os 4cidos organicos liber tados na degradagdo lipidica, apenas
podem ser incorporados nas estruturas celulares dos
microorganismos, OU s3c integradas nas vias biossinteticas
dos mesmos (HOBSON e HOWARD, 1969). Apenas a estrutura
mitocondrial dos organismos serobios, reune condigses para a
realizagdo da clivagem molecular da estrutura carbonada dos
4cidos gordos por @ - oxidagdo (LENNINGER, 197%8.).

2.7.2. Digestdo dos l1ipidos — O metabolismc microbiano

dos galactolipidos e triacilglicéridos, comega com & hidrolise
das ligagdes éster e ater e os residuos de glicerol e

galactose sdo imediatamente fermentados a AGVs (VAN SOEST,
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1984). A hidrélise desenvolve-se rapidamente apés a ingestdo
alimentar, conforme pode ser observado na Tabela 2.6. (BATH e
HILL, 1969 - cit. por VAN SOEST, 1982).

TABELA 2.6.
Hidrolise de lipidos no reticulo-rumen (BATH e HILL, 1969)

Lipidos- % dos lipidos totais
totais
% Trigli- digli- Monogli- Fosfo- A. gordos
céridos ceridos ceridos lipidos livres
Dieta 6’3 78,"’ 13’7 1,7 1;8 11
Digesta
ruminal
O h S,1 0,1 0,0 0,1 15,2 85
Digesta
ruminal
1h 6,2 30,4 1,7 0,0 751 61
Digesta
ruminal
Sh b4 11,1 0,0 0,0 12,4 76

Dieta: 1 Kg de feno tragado + 50 g dleo de palma.

Na hidrélise intervém apenas bactérias lipoliticas
(HAWKE e SILCOCK, 1978). A biohidrogenag&o dos acidos gordos
insaturados realiza-se apenas se o radical carboxilico

estiver livre (HARWKE e SILCOCK, 1969). Entre as bactérias

lipoliticas identificadas, Butyrivibrio fibrisolvens e

Ruminococcus albus estdo fortemente associadas com a

bichidrogenag3o dos &cidos gordos (KEPLER et al., 19663 Kemp
et al., 1979).

DAWSON e KEMP (19469) verificaram experimentalmente que
a hidrogenagd3o dos Acidos gordos de cadeia longa (AGCL) no
reticulo-rumen, era menos completa nos animais desfaunados.

SKLAN et al.(1971) verificaram que as fraccdes de conteado
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reticulo-ruminal enriquecidas com ciliados, apresentavam uma
hidrogenacd3o mais intensa que as fracgdes desprovidas de
ciliados.

0 determinismo da hidrogenagdo dos AGCL insaturados tem
vindo a ser questionado por varios cientistas. Uma das teori-
as parece fornecer uma explicagdo aparentemente racional,
atribuindo & hidrogenag3o o papel de sistema de remogdo para
o Hp gerado na fermentagdo anaerdbica (CHURCH, 1979). Com
efeito, a metanogénese foi reduzida com a introdugdo no
reticulo-rumen de vdrios AGCL, redugdo mais manifesta com a
introdugcd de AGCL com indice de saturagdo mails elevado
(CZERKAWSKI et al., 19663 CZERKAWSKI, 1973).

As bactérias lipoliticas do reticulo-rumen produzem uma
lipase, que nunca foi possivel isocla-la em estado livre, pelo
que a lipélise serd realizada no interior do compartimento
celular bacteriano ou no ponto de contacto entre a bactéria e
a estrutura lipidica (GARTON et al., 1961), um enzima even-—
tualmente da mesma categoria dos '"cell-bound-enzymes" celulo-
liticos (HUNGATE, 1966).

Tanto as bactérias como os ciliados, s3o capazes de

sintetizar 4&acidos gordos de cadeia longa a partir de
percursores com namero impar de carbonos e de cadeia
ramificada (PALMRUIST e JENKINS, 1980), constituindo uma

importante fonte de lipidos para o animal (KEENEY et al.,
1962) .

2.7.3. Efeito dos lipidos da dieta - A inclusdo de gor-—

dura na dieta dos ruminantes, provoca wuma diminuigdo na

digestibilidade da fibra, tanto em bovinos como em ovinos
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( BROOKS et al., 193435 DAVISON e WOODS, 19605 WARD et

al.;1957). ROBERTSON e HAWKE (1%9464) verificaram que a
introdug3o de gorduras liquidas nas fermentagdes "in vitro" e
no reticulo-rumen provocava uma depressdo na digestibilidade
da celulose, incrementava a NH4+, requzia a concentragdo
molar de Aacido acético e aumentava a concentragdo molar de
4cido propidnico.

A susceptibilidade apreséﬁtada pelos organismos a acgdo
dos AGCL, depende da espécie de organismo e do tipo de AGCL.
Se por um lado a inclus3do de 4cido oleico ndo afectou o

crescimento de Anaerovibrio lipolytica, Megasphaera elsdenii,

Bacteroides ruminicola e Selenomonas ruminantium, ja

Methabaobacterium ruminantium foli bastante afectada com a

presenga deste &cido (HENDERSON, 1973). Concentragses baixas

de Cig:0, ClQ:O e Cg:0 nos meios de cultura estimularam o
crescimento de Butyrivibrio fibrisolvens, mas em
concentragdses elevadas funcionaram como inibidores do

crescimento.

Foram postuladas gquatro teorias para explicar esté
efeito (DEVENDRA e LEWIS, 1974): 1) revestimento fisico da
fibra com a gordura bloqueando a acgdo microbianaj 2) mo-
dificac3oc da populagdo microbiana do reticulo-rumen, por ac-
cdo téxica dos lipidos sobre alguns microorganismos; 3) ini-
bicdo da actividade microbiana por acg3do detersiva dos
4cidos gordos sobre as membranas; 4) disponibilidade redu-
zida de catides, pela formagdo de complexos insoluveis com

dcidos gordos de cadeia longa. DEVENDRA e LEWIS (19743,
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apresentaram um modelo explicativo para a 12 teoria,; da in-

terferéncia fisica.

DIGESTIBILIDADE ELEVADA

QPPPLPQQ HicRaoRsANISNOS

FIBRA
SUPERFICIE HIDROFiLICA

00000666

+ LIPIDOS

BIGESTIBILIDADE BAIXA
\ MICROORGANISMOS

FIBRA )
SUPERFICIE HIDROFOBICA

MECANISMO SUGERIDO PARA A DEPRESSAO
NA DIGESTIBILIDADE DA FIBRA

Os 4&cidos gordos, inibem a actividade das células
bacterianas em cultura pura (HENDERSON, 1973). Complexam;se
com as paredes celulares microbianas (MAXCY e DILL, 19673
HENDERSON, 19733 WIEMAN, 1954) e a adicdo de fibra reduz esta
complexagdo (HARFOOT et al., 1974). QQuando na dieta &
incorporada go}dura, a populacdo bacteriana cresce, ao
contrdrio do gque sucede com a populagdo de ciliados, que
diminui (CZERKAWSKI, ' 19733 MACZULACK, 1979 - cit. por
PALMQUIST, 1980), indicando talvez uma maior sensibilidade
dos ciliados & acgdo dos acidos gordos.

A depressd3o na digestibilidade da fibra por acgdo dos

lipidoss pode ser revertida com a inclusd3o na dieta de
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catides metdlicos. O cdlcio em particular, constitui o melhor

aditivo para impedir a fibrdlise (WHITE et al., 1958; JHONSON
e McCLURE, 1973). A digestibilidade da celulose e
hemicelulose do malte destilado, aumentou com a incorporacgdo
de cloreto de c&lcio (HAG e MILLER, 1978).7 PALMQUIST e
JENKINS (1980) postulam que o calcio mmelhora a
digestibilidade da fibra nas ragdses com grande quantidade de
gordura, pela formagdo de sabdes insocldveis que removem 0S
dcidos gordos da solugdos ndo ficando assim disponivel para
se complexarem com as células microbianas.

2.7.4. Influéncia do tipo de gordura - Segundo PALMRUIST

e JENKINS (1980), o efeito da gordura na digest3o no reticulo-
rumen estd directamente relacionado com duas propriedades: a
insaturagcdo e a esterificagdo. As gorduras insaturadas sdo
mais téxicas para o0s microorganismos que as saturadas
(HENDERSON, 19733 GALBRAITH e MILLER, 1973). LUCAS e LOOSLI
(1944) referem que a incorporacdo de 7% de acidos gordos de
6leo de Sleo de sojas; ndo inibiu a digestibilidade da fibra
bruta, enquanto qgque 1igual gquantidade de dleoc de soja
triturada, ou élec + farinha de soja, foram mais 1inibitérios

para a digestibilidade.

2.8. 0S MINERAIS NA DIGESTAQO NO RETtCULO-RUMEN

2.8.1. Macrominerais — Estes elementos concorrem
fundamentalmente para a manutengdo das condigdes fisico-
quimicas no ecossistema reticulo-ruminal (poder tampdo,
pressdo osmotica e taxa de rénovagéo da fase ligquida), parsas

que o0 metabolismo digestivo possa evoluir nos seus valores
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maximos (DURAND e KAWASHIMA, 1980). 0 ruminante pode assim
ingerir dietas ricas em amido, sem que os valores de pH
descam abaixo dos limites fisiologicos, desde que sejam

administrados tampées minerais. A osmolalidade do reticulo-

rumen (250 - 350 mosmol/Kg) & mamtida mercé da presenga de
+ + +

varios ides minerais (Na+, K s POqa s Cl_, Mg8 JI(THIVEND et

al., 1985). Conforme anteriocormente referido, para que a

proteossintese microbiana decorra nos seus valores maximos, e
necessadrio que a taxa de “"turn-over" da fase liquida seja
incrementada, com a incorporacdo de sais minerais na dieta
(HARRISON et al., 1975; POTTER et al., 19723 THOMSON et al.,
19783 SEQUEIRA, 1988).

A importancia dos macrominerais no metabolismo‘
microbiano também se deve ao facto de estes se associarem com
determinadas estruturas celulares, conferindo-lhes
funcionalidade, e interferirem na grande maioria dos
processos enzimaticos (CHURCH, 197%9; THIVEND et al., 1983).

2.8.2. Microminerais - Estes elementos (Fe, Mn, 2Zn, Co,

Mo, Se, Ni e Cu), desempenham um papel fundamental em numero-
sas actividades enzimaticas microbianas, regulando a activi-
dade de certos enzimas ou intervindo como elementos eétrutu-
rais de enzimas e organitos celulares (CHURCH, 1279). A
suplementag33o de dietas, com baixos ou elevados teores em
fibras com cobalto sob a forma de glucoheptonato de cobalto
aumentou significativamente a sintese de vitamina Bjgps a
digest3o do NDF e ADF (ALLEN e STERN, 1985). Os microorganis-

mos do reticulo-rumen apresentam teores em elementos micromi-
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nerais geralmente muito superiores acs dos alimentos (THIVEND
et al., 1985). Com efeito, as paredes celulares bacterianas
530 capazes de fixar elementos microminerais atraves de liga-
c3es gque s3o mais ou menos reversiveis em melio acido, facto
que dificulta o cdlculo das necessidades bacterianas relati-
vamente a partir das suas concentragoes na biomassa

microbiana.

2.9. CONCLUSZES

0 reticulo—-rumen constituil um fermentador de
caracteristicas marcadamente anaerdbicas, capaz de utilizar,
homo—- e heteropolineros de natureza glucidica que estruturam
as paredes celulares vegetais, e azoto ndo proteico,; para
satisfag3o de todas ou pelo menos uma grande parte das
necessidades do hospedeirc ruminante em energia e em
aminoacidos. Este quadro confere aos ruminantes uma clara
vantagem no que respeita & valorizagdc de subprodutos pouco
ou nada utilizéveis pelos outros mamiferos, inclusivamente
ndo entrandoc em competicdo com o Homen relativamente a muitos
alimentos.

Apesar destas vantagens, o fermentador reticulo-rumen
também tem as suas limitagdes de ordem termodinémica que . lhe
s3do impostas pela anaerobiose. Por muito eficiente que o©O
sistema seja, a anaerobiose limita a extensdo em que ©0s
alimentos podem ser transformados em material celular. Em
aerobioses 60 - 70% do substracto glucidico  pode ser
transformado em biomassa microbiana; ao passo que em

anaerobiose dificilmente se conseguem valores da ordem de 20%
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{HUNGATE, 1966). Outra grande limitacdo .imposta pelas
condigdes anaerobicas & a incapacidade do sistema para oxidar
acidos gordos de cadeia longa, produto da digest3oc microbiana
dos lipidos, situagd3o agravada pela interferéncia que estes
compostos fazem na digestdo de outros componentes da dieta,
particularmente aqueles que conferem ao ruminante o estatuto

de animais bem adaptados ao meio. Outras limitacSes prendem-—

se ainda, com o0 conhecimento ainda insuficiente -dos
mecanismos de degradacdo dos alimentos, particularmente
celulélise e proteslise, e dos factores de variag3o da

actividade microbiana.

Apesar de o reticulo-rumen ser hoje o ecossistema melhor
estudado, ainda n3do se conhecem, de facto, as suas reais
potencialidades, que colocaram os ruminantes numa situag3o de

melhor adaptagdo relativamente aos outros herbivoros.
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CAPLTULO 1

0 MODELO EXPERIMEMTAL "IN VIVO"

1.1. INTRODUCAO

Definiremos neste capitulo introdutério, a estrutura
fundamental de suporte aos estudos por nés realizados "in
vive", com o objectivo de perspectivar a fenomenologia
digestiva no reticulo-rumen nas dietas contendo grandes

quantidades de bolota.

1.2. 0S ANIMAIS

Nos estudos "in vivo" foram wutilizades trés ovinos
adultos da racae Merino Branco do Alentejo, com pesos var iando

entre 60 - 70 Kg, o0os gquais foram munidos de cd3nulas ruminais.

1.3. ALIMENTAGA0D DOS ANIMAIS

Os animais receberam a dieta repartida em duas refei-
cédes intervaladas oito horas: 12 refeig3d3o as 9:00 h e 2¢ re-
feicdo as 17:00 h. Esta opcdo foi tomada com base em es-
tudos efectuados por JOUANY (1978), sobre a evolugdo do
comportamento alimentar, ao longo das 24 h, em fung3o do modo
de alimentagdo (Figs.L2 el.3). Com efeito; a reparticdo da
dieta por duas refeigades didrias, determina uma maior unifor-

midade no tempo que o animal dedica 4 ingestdo, mastigagdo e
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Figuraidb. fvino portador de uma fistula permanente
no rumen
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(a)

(b)

! Repouso Ingestao Ruminacdo °

Fig.

1Kg

1 refeigdo
(24 h)
2 refeigoes
(i2 h)
2 refeicaes
(8 h)
3 refeigdes
mﬂm (8 h)

24 refeigdes

(1 h)

1.2. Comportamento alimentar e mericico dos

animais.

() - Tempo separando 2 refeigdes.
a — Duragd3c de periodo de ruminagdo.
b - Quantidade de matéria seca ingerida.
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%“ das 24 h

A

704

60

30.
20.]
10.
o
0 1h. 8h. 12h. 16h. 24h. s

Tempo separando 2 refeigoes sucessivas

Fig. 1.3. Evolugdo do comportamento alimentar em fungdo

do modo de alimentacdo.

Dur acg3ao
— Duragdo

Duracdo

O % e ¥

- Animais

da mastigacdo.
da ruminag3o.
da ingestdo.

com 2 dietas espagadas 8 h.
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ruminagdo.

1.4. CIRURGIA - Fistulagdo dos animais

1.4.1. Material: A c3nula do rumen (Fig.l.1), para per-

mitir o acesso ao interior do compartimento reticulo-ruminal,

foi construido de acordo com o material descrito por JOUANY
(1978). De facil implantagdo, @ uma canula de grande secgdo
(6 cm @), permitindo uma mais facil amostragem do conteado

total do reticulo-rumen (TALJAARD, 1972). Este modelo de
c3nula pela sua versatilidade, permite adaptar ainda um
dispositivo para amostragem directa de gases no interior do
compartimento reticulo-ruminal (JOUANY e SENAUD, 1979;
MARINHO, 1983).

1.4.2. Técnica cirurgica: A implantagdo da canula no

rumen foi feita de acordo com a técnica desenvolvida por
JOUANY e LEFAIVRE (1978), descrita por MARINHO (1983), & feita
com uma so intervengdo cirdrgica, com anestesia local e

tranquilizante.

1.5. AS EXPERIENCIAS

12 Experi@ncia: Estudo da adaptagdo dos animais a

incorporacdo gradualmente crescente de bolota (15, 35, &0 e
70%4 MS), em dietas isoproteicas a 8,53% PB.

22 Experiéncia Estudo da influéncia de varios niveis de

suplementagdo proteica com bagago de soja (8;3, 11 e 14% PB),

em dietas com incorporagdo de 70% de bolota.
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3% Experiéncia: Reimplantagdo no reticulo-rumen dos

animais de Polyplastron, Diploplastron, Ophrvoscolex

Isptricha e Dasytricha, ciliados gque o0os animais perderam
durante o periodo de adaptacgdo & ingest3do de bolota a que
foram sujeitos.

48 Experiencia: Estudo da resisténcia dos

microorganismos do reticulo-rumen & presenga de taninos.

1.6. DESCRICAD DE ALGUMAS TeCNICAS UTILIZADAS NAS

EXPERIMENTACSES "IN VIVO"

1.6.1. Determinacdo da Osmolalidade — A estimativa da

osmolalidade do conteddo reticulo-ruminal dos animais - foi
feita no sobrenadante de amostras de conteddo filtrado e
centrifugado a alta velocidade a 40 000 g. A determinagdo é
feita por dimiminuicdo do ponto criosceopicos wutilizando um
semimicroosméemetro KNAUER tipc M, apos calibragdo do aparelho
utilizando como refer@ncias &gua destilada (O miliosmoles/Kg)

e uma solugdo de NaCl (12,687g/L - 400 miliosmoles).

1.6.2. Separagdo das fraccdes microbianas no fluido
reticulo—-ruminal (JOUANY, 1978) - Apsés a amostragem, o0 con-

teddo reticulo-ruminal é filtrado através de 3 camadas de um
tecido de malha muito apertada ("cheese-cloth" ou etamine)
para a separagdo da fracgdo particulade da ffacgéo fluida. O
residuo sobre a malha é lavada 3 vezes com uma solugdo de
NaCl 0,5%, para libertar o maximo de microorganismos possivel

das particulas vegetais.
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Seguidamente procede-se & separagdo dos protozodrios das

bactérias no filtrado. Com este método estd-se longe de poder
contar com uma parte importante de populacd3o na estimativa
real da populacd3o bacteriana, pois uma parte bastante
importante dessa populagdo permanece ligada com as particulas
alimentares (CRAIG et al., 19843 CHENG e COSTERTON, 1980;
FORSBERG e LAM, 1977). 0 método proposto baseia-se num método
de centrifugagdoc fraccionado, tirando partido nd3oc s¢é da
grande diferenga dimensional das ceélulas de ciliados e
bacterias, como também dos diferentes coeficientes de
sedimentagdo, de acordo com a lei de Stokes. 0 esquema
metodologico desenvolve-se de acordo com o esquema da Fig.l.4.

Com esta tecnica & possivel obter uma fracgdo de ciliados
pouco contaminada com particulas alimentares, e uma fracgdo
bacteriana apropriada. 0Os residuos s3o ent3d3o liofilizados,
armazenados e processados na altura mais apropriada.

Sobre estes liofilizados & feita dterminacdc do peso seco

das fracgdes e do respectivo azoto.

1.6.3. Andlise gualitativa e guantitativa dos AGVs - O

método por nos utilizado (Lab. Nutricdc da Estag3o Zootécnica
Nacional) permite separar os 4cidos aceético, propionico,
butirico, isobutirico, valérico e isovalérico, em uma Jnica
andlise. Trata-se de uma cromatografia de adsorgdo, do tipo
gas—-liquido em isotermia, com detecgdo por ionizagdo de
chama. 0 modelo de cromatégrafo wutilizado foi Hewlett-
~-Packard, modelo A 5890.

1.6.3.1. As colunas - As colunas em 4&cido inoxidavel
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Fig.l.4 GSeparagdo de bactérias e ciliades no
fluide reticulo-ruainal,

Filtrado
‘/////////,»»L\x\\\\\\\\ff?trifugagéo a 566 g {15 ain.)
Residuo A Fluido A '
{adigdo de Nall 8,5%)
|
]
% centrifugacd
i

566 g (15 min.!

A‘\\\\\\\ Centrifugacd® a 40 666 g
/ (36 ain.)
Residus Fluido a

{adicd de NaCl 8,3% rejeitar
| //////f’\\\\\\\\\
!
! Residuo E Fluide B
g Centrifugacdo {bactérias) {compostoes soldveis)
| 566 g (15 sin.)
Residuo C Fluido & rejeitar

{sdig3¢ de Nall 8,3%)
]
| Centrifugagd
{ 598 9 (15 min.l

Residﬁﬁ/a//*\\\\\?ﬁuido a rejeitar

{grotozoarios)

tinham um comprimento de 2 m e uma seccgdo interior de 1/8" ,
cheias com FFAP 3% + 0,5%4 HgzPO, em Chromosorb WAW,
granulometria 80 - 100 mesh.

1.6.3.2. Temperatura e fluxo de gases - 0 gas de arrasto

foi o azoto, com um fluxo de 24 ml/min.. 0 detector de
ionizacdo de chama foi alimentado com hidrogénio e ar,
respectivamente com os fluxos, 40 ml/min. e 450 ml/min..

A temperatura do forno foi de IBOOC, a do injector EOOOC

e a do detector ESOOC.
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1.6.3.2. Modo operatoric - 0O método utilizado foi o méto-
do do ﬁpadréo interno", para a quantificacdo de cada &cido
naé amostras. Como padrd3o interno foi utilizado o 4cido
isocapréito.' A 3 ml da solug3do a analizar acidificada com
4cido metafosférico a 7%, foram adicionados 2,21 mg de ééido
isocaproico. A guantidade amostra.assim tratadas injectada no
crématégrafo foi 0,4 pl depois de previamente agitada. Cada
dcido na wmistura foi calculado.com base na detérminagéo da
area dos picos,; com um auxilio de um integrador da mesma
marca que o cromatografo, sendd 0s resultados expressos em
concentragcdes molares ou em percentagens molares de cada um

dos AGVs.

1.6.4. Bactericlogia — Na quantificagdo das bacterias
vidveis no conteddo reticulo-ruminal dos animaié em experi-
mentac3do, utilizamos o método do "roll-tube" desenvolvido por
HUNGATE (1969), para a cultura de anaerobios estrictos n§d
esporuldveis. Este método tem vindo a ser modificado no sen-
tido duma maior simplicidade na sua utilizagdo. O metodo dé
Hungate, que tivémos a oportunidade de contactar no National
Animal Disease Center, Ames—-I0WA, modificado por BRYANT
(1972), HOLDEMAN et al.(1977) e LATHAM e SHARPE (1971), apre-
senta j& uma grande simplicidade na sua execugdo (MARINHO,
1983). |

Os meios de cultura utilizados hg’-quantificagﬁo dos
anaerébios totais e supstractq—especifitgs'530 65 sugeridoé
por BRYANT e RDBINSDN.(19§1) § 30B$0N;-(19§¢); ‘alguns com

algumas: modifiCaCSes' suggfidas por outros autores (vidé
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Anexo).

1.7. ANALISE ESTATISTICA

Com a excepgdo das observacgdes apresentadas no Capitulo
2, 0s resultados dos ensaios foram tratados estatisticamente
por analise de varidncia "one-way" (SNEDECOR e CHOCRAN,
1967)s para testar o nivel de significancia das diferengas

devidas a um factor, utilizando o "multirange-test" de DUNCAN

para comparacdo de médias. Para testar a significdncia das
diferengcas devidas a dois factores e a sua interacgdos foi
utilizada a analise de variancia mulfactorial (STEELE e

TORRIE, 1982) e a comparagdo de médias feita com (a}
"multirange-test" de DUNCAN. A andlise de regressdo linear
(STEELE e TORRIE, 1982) foi também utilizada para testar o
nivel de correlacdo entre algumas varidveis .

S30 considerados valores significativos, aqueles que
satisfacam o nivel de probabilidade de P<0,035, isto e,
concedendo-se 5 % de probabilidaes de que qualquer diferenga
entre tratamentos seja devida ao acaso. Em algumas
observagdes utilizaram-se para os varios niveis de
probabilidade as notacdes: * para P<0,03; %% para P<0,01; e
*%*%¥ para P<0,001.

Na apresentagd3o dos quadros todos o0s pardmetros
observados s3o apresentados como médias das observagdes com

os respectivos desvios (X £ EPM).
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1.1. Composigdo da solugdo diluente anaerobia

BURKEY, 1933).

Solug3o Mineral 1.......... e e i r st s e

Solugdo Mineral 2..... cae e et e e e e

Resazuring (Os 1) cie e eerteoaessnnsnnsnnoss

H=0 desionizada.............. e .
NagCOg (B4)........ s e s eu s s Eeasan e
Cloreto de cisteina (2:35%) ¢ ce.. C e e s e

1.1.1. Solugd3o Mineral 1

1.1.2. Solugdo Mineral 2

T
(NH4) 250400 c v een e . i e e e
NaCl...... ceaeasanan e e e s anaeaes cs e
MgSDQ.7HED............... ....... cre e
CaClp.bHE0. v ittt ittt ittt et it

HED 0esS10N1ZAdA ¢ e s s st essesunsvncsasancnnas
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300

ml

ml

ml

ml

ml

ml

ml

ml



1.2. Composigdo

modificado

Glucose....

Celobiose..

do meio geral

por HENNING & VAN DER WALT,

Amido soluvel......

Solugdo Mineral 1..

Solug3o Mineral 2..

Fluido ruminal clarificado.....

Resazurina

Cloreto de

(O31%) en it ianennncas

cisteina

(2s3%) e

AQAr—a0Aar «ceseenssssssansssnncs

HoO desioni

NagCOg (8%).

zada.....

pH
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ROBINSON,

1978) .

19461

ml

ml

ml

ml

ml

ml

ml




Composicao do meio de amido (KURIHARA, 1967 -

modificado)

100 ml
Bacto-casitona...ceevcienacaoans cs et aaases 1,00 g
Extracto de levedura...ceescacansncean e 0,25 g
(2 1 = es s s e . 0,30 g
Fluide ruminal clarificado*.....ccoaeene. 20,00 ml
Solugdo Mineral l....... ce e sav e . 15,00 ml
Solugcdo Mineral 2...eeriiiivennanenns v 13,00 ml
Resazurina (03 1%) v e et enascesssanesassan 0,10 ml
NaHCCge v v v e e v v v e e e e e e chesee 0,40 g
Cloreto de cisteina.....».. cree s e 0,05 g
AQAr—a8gar s vessesascas s e e aas s e s e 2,00 g
Ho0 desionizada...veeavn i ..g.5.p. 100,00 ml

* Fluido ruminal fermentado durante 7 dias (DEHORITY e

GRUBB, 1976).

115



Composig3ao

KaHPOg4 v v v v
KHoPO g o v
NaCl...eu.

MgSQ, . 7Ha0.

CaClg..vnn.

NaECDE;. “ e

Caseina....
Cloreto de

Resazurina

* Como redutor e

e WUHRMANN,

1976) .

meio

modificado por BELLET,

cisteinax*...
Fluido ruminal clarificado
(AT P=F gltecl-1= ¥ ol
HoO desionizada..........

pH 7,00

associado

incluido tambeém 0,1 ml de

caseina

S = I . I

ao cloreto de cisteina,

citrato de titanio

(APPLEBY ,

ml

ml

ml

foi

(ZEHNDER



1.5. Composig3o do Meio de celulose (MANN,

Celobiose...icvrervan..
Bacto-casitona.........
Extracto de levedura...
Solugcdo Mineral 1......

Solugdoc Mineral 2......

Fluido ruminal clarificado....eeee.

Resazuring (03 1%) ce e e eeanennnseess

Cloreto de cisteina (2,5%)

NGHCO Ze st v v et tesesenennanaannnnas

Ho0 desionizada....evean.n c s e e

A tira de papel de celulose Whatman

meio apds inoculagi3o.

ne

1968).

1,

0,025
0,850
0,060
15,000
15,000
10,000
0,100
2,000
0,400

60,000

é incluida

ml

ml

ml

ml

ml

g

ml

no




1.6. Meio selectivo para bactérias wutilizadoras de acido

lactico (MACKIE e HEATH, 1979.)

100 ml
DL-Lactato de sodio (10%)..c.vceranesanans 20,00 ml
Bacto—casitona..cceceeeeven teesessaesnaanns 2,00 g
Extracto de levedura......ccccescescconas - 0,20 g
Solucdo Mineral l....ccccensccns cas e . e 7550 ml
Solugdo Mineral 2.i..eecacanrss ceaeunenn o e 7330 ml
Resazurina (0,1%4) .. ceeeeeencctnncnncnnanns 0,10 ml
Fluido ruminal clarificado.....vccecienanns 40,00 ml
NapCOg (8%)...vne... seascasenn seeecannn e 5,00 ml
Cloreto de cisteina (2:5%4) .. ciscscccsnsana 2,00 ml
Agar—agar.cesesesssssssscnssaanasas csamnans 2,00 g
HoD desionizada.......ccvvnvnnnenasens g.s.p. 100,00 ml
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1.7.

Composic3o quimica dos alimentos que integraram
varias dietas (4 MS)
Constituintes Bolota Bagago de s0ja Palha
Matéria seca tatal 80,31 T 0,14 B4y13 £ 9,35 - B2y66 % 2,07
Matéria orgdnica 97,76 * 6,50 93,15 t 9,19 91,24 & 9,01
fizoto (% 6,29) 528 * 8,3 §h,80 t 6,17 2,78 6,03
NDF ¢ 28,49 t 9,02 13,53 t 8,45 76,88 t 8,92
ADF#e £l,22 t 6,95 8,21 t 6,52 S6s11 t 1,35
ADL#+# 8,31 1 0,09 - 5530 % 0,13
Cinzas totais 2,36 t 0,02 6,85 1 8,19 8,76 t 0,61

+  Fibra inselivel ea detergente neutro.
#+  Fibra insclavel em detergente acido.

##+ lenhina.
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CAPL£ TULO 2

ALTERACBES NO RET{CULO-RUMEN DE OVINOS NO DECURSO DA
ADAPTACAD PROGRESSIVA DE INGESTAO DE Nt{VEIS ELEVADOS DE

BOLATA

2.1.INTRODUCA O

0 conhecimento actual da microbiologia do rumen,
particularmente no que respeita 4 bioquimica e fisiologia de
ruminantes alimentados com dietas muito concentradas é
bastante vasto. As modificacS8es que se operam no reticulo-
rumen com a ingest3o de grandes quantidades de amido ou:
acdcares, s3o largamente testemunhadas por varios autores
(KROGH, 19613 ALLISON et al., 19643 DUNLOP e HAMMOND, 19653
MANN , 19703 ALLISON et al., 1975). 0 n4imero e tipo de
organismos, bem como o perfil dos metabolitos da sua
fermentagdo no reticulo-rumen de ovinas e bovinos
completamente adaptados a dietas moderadamente ou muito ricas
em amido, também tém sido objecto de especial atengdo
(GIESECKE et al., 196463 SLYTER et al., 19683 EADIE et al.y
1970; LATHAM et al., 19713 LATHAM et al., 19725 LATHAM et
al., 1974; OGIMOTO e GIESECKE, 1974). No que respeita as
modificacdes que ocorrem durante a adaptacdo, merecem
especial relevancia os trabalhos de GRUBB e DEHORITY (197393
de HUBER et al. (19746) e o mais exaustivo realizado por
MACKIE et al. (1978), que retratam com bastante profundidade

a fenomenologia que dirige todo o processo de adaptagdo no
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reticulo-rumen. Na transfer@ncia dos animais de uma dieta
para outra com caracteristicas diferentes, &€ imprescindivel
um periodo de adaptagdo mais ou menos longo, que pode ser
definido como o lapso de tempo necessario para que a
populacdo microbiana estabilize (GRUBB e DEHORITY, 1973). A
duragdo desse periodo de adaptagdo depende de quso radical e
essa transfer@ncia (HALL e WOOLFOLK, 19523 LLOYD et al.,
19563 NICHOLSON et al., 1956).

Em regra, as transferéncias bruscas dos animais de uma

dieta muito celuldsica para outra com uma composigdo elevada

em amido e agucares, desencadeia no reticulo-rumen
modificacdes muito rdpidas na composigdo da microfauna e
microflora, acompanhadas de alteragdes importantes no

epitélio da mucosas que nos casos mais extremos pode terminar
com o desenvolvimento de uma ‘indigest3 4&cida aguda. A
evolucdo desta troca varia de alguma forma de umas situagdes
para outras. Usualmente, a flora bacteriana normal, o0s
protozoérios ciliados e a produgdo de AGVs,; s3o severamente
reprimidos e aumenta simultaneamente a populagdo de

Streptococcus bovis e Clostridium butyricum, bactérias

amiloliticas 4cidotolerantes, em detrimento das bactérias
celuloliticas (STEWART, 1977). Este quadro & acompanhado de
uma grande producd3o de &cido lactico, etanocl e uma descida
nos valores de pH (Fig.2.1.). O acido lactico,s; com um pK mais
baixo que os AGVs, tende a baixar ainda mais os valores de
pH, se a intervenc3o das espécies bacterianas utilizadoras do

acido lactico (Selenagmonas ruminantium e Megasphaera

elsdenii) n3o se fizer sentir, mobilizando o acido lactico e
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transformando-o em 4&cido propiénico. Com efeito, o0 acido

lactico, particularmente o isémero D, & metabolizado a wuma

% molar dcido acético
\ . .
_____ acido propionico
70 - acido ldctico
60 1
50 -~
40 A Flora celulolitica Flora amilolilica
T activa activa i;/
30 S 7/
20 - =T \
IE
7 b 5 pH do rumen
Fig.2.1 - Adaptagdo das fermentagdes do reticu-

lo-rumen em resposta as variagdes de

pH (KAUFMANN et al., 1981).

taxa muito baixa pelos tecidos do animal (ALLISON et al.,
1964).

EADIE e MANN (1970) sugerem que a incorporacgdo de
materiais fibrosos nas dietas ricas em granulados, podem
contribuir para a estabilizagdo da micropopulagdo reticulo-
ruminal, particularmente a populagdo de protozoarios

ciliados. A 1inclusd3o de feno em dietas de produgdo tem
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mostrado aumentar as "performances' quer de ovinos (ORSKOV et
al., 19713 BIGHAM e McMANUS, 19753 DAVIS, 1977), quer de
bovinos (NICHDLéDN e CUNNINGHAM, 1961).

McMANNUS et al.(1977) faz refer@ncia ao aparecimento de
microlesses em papilas aparentemente s3s em carneiros
ingerindoc 100% de trigo. LEE et al.(1982) ndo observaram
qualquer evidéncia de lesdes macroscopicas. No entanto,

conseguiram observar microlesdes na mucosa em 10 de 24

animais.

A degradacdo do amido no reticulo-rumen e da
responsabilidade ndo s6 das bacteérias especificas
20 r
=
£
T s
o
=
~E§ Fig. 2.2 - Concentragies de icide lactico
;; total e isemeros D- e L- no con-
[~—]
.Ei 101 teddo reticulo-ruminal de ovines
= 8 h apés a ingestdo de trigo nos
.g primeiros 4 dias. w cide lacti-
;:_:_ 5 co total,@dcide D-lactico e
=
o Adcide L-ldctico (LEE et al.,
- =4
b 1982).
ot ! ! 3
1 Y4 3 3
DIAS

anteriormente referidas, mas também da responsabilidade de

algumas bactérias fibroliticas. Estas bactérias produzem «-,
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g - e 3— amilases, que decompoem completamente a estrutura
molecular do amido.

0 amido ndo apresenta sempre a mesma degradabilidade no
reticulo-rumen, facto que tem a ver com as caracteristicas da
planta de onde provém. 0O amido existe no interior do
endosperma dos cereais emaranhado numa matriz proteica, que e
particularmente resistente wno sorgo e no milho (ROONEY e
PFLUGFELDER, 1986). A degradabilidade do amido ¢ afectada
pelas espécies de plantas, o grau de interaccdo amido-
proteina, a forma fisica do granulo de amidos, a presenga de
inibidores quimidos como os taninos, e o tipo de amido
(ROONEY e PFLUGFELDER, 1984). Entre os cereais, o0 sorgo
geralmente & o que apresenta a mais baixa taxa de degradagdo;,
a camada periférica resistente do endosperma sendo a
responsavel por tal efeito. Com o milho, 30% ou mais de amido
escapa & fermentagdo no reticulo—fumen, a maior parte do qual
sera digerido no intestino delgado ou fermentado no intestino
grosso (ORSKOV, 1986). 0 amido fermentado no cego provoca um
aumento nas perdas de azoto nas fezes. A digestd3o do amido no
cego conduz & sintese de proteina microbiana a partir do
azoto residual na digesta e da ureia gue penetra no intestino
grosso. O N microbiano @ entdo excretado nas fezes, com a
correspondente diminuig3o da excregdo do N urindrio, baixando
a digestibilidade aparente do azoto da dieta de 70 para 350%
(ORSKOV, 1986).

A bolota de azinho (Quercus ilex) e sobro (Q. suber),
pela sua composi¢gdo quimica, satisfaz cabalmente todas as

condigdes para ser encarada como um concentrado energético de
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acordo com o tABELA 2.1.. gue se apresenta (CARVALHO, 1979).

Tabela 2.1. Composigdo quimica de duas varie-

dades de bolota (4 MS)

Azinho Sobro

ACUCAreS.ceesnsasssasns 1654 i iieecensansas 19,7

AMidO. co e essnsnnscenns 65,9 c s ece v e s 58,6

Proteing...ccceivsenens 6351  cii it neaas b4
Pentosanas...eusee.e ‘e 1,9 ... ce e . 2,0
Residuo celulédsicio... 8,7 ... cerananeen 13,3
CinzasS.ceeseeaneann . e 233 csiessaaacsesas 1,0

Este facto e as modificagdes por nos observadas em

estudos anteriores (MARINHO, 198335 MARINHO, 1984 - ndo
publicado) na composigdo da microfauna do reticulo-rumen,
colocou—-nos o imperativo de estudar as alteragses

gqualitativas e quantitativas da micropopulagdo reticulo-
ruminal, bem como outros parametros fisico—-quimicos, quando
os animais transitam de uma dieta fibrosa convencional para

dietas incorporando niveis crescentes de bolota como fonte de

energia.

2.2. MATERIAIS E M£ETODOS

2.2.1. Animais e dietas - Foram utilizados 3 ovinos Me-
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rino Branco adultos, munidos de cd3nulas ruminais, alimentados
a0 nivel de manutenc3oc com dietas isoproteicas a 8,5% PB. O
carneiro # 3, foi omitido em alguns estudos, devido ao facto
de durante algum tempo na fase de adaptagdo, ter tido
problemas com a canula ruminal.

A transic3o gradual da dieta convencional grosseira (80%
de palha + 20% de concentrado comercial, 13% PB), oferecida
"ad libitum", para a dieta contendo 70% MS de bolo- ta (Dg)
foi realizada com trés niveis de incorporagdo intermédia de
bolota, 15%, 35%,; respectivamente Dy Dpe Dgs 7 - 10 dias
para cada nivel de incorporagdo. A composigdo das dietas vem
expressa na Tabela 2.2..

Tabela.2.2. - Niveis de incorperagdo (% MS) de palha, bo-
lota e bagago de soja.

Componentes Dietas
da
mistura D1 Do D3 Dg
Palha 7243 53,95 29,17 20,43
| Bolota 15 35 60 70
s50j3 12,5 11,3 10,23 749

2.2.2. Amostragem do conteudo reticulo-ruminal: As re-

colhas de amostras de conteuado reticulo-ruminal foram feitas
as Oh (em jejum), 2hs 4h e 6h apsos a primeita 1ingestdo

alimentar.
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2.2.3. Microbiologia - Todas as manipulacdes anaerdbicas

foram realizadas de acordc com as técnicas desenvolvidas
por HUNGATE (1969).Foram utilizados os meios 98 - 3 + xilano
(HENNING e VAN DER WALT, 1978), de amido (KURIHARA, 1967) e de
Adcido lactico (MACKIE e HEATH, 1979, respectivamente na
quantificagd30 das bactérias vidveis, anaerobias totais,
utilizadoras de amido e utilizadoras de 4&cido lactico. A
amostra utilizada na inoculagdoc dos meios era constituida pela

mistura dag varias amostras colhlidas no periodo de éh. Todas

as diluicdes foram processadas de acordo com BRYANT e BURKEY
(1939).

0 numero de protozodrios ciliados foi feita de acordo
com WARNER (196235), PURSER e MOIR (1938 - modificado por
MARINHO, 1983) e a distribuigdo genérica foi feita de acordo
com a nomenclatura de OGIMOTO e IMAI (1981).

2.2.4. Andlises quimicas: 0O pH das amostras foi rapida-

mente determinado apsés a sua recolha, antes de se proceder a
sua filtragdo atraves de "itamine", para a remogdo do material
particulado. As amostras destinadas a determinagdo do N -
NHQ+, AGVS e Acido lacticos foram imediatamente congeladas a
- 25°C, apés a adigdo de 0,2 ml de HgSOg.

ON - NH4+ foi determinado titrimetricamente (AOAC,
1972). O &4cido lactico foi determinado de acordo com
com HARPER e RANDOLPH (1964). Os AGVYs foram determinados por
cromatografia gds-liquido.

2.2.5. Osmolalidade: A osmolalidade do conteddo reticu-
lo-ruminal foi determinada em amostras centrifugadas a 40 000

g, pelo abaixamento do ponto crioscopico, utilizando um semi-
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microosmometro KNAUER.

2.2.46. Biomassa microbiana: o residuo seco microbiano

foi determinado sobre os "pellets" liofilizados, provenientes
da centrifugagdo anterior, e apes 3 lavagens sucessivas com
NaCl 0,5%. O N total microbiano foi determinado por Kjeldhal,

em duplicados de 250 mg de residuo seco microbiano.

2.2.7. Fendis totais e taninos: Os fenéis totais foram
determinados no sobrenadante das amostras centrifugadas a
40 000 g, pelo método do Azul da Prussia de acordo com ALME I~
DA (1986).

Os taninos no alimento e no fluido reticulo-ruminal fo-
ram determinados por turbidimetria de acordo com o método de-

senvolvido por ALMEIDA (1986).

2.3. RESULTADOS

Em todas as situagdes os animais ingeriram
integralmente a bolota e a soja no espago de tempo de 1/2 - 1
hora. A ingest3o da palha foi mais arrastada.

Tanto as bactérias anaerobias totais como as
utilizadoras de amido aumentaram a sua populagdo com a
incorporac3o de bolota (Figs.2.3. e 2.4.) até ao nivel de 60%,
se bem que em D1 tenha sido um pouco devido & diminuigdo
da populac3o de ciliados. As bactérias utilizadoras de acido
lactico, aparentemente, manifestam um crescimento evidente da
sua populacdo em D2 e D3 (Fig.2.3.).

A composigdo inicial (Dg) da populagdo de protozodrios

ciliados nos trés carneiros, vem expressa no Quadro 2.1..
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A diminuigdo da populagdo ciliada Entodiniinae em D1, deve-

~-se n3o s6 a grande modificagdo ambiental introduzida com a
Incorporagdo de bolota, particularmente diminuig3do acentuada
nos valores de pH em 0,8 wunidades, como também,; muito
provavelmente,; & diminuigdo dos teores em energia e proteina.
No entanto o seu crescimentc €& manifestamente exuberante
quandc o0s animais s3o transferidos para a D2, voltando
novamente a diminuir guando sdo transferidos para D3, vindo a

aumentar ligeiramente a sua populagdoc na transic3do para D4,

para novamente voltar a diminuir. Facto bastante marcante & o

Buadro 2.1. Coeposigdo da microfauna dos tris carneires
ne inicio da sua fase de adapatgd

Espécies Larneiro # | Larneiro # 2 Carneiro # 3
de _

Ciliados i ) Iy I i I,

Isofrichidae
Isoiricha prostoss + - + - + -
Gasyiricha rusinaniius + - + - + -

Entodiniinae
Entodiniue naneliuas ++ + ++ - ++ -
Enfodirium simpley + - + - + -
Entodinium exigus 4 - +Ht - ++t
Entodiniue brevispinua -
Entodiniue caudatua - + + -
Entedinium longinucleatus - +
Entodiniue bursa -
Entodiniue dilobus - ++ -

1
-+
'

+ -

..,
-
+ o+ o+

e

-+

-+

-+
1

Diplodiniinae
Dipledinius sp. + - - - - -
Dipioplastron affine + - + - + -
Polyplastron sulfivesiculatus + - + - + -

Ophryoscolecinae
Gohryoscolex sp. - - + - + -

+++ Forsas predominantes
++  Numeropsas

+ Rares

- Ausentes
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desaparecimento gradual dos Entodinium de pequena dimensdo,

sendo substituidos por Entodinium longinucleatum, formas de

grande dimens3o (Fig.2.9.),; que apresentaram a sua maxima
express3o em D3.

Os outros grupos de ciliados apresentam padrées de
comportamente bastante diferenciados, conforme pode ser
observado nas Figs. 2.6y 2.7.; 2.8. e 2.10.. Assim, 0S

Isotricha e Dasytricha, apresentaram um comportamente semel-

hante entre si, ndo mostrando fortes respostas populacionais
ao incremento dos varios niveis de bolota, acabando gradual-

mente por desaparecer do reticulo-rumen em D&, situacdo

mais dramatica para Dasytrichas que no carneiro # 2 deixa
de ter express3o populacional j& em D3. Os Diplodiniinae, em-
bora com trajecto semelhante, tiveram um comportamento mais
irregqular entre os animais (Fig.2.10.). Tal como os holotri-
cos, acabaram gradualmente por desaparecer do reticulo-rumen.

0 pH baixou imediatamente, conforme referido, 0,8
unidades com a introdugdc do primeiro nivel de bolota, mas
foi em D2 que foi registado o valor mais baixo para o pH, 5,8.

0 perfil apresentado pelos animais para o N - NHq+
(Fig. 2.13.) foi manifestamente irregular, seguindo de perto
a curva de desenvolvimento da populagdo de ciliados, atingindo
0os seus valores mais baixos em D3 e D4, respectivamente 10,6
e 10.4 mg N - NHq+/100 ml de fluido reticulo-ruminal.

A biomassa microbiana total (Fig. 2.15.), cresce
progressivamente atingindo o maximo de crescimento em D3.

Excepcdo para o carneiro # 1, que o valor mais baixo parsa a

biomassa microbiana total em D2. 0O azoto total microbiano,
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conforme pode ser observado na mesma figura, acompanha de

perto a evolugdo da biomassa, atingindo também o seu valor
malis elevado em D3 e em D2 para o carneiro # 1.

A concentragd3o de 4acido lactico (Fig. 2.12.), aumenta
progressivamente com a 1lncorporagdo de bolota, apresentando
dois picos bastante bem marcados em D2 e D3, no carneiro # 2
e no carneiro # 3. No carneiro # 1 o primeiro pico
desenvolve-se jd no fim de D1.

A osmolalidade (Fig. 2.14.), embora situando—-se sempre
no limiar dos valores minimos apresentados como fisioldgicos
(250 mOsmoles), vai aumentando gradualmente com @ a

incorporacdo graduael da bolota, facto que estard relacionado

Quadro 2.8. £volucdp do voiuse reticule-rusingl e da taxa de "oputflow”

do Cr.zDTA ea fungd dos incremenios de beicia (X % e.p.a.)
Dietas Carneiro # 1 Carneiro ¥ ¢
g
% bolcta Voiuse (L} Volume iL} Taxa de
Reticuio-ruminzi oy feticulo-rusinal  “outflow®(¥/H}
bt
{15% Bolotal 14477 1 1,42 S.05 1 6,45 9,865 1 8,35 5,96 * 0,46
IV
w2
{338 Bolotia! 14,85 & 1,47 .65 * 9,41 9,73 £ 9,37 3,48 * 8,38
{66% Bolotal 16,81 + 1,35 G561 8,45 7:73 ¢ 9,29 9,13 + ¢,28
By
{764 Bolotal 15.99 £ {,2% Gy83 1 1,36 19,18 ¢ 6,33 5917 1 8,15

Marcader introduzide no reliculo-rusen | h apos a ingestdn alizentar da manhd.

com a subida nos valores da concentragdoc dos .4Acidos gordos

voldteis totais (AGVTs).

A taxa de diluicdo da fase liquida do reticulo-rumen

medida apenas em 2 animais, baixou de D; para Dz, aumentou em
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Quadro 2.5.. Evolucdo da concentragdo de fencis totais (mg/100 ml)
no fluido reticulo-ruminal dos ovinos durante a fase
de adaptag3o & bolota (X % e.p.m.)

Carneiro Dietas
Ne D1 D2 D3 Da
H 5,2 * 9,6 1¢,7 * 0,9 6,3 * 0,3 4,9 £ 0,6
2 8,5 £ 0,8 6,2 £ 0,7 4,9 * 0.4 3,2 £ 0,4
3 11,0 * 0,9 8,3 & 0,9 6,2 0,7 8,8 &t 0,9

em Dg, e em Dy aumentou no carneiro # 1| e baixou no carneiro
# 2 (Quadro 2.4.).

A concentragdo de fendis no fluido reticulo-ruminal,
n3o apresenta grandes modificag8es com a incorporagdo de
bolota, se bem que a concentragdo de taninos va aumentando
com a incorporacdc gradual da bolota (de 0,67 a 3,13%). O
carneiro #1 apresenta em Dp o valor mais elevado para a con-
centracd3o de fendis (Quadro 2.5.).

A evolucd3c das concentragdes dos AGVs ao longo do
periodo de adaptag3dc vem expresso no Quadro 1.6, onde =)
possivel verificar que a concentragdo dos AGVT aumenta de uma
forma expressiva na transicdo de D1 para D2, onde os valores
atingem em média 8,2 mmoles/100ml. Nesta +transigdo a
populagdo de ciliados aumenta exuberantemente a sua populacgdo.
Em D3 a concentracdo dos AGVT diminui ligeiramente, .para
novamente subir em D4, mas sem atingir a expressdo de D2. A
percentagem relativa de &cido acético sobe gradualmente ate
D3, baixando os seus valores em D4. Esta subida & acompanhada
pela descida da percentagem relativa do 4cido butirico. 0

Acido propidénico atinge o seu valor mais baixo em D2 e sobe
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gradualmente em D3 e D&.

2.4. DISCUSSAQ

A diminuic3do da populagdo de ciliados em D1 fica,
provavelmente, a dever-se ndo sé6 a diminuigdo do nivel
alimentar (POTTER e DEHORITY, 19735 WARNER, 1962) mas tambem
4 alterac3o da relagdoc azoto/energia. Com efeito, os animais
transitaram de uma dieta "ad libitum" (Dg), em que tiveram a

disposic3o feno de baixa qualidade suplementado com um

concentrado comercial (70 : 30 - 2% PB), para uma dieta ao
nivel de manutengdo. 0 facto de as bactérias terem
manifestado um pico populacional em D1, ficou a dever-se
fundamentalmente & diminuig3o da populagdo de ciliados

(TEATHER et al., 1984).

A substituicdo dos Entodiniinae de pequena dimensdo por

Entodinium longinucleatum,; de muito maior dimensdo, estara
provavelmente relacionado com a eliminagdo gradual dos
Diplodiniinae, que provavelmente controlam aquela
subpopulagdo. Estudos "in vitro" por nés realizados

evidenciaram que quando Diploplastron affine desaparecia da

combinac3o populacional, os Entodiniinae de maior dimensdo

(E. bursa e E.longinucleatum), libertando-se da pressdo de

predagdo exercida por Polyplastron multivesiculatum e

Diploplastron affine, ganhavam sistematicamente grande

express3o populacional, eliminando quase completamente a

presenga dos pequenos Entodiniinae, metabolicamente mais

importantes no reticulo-rumen.
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A eliminagdo gradual dos Isgtrichidees particularmente

Dasytricha ruminantium, ndo seria talvez de esperar, uma vez

que a concentracgdo de gldcidos colocada & disposicdo pela
bolota & bastante aceitdvel (CARVALHO, 1979). Outros factores
n3do facilmente evidenciidveis terdo contribuido para o seu
desaparecimento, nomeadamente a tipo de glucidos soluveis na
composicdo da bolota. Com efeito, estes ciliados ocupam um

nicho ecoldgico onde ndo cabe a utilizagdo do amido e apenas

preferencialmente glucose,; frutose, celobioses sacarose e
rafinose (HOWARD, 1959 - cit. por HUNGATE, 19665 HEAD e
OXFORD, 1993 - cit. por HUNGATE, 1966). Contrariamente,

Isotricha para além de utilizar os mesmos glucidos soluveis,
possul adicionalmente a capacidade de wutilizar o amido

(HUNGATE, 1966), conferindo-lhe maior capacidades para

competir no ecossistema.

0 desaparecimento dos Diplodiniinae a que se assistiu

no final do periodo de adaptagdo poderda ter sido em parte
devido a diminuigdo gradual da palha nas dietas, complicada
talvez com a eventual intensa lipsédlise, limitagdo da
utilizag3o da fibra da palha e adicionalmente o baixo pH que
se registou em Dps pois que a diminuigdo gradual comegou a
tomar desenvolvimento nesta fase. A limitagdo na
disponibilidade em fibra pode; com efeito, criar dificuldades
na manutengdo deste grupo de ciliados, uma vez que constituem
0s grandes utilizadoras deste tipo de material (HUNGATE, 1942
e 19433 ABOU AKKADA et al., 19635 DEHORITY, 1981 -inf.
pessoal).

As bactérias anaercbias totais viaveis manifestam cres-—
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cimento populacional em Dy e mais intensamente em D5 onde de-
senvolvem a sua maxima expressdo populacional. Contudo os
seus picos populacionais acontecem quando a populagdo de
ciliados diminui (WARNER, 1962; HUMBATE, 19643 COLEMAN,
1975). As bactérias utilizadoras de amido embora acompanhando
a curva de crescimento dos anaerdbios totais, apresentam o
seu pico maximo populacicnal em Dp. Seria de esperar uma
populagdo mais elevada em D3, com o "apport"” de energia
béstante mais elevados mas tal n3o se manifestou por qualquer
fenomeno de interferéncia. As concentragdes de acido lactico
nunca superiores a 25 mg/L,; muito aquém dos valores referidos
na literatura em animais ingerindo grandes quantidades de

concentrados energéticos (EADIE et al., 19703 NEWBOLD et

al.,1986) ndo parecem justificar uma inibigdo desta
envergadura. Sem davida nenhuma que em D o] espago
populacional abandonado pela populagdo amilolitica, foi

ocupado pela microflora utilizadora de acido lacticos que
apresenta aqui a sua expressdo maxima de crescimento. Com
efeitp, apesar de neste nivel de incorporagdo de bolota as
concentracdes de 4&cido lactico terem atingido o seu valor
maximos o efeito sobre os valores de pH ndo se fez sentir
devido & intervenc3o sinérgica da flora utilizadora de acido
lactico e dos ciliados que aqui apresentam um pico
populacional. NEWBOLD et al. (1986) referem que nos animais
faunados a taxa de remocdo de &cido lactico & bastante mais
elevada que aquela apresentada pelos animais desfaunados.
WILLIAMS (1983) trabalhando "in vitro",verificou que os

ciliados provenientes de animais alimentadoscom silagem
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utilizavam o acido lactico 10 a 20 vezes mais rapidamente que
a fraccdo bacteriama. 0 facto de a flora bacteriana
utilizadora de acido ldctico e a populagcdc de ciliados ndo
n3o apresentarem grande expressdo populacional em Dp
justifica o0s baixos valores de pH registados nesta dieta.
A modificacdo na microflora ao longo da fase de adaptagdo
estd perfeitamente patente na sequéncia fotografica feita
sobre os esfregagos efectuados ao longo deste periocdo no
carneiro # 2. Assim para além da densidade populacional

bacteriana ser manifestamente superior com a 1ingestdo de

bolota, ¢ possivel constatar um aumenta do namero de
selenomonas (MOIR e MASS0ON, 1952), lactobacilos e
bifidobactérias, de acordo com as observagces feitas por

LATHAM et al.(1971).

A evoluc3o dos AGVs ao longo do periodo de adaptacdo
expressa no Quadro 2.6.; permite verificar gque a concen-
trac3o dos AGYTs aumenta de uma forma bastante expressiva
na transicdo de Dj para Dp, onde os animais apre-
sentam uma concentragdo média de 8,2 mMoles/100ml. A sua
concentragdo diminui ligeiramente em Dgs para novamente
subir em Dg mas sem atingir valores tdo elevados
como em Dpo. A evolugdo da percentagem molar relativeae
para os acidos acético, propionico e butirico apresentam um
perfil bastante caracteristico. A percentagem relativa de
Adcido aceético sobe gradualmente ateé D3s; diminuindo em Dyg.
Esta subida ¢ acompanhada pela descida nos valores do 4acido
butirico. 0 &cido propiénico atinge o seu valor mais baixo em

Do, subindo gradualmente ateée Dy.
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Apesar da influéncia dos ciliados na produgdo de AGVs
referida na literatura ser bastante controversa, alguns
estudos referem, no entanto, niveis de AGVYs mais elevados
quando o0s ciliados est3o presentes (CHRISTIANSEN et al.,
1963) 3 JOUANY, 197%, uma subida nos valores para o Aacido
propidénico (ABOU-AKKADA e EL-SHAZLY, 1964) ou acido butirico
(KLOPFENSTEIN et al., 1966),; neste estudo apenas o incremento
nos valores dos AGVTs acompanham o crescimento da populagdo
de ciliados, talvez devido a instabilidade apresentada pelo
reticulo-rumen nesta fase. A produc3oc de A&cido propionico
no reticulo-rumen & implementada com a presenga de acido
lactico no reticulo-rumen (KAUFMANN et al.m 1981). Neste
estudo, n3c foi possivel verificar essa tendéncia, talvez
pelo facto de as concentragdes de acido lactico ndo terem
sido muito elevadas.

0 perfil do N—NHq+ muito diferente nos trés animais,
acompanha, no entanto, a curva de crescimento dos ciliados em
conformidade com as observagdes efectuadas por outros autores
(KLOPFENSTEIN et al., 19663 JOUANY, 1979).

As taxas de diluicd3o da fase liquida do conteudo
reticulo-ruminal mostraram um certo grau de flutuagdao
acompanhando a curva de crescimento populacional dos
ciliados. ORPIN e LETCHER (1983) referem que a taxa de
diluic3o do reticulo-rumen dos animais faunados e superior
aquela apresentada pelos animais desfaunados. Ndo foi
possivel observar neste estudo uma tendéncia para a
diminuic3o das taxas de diluig3o da fase liquida,tal como os

autores referem quando se aumenta o nivel de concentrado nas
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dietas (EADIE et al., 1970).
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Fig. 2.3. Variag3o dos anaerébios viadveis
totals no periodo de adaptagdo
4 ingestdn de bolota.
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NTBACTERIAS VIAVEIS x 107/g

Fig. 2.3. Variagsd da flora lactica no pe-
riodo de adaptacdo a ingestdo de

bolota.
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Fig. 2.6. Variagdo na microfauna Entodini-
inae no perioda de adaptagdo a inges-—
tdo de bolota
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Nt OE DASYTRICHA x 107/ mi

N¢ DE ISOTRICHA X 10%/ m(

-

Fig. 2.7. Variacd da microfauna Isotricha
no periodo de adaptagd & inges-—
tdo de bolota.
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Fig. 2.8. Variagdn na microfauna Dasytricha
no periodo de adaptacd3 a 1inges-
tdo de bolota.
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N® DE ENTODINIUM LONGINUCLEATUM = 10%/mt

N® DE DIPLODINIOS x 10°/ml

Fig. 2.9. Evoluc3n de Entodinium longinucle-
atum no periodo de adaptagdo a in-
gestdo de bolota.
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Fig. 2.10. Variagdo da microfauna Dipledini-
inae no periodo de adaptagdo a in-
gestdo de bolota.
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PH

M6 DE ACIDO LACTICO/1 DE FLUIDO RUMINAL

Fig. 2.11. Evolugdo nos valores do pH no
periodo de adaptagdo a inges-
tdp de bolota.
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Fig. 2.12. Variag3 nas concentracées de aci-
do l&ctico no contedado reticulo-ru-
minal no periodo de adaptacdo a in-
gestd de bolota.
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Fig. 2.13. Variagdo nos valores do N-NH4+ ne

conteido reticulo-ruminal no pe-
riodo de adaptagdo 4 ingestdo de

bolota.
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Fig. 2.14. Variagdo da osmolalidade do con-
teudo reticulo-ruminal no perio-
do de adaptagdoc & ingestdo de bo-
lota.
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FLUIDO RUMINAL
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2.15. Variagd da biomassa e azoto mi-
crobianos no periodo de adapta-
¢do & i1ngestdo de bolota.
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CAPtTULO 3

INFLUENCIA DA SUPLEMENTAGAO PROTEICA E DA INCORPORACAOD
DE PEG NA FERMENTAGA0 NO RET${CULO-RUMEN DE OVINOS ALI-

MENTADOS COM BOLOTA.

3.1. INTRODUgAQ

A expressdo deletérea dos taninos & afectada pelo nivel
proteico das dietas (SCHAFFERT et al., 19743 FORD e HEWIIT,
1979). Com efeito, n3o se casos de intoxicagdo de animais
quando estes acesso a grandes quantidades de bolota numa
pastagem luxuriante de Outonoc-Inverno. Este facto estara
provavelmente relacionado com a remogdo mais completa dos
taninos soluveis ao nivel do tubo digestiva, permitindo que
parte da proteina ndo complexada seja digerida e dessa forma
absorvida, impedindo, por outro lados gqualquer efeito téxico
devido & hidrélise e absorg3o dos taninos (ALMEIDA, 1986).

A associag3o de bolota com erva de QOutono (50:50)
baixou a digestibilidade aparente da MO no reticulo-rumen
(ALMEIDA, 1986), considerando o autor como sendo consequéncia
da actividade dos taninos da bolota. A digestibilidade
aparente do azoto também foi diminuida com a incorporagdo de
bolota na erva (ALMEIDA, 1986). FERREIRA (1984), observou em
ovinos alimentados com feno e bolota que a digestibilidade
aparente do N do ferno (0,6%9) foi diminuida com a incorporagdo
de 30% de bolota (0,63), desconhecendo-se, no entanto, se as
diferencas foram ou n3o significativas.

A incorporacd3c de bolota parece afectar a digestdo
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intestiral co NNA e a quantidade de N microbiano gue chega ao
duodeno. ALMEIDA (1986) constatou uma ligeira diminuigdo da
digestdo do NNA (como proporgdo do NNA que fluiu diariamente
para o duodeno) devido & incorporagdo de bolota em associagao
com erva. Se bem que a guantidade de N bacteriano no
reticulo-rumen tenha sido superior nos animais ingerindo
bolota, a quantidade de N bacteriano que atingiu o duodeno
diminuiu com a inclusdo de bolota.

3.1.1. Infludncia da suplementagdo proteica: Se a

interaccdc da proteina da ragdo com 0s taninos, conduzindo a
formac3o de complexos indigestiveis tanino-proteina for o
efeito imediato dos taninos na dieta, entd3o a suplementagdo
da dieta com proteina excedentaria deveria eliminar o seu
efeito. (HAGERMAN e BUTLER, 1978) referem ser necessario uma
grande gquantidade de proteina para anular o efeito dos
taninos, uma vez que para a complexagdo total dos taninos
seria necessario uma quantidade de proteina duas vezes
superior. ALMEIDA (1986) refere que uma relagdo tanino-
proteina de 0,5 provoca uma precipitagdo quase completa dos
taninos.

A utilizag3o da ureia como suplemento azotado de ragses
contendo taninos tem sido sugerida, mas os resultados tém
sido bastante controversos. RAI e SHUKLA (1977) refere que &
digestibilidade da PB do concentrado contendo 20% de farinha
de "sal-seed" desengordurada,; ndo foi modificada na presenca
de 10% de ureia. SINHA e NATH (1982) verificaram que a
suplementag3o com wureia tornou a farinha de ‘'sal-seed"

desengordurada mais palatavel, tendo aumentado a
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digestibilidade da PB e da fibra. No entanto, BUCKLEY et al.
(1983) ndo encontrou diferengas nas digestibilidades "in
vitro” de fava rica em taninos e fava sem taninos na sua
constituigdo, em presenga de ureia.

A suplementacdo de dietas com 70% de bolota com ureia,
aumentou a digestibilidade da PB em ovinos, mas diminuiu as
digestibilidades da MS e da MO (LUCARS, 1986). Contudo, a
suplementacdo das mesmas dietas com bagago de girassol
descorticado aumentou a s digestibilidades da MS e da MO

(LUCAS, 1986&6)

3.2. MATERIAIS E M&TODOS

3.2.1. Animais e dietas - Foram wutlizados 3 ovinos

Merino Branco do Alentejo do sexo masculino, munidos de

cadnulas ruminais, alimentados ao nivel de manutengdo, duas
vezes ao dia caom dietas incorporando 70% de bolota. Como
tratamentos foram utilizados trés niveis diferentes de
suplementag33o azotada com bagago de soja: B8,3% PB (Dg) s 11%

PB (Dg) e 14% PB (Dg). Em cada um destes tratamentos foi
incorporado 5% de PEG4ggy como adsorvente dos taninos (DgsDg

e Dy, respectivamente).

3.2.2. Amostragem do contedudo reticulo—-ruminal - As

recolhas de amostras foram feitas as O (antes da 12

refeicdo do dial), 2, 4%, 65 10, 14 h apés a primeira refeigdo
do dias, com o auxilio de uma colher de sopa para permitir
um acesso mais profundo no interior do compartimento

reticulo-ruminal e repetidas ao fim de 7 dias.
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3.2.3. Microbiclogis - Todas as manipulagoes

anaerobicas Toram de acordo com as técnicas desenvolividas por
HUNGATE  (1969),s com as modificagdes introduzidas por BRYANT
(1972). A diluicdoc das amostras foi processada de acordo com

BRYANT e BURKEY (1959). A guantificag3dec das bacterias anaero-

bias viaveis totais foi feita em meioc ?28-3 + xilano (HENNING
e VAN DER WALT, 1978). Na guantificagdo das bacteérias
substractoespecificas foram utilizsdos melios contendo

substractos purificados, meio de amido (KURIHARA, 1967), meio
de celulose (HOBSON = MANN, 1969) e meio de caseina
(APPLEBY, 1955 - modificado por BELLET, 1984) respectivamente
para a quantificagdo de bactérias utilizadoras de amido, ce-
lulose (estatisticamente pelo método do NMP) e caseina.

A fim de minimizar o efeito das diferentes
ingestibilidades dos animais, as amostras para inoculac3o dos
melos eram provenientes da mistura dos conteudos reticulo-
ruminals recolhidos as 0O, 2« 4 e 6 h s conserwvadas no
refrigerador a 4°¢ (DEHORITY e GRUBB, [780) dentro de copos
de vidro selados anaerobicamente.

As contagens de ciliados e a sua caracterizacdo foram
feitas de acordo com WARNER ¢ 19625 PURSER e MOIR (1958 -
modificada por MARINHO, 1983) e OGIMOTO e IMAI (1981)
respectivamente, em amostras compositas provenientes de todas
as recolhas efectuadas no periodo de 24 h, contandoc todas as
células em alicotas de 10 ul.

3.2.4. Analises quimicas - 0 pH das amostras foi

imediatamente determinado potenciometricamente no conteudo

inteiro, antes da sua filtragdo por "itamine", para remocdo
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do material particulado. As amostras filtradas eram
imediatamente acidificadas com HzSO, a 30% e rapidamente
armazenadas em congelador, para analise dos AGVYs, acido
lactico e amonia.

A aménia foi determinada por titrimetria dos destilados
recebidos em acido bérico . O acido lactico foil

determinado de acordo com a técnica desenvolvida por HARPER e

RANDOLPH, apos desprotreinizagdo das amostras com acido
tricloroacético a 3%  (JOUANY, 1979). Os AGVs foram
determinados por cromatografia gas-liquido em aparelho

Hewlett Packard, munido de um detector de ionizagdo de chama,
utilizando com gds de arrasto azoto ( 24 wml/min.). A
separac3c dos &cidos foi feita em colunas inox, 2 m comp X
1/8" cheias com FFAP 0,5% + H3zPO, 0,3% em Chromosorb WAW .

Os fendis totais foram dterminados no sobrenadante de
amostras centrifugadas a 40 000 g, pelo me todo de

oxi1dorreducd3c do Azul da Prussia, utilizando a&acido tanico

como padrdos de acordo com ALMEIDA (1986). Os taninos no
alimento foram determinados por turbidimetria, utilizando
gelatina como agente complexante, de acordo com o meétodo

desenvolvido por ALMEIDA (1986).

3.2.5. 0Osmolalidade - A osmolalidade do conteudo
reticulo-ruminal foi determinada em amostras centrifugadas a
40 000 g, pelc abaixamento do ponto crioscépico, utilizando
um semimicroosmémetro Knauer.

3.2.6. Biomassa g azoto microbiane - 0 residuo seco

microbiano foi determinado nos ‘pellets” liofilizados,

de amostras centrifugadas fraccionadamente de acordo com O
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método desenvolvido por JOUANY (1979). 0O N das fracgoes
microbiaras foi determinado por Kjeldhal, em duplicados de
250 mg para a fraccdo bacteriana e duplicados de 300 mg para

a fracgdo ciliados.

3.2.7. Volume do conteado reticulo-ruminal e taxa de
“gut-flow" - O volume do conteudo reticulo-ruminal e a taxa
de ‘“out-flow" foram determinados espectrofotometricamente de

acordo com a técnica desenvolvida por EL-SHAZLY et al.(1976).
A in%troduc3o do marcador no reticulo-rumen foi feita 1 h
apes a ingest3e alimentar da manhd e as amostras foram
recolhidas em intervalos de &h, da 12 & 72 horas. Ate
processamento posterior, as amostras eram imediatamente con-
geladas. O volume do conteuddo reticulo-ruminal na altura da
infus3o do Cr.EDTA foi obtido matematicamente por extrapola-
c30 a partir da reta de regressdo da concentragdo do marca-
dor "versus' tempo. O coeficiente de regressdo foil usado para
0 calculo da taxa de "out-flow'" (% do marcador/h).

3.¢.8. Testes de fermentagdo 'in yvitro" - A fim de

testar a capacidade fermentativa do ineculo dos o©vinos ao
longo dos tratamentos, foi utilizado o sistema ‘'gas-test"
MENKE et als 1979) para fermentar substractos purificados e a
capacidade fermentativa em relagdo ao alimento que os animais
estavam a ingerir. A actividade sacaroclastica foi testada
utilizando celulose pura (papel de filtro Whatman n2il), amido
solavel (BDH), xilano (SIGMA) e pectina (SIGMA). A actividade
lipolitica foi testada utilizando glicerol e 6leo de linhaga.
A actividade proteclitica foi testada utilizando caseina

(DIFCO). O tempo de fermentacg3o para efeitos da leitura de
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gas variou com o tipo de substracto. Para os substractos
glucidicos rapidamente fermentédveis,; para o alimento e
glicerol estabelecemos wutlizéamos o valor da producdo de gas
as 6 h de fermentagdo. Para a caracterizagdo da actividade
celulolitica foi wutilizada a leitura feita as 48 h de
incubagdo e para a caracterizagdo da actividade lipolitica
utilizamos a leitura da produg3o de gds as 24 h de incubagdo.
Estes critérios foram estabelecidos em estudos prévios,
verificando as cinéticas de produgdo de gas nos Vvarios
substractos. Todas as fermentagdes foram sujeitas a uma
repetigdaoc com intervalo de 7 dias. Os conteudos reticulo-
ruminals para as fermentagdes no sistema do "gas-test", foram
misturaé dos conteudos dos tr€s carneiros da experiéncia.

3.2.9. Taxas de producdao de gas pelo conteudo reticulo-

ruminal "in vive'" - Para a avaliagdo das producdes de gés

pelo conteddo reticulo-ruminal "in  wvivo', utilizdmos a
tecnica desenvolvida por EL-SHAZLY e HUNGATE (1965), sendo os
resultados expressos em pl/g/min.

3.2.10. Analise estatistica - 0Os resultados foram

tratados estatisticamente por andlise de varidncia "one way" e
multifactorial e a comparac3o de médias foi feita utilizando
o "multirange-test de Duncan. 0 tratamento por regressdo
linear simples foi também utilizado para testar o nivel de

correlagdo entre algumas varidveis.

3.3. RESULTADGS

3.3.1. 0Os protozodrios ciliadaoas - A populacdo de

ciliados foi significativamente (P<0,001) influenciada pelas
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suplementacdes proteicas e pela incorporagdo de PEG, tendo
aumentado com a incrementac3o da PB das dietas e diminuido
com a incorporacdo de PEG nas dietas com 1 e 14% PB (GQuadro
3.1.)(Fig. 3.1).

da suplementagds proteica e g3 incerperagdc de PER

Quadro 3.1, Efeitos
no af de ciliades iy 1877al) do reticuis
gerinde 794 de Doletz nas suas dietas £ T B.p.B.E,

[ uvin: PEG Dietas % FE
e A Dq" 393 ES' i1 Db- 14
3 10 443
4 bl T 9,88 - - 931‘2’& ol
{ ¥
' ] HyHY 9,25 - = 4\05 T U,60
i T ne @ ne
& 73 TgY isag T oueit gyia TP, 7Y
_ e
c ¥
5 .74 2 6,37 1,87 I .84 Gy87 Ot 8,99 |
3 = 3 ., 8 + ° (z 3 P
w Yyad c gyl 1341 d < decl lt)_!?t’ T C;IC
R ¥
3 $,55 1 8,17 1237 I 8,35 4,49 t 6,92
aq 2 )
& - - {1,208 & 4,21 - -
4
B - - i 498 t 8,35 - -
Lo, 8 i I o & ie
P g 0264 . % 5,10 1 1439 g I eyl 9,58, = his
i § ¥
3 G569 19,13 f e 1 9,28 4,21 ta.ch

0s asteristicos referea-se a diferengas significativas na mesea coluna, devidas
av PEB; Na mesma coluna, diferencas significativas enir2 animais, letras dife-
rentes es indice superior; Na mesaa linha, diferengas significativas por efel-
to do nivel de suplesentacdc proteica, letras diferentes em indice inferior.

Paralelamente a acompanhar as modificagdes
quantitativas operadas aoc longo dos tratmemtos, as
modificag8es gqualitativas foram tambem importantes, particu-
larmente com a inclus3ode PEG no nivel de suplementagdo pro-
teica mais baixo (8,5% PB). Com efeito, com a incorporag3o de

PEG nesta dieta, os Entodiniinae de maiores dimensoes
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{Entodinium dilobum e E. longinucleatum) foram gradualmente

substituidos por formas de pequena dimensdo (Entodinium

brevispinum).

3.3.2. As bactérias — As bactérias viadvelis anaerdbias
totais foram influenciadas significativamente pela
suplementag3o proteica (P<0,001), mas a influéncia do PEG ndo
foi significativa(P = 0,06)(Quadro e Fig. 3.2.). As bactérias
utilizadoras de amido( Fig. 3.3.) foram também influenciadas
significativamente pela suplementagdo proteica (P<O,001) e

pelo PEG (P<0,03)(Quadro 3.3.). As bactérias proteoliticas

Suadre 3.2, Efeites da suplementagdo proteica e da ingerporacdo de PEG
ne n¢ de bactérias anaerébias totais x12 /alMiX & e.p.m.i.

Qvine PEG Dieta - % FH |

e £ Dg - 8,5 bg - ! By - 14
bl et e |- - iB,605 + 9,76
i % "
To0 ke 19,3 - - 55,85 ¢ 12,15
; n e d . - & ) 2 -
| T 0B L ST E RS | L1775t LT
I + #
| " Lo . .
: 3 5,58 + l,BG 26,06 * i:ig?é 52936 ks 16,12
o o d - B .. s i ned e
g C;l‘} ks 1,C6 S;Bﬁ T Hy0h ‘43;5\1 t 15;76
3 g © d e
5 5,73 £ 0,96 | 36,50 % 4,2 4,50+ 3,37
G - - 5,33% 41,83 - -
i
5 - - 743 £ 2,33 - -
_ § B.86% 6,08 | 5,83 0,26 | 351 1437
i H
5 542 £ 0,63 | E0,56 13,89 | 46,35 £ 5,43

Os asteristicos referes-se a diferengas significativas na aesma coluna devidas
ap PEB; Ha mesma coluna, diferengas significativas entre anisais, letras dife-
renies em indice superier; na aesaa linha, diferencas significativas por efei-
to do nivel de seplesmentagic proteica, letras diferenies es indice inferier.
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(Fig. 3.4.) foram influenciadas significativament

e ( P<O,01)

pela suplementagdo proteica e pela incorporacdoc de PEG nas di-

etas (Quadro 3.4.). As bactérias celuloliticas foram influen-

ciadas significativamente pela suplementagdo proteica(P<0,001)

e pela incorporacdc de PEG (P<O,035)(Ruadro e Fig. 3.5.). OUs
Guadro 3.3, Efeitos da suplemenfagd profeica e da incopporagéo de PEGB
no 02 de baclérias utilizadoras de amide (x 18 /glif & e.p.a.!
i . . ; -
i Oving Fed Dietas - % FE
K2 % Iy - 8,5 bg- 11 fg- s
i, 4 - - 7 L
¥ 8)?‘}‘: I a3y 12,79* k) -459\.!
! 4 *
z 28,76 1 3,18 - - 3946 716
: . A faed 4 gy o npd
o 52318 t = iy llt.';dc T 17-_30 56;‘19& t 5,1@
2 ¥ ¥ ¥
5 38,38 S48 18,38 1 4,40 42,38 1 17,89
) 3 nna + 4 a x-»a +$ i £ mn mpd + 4 & |
H B 938 ~ I O ¢ quaﬁc kg Yt} 1';J{1) 4 = -heb' !
3 ¥ ¥ :
5 29,68 * g6 1 3378 117,760 TH.ae 111,99
- 2 R
I¥] - - u:;51 ¥ £.0% - -
§ £
3 - - 34,79 % 1,86 - -
_ 8 10,17, 4,74 12,68, & 08 79,964 5,59
i 1 ¥
3 2786t 4,18 §5.66  * i5,28] 77,100t 13,68
05 asteristicos referea-se a diferencas significativas, na sessa coluna, devidas
ac PEB; na mesaa coluna, diferengas significaiivas entre animais, istras dife-
rentes eg indice superior; na mesaa linha, diferemgas significaiivas por efeife

o nivel de suplementagdo proteica, letras diferentes em indice inferior,

animais apresentaram em Dg, diferengas significativas entre

i (P<0,01) na contagem de batérias celuloliticas.
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bios totais, as bactérias utilizadoras de amido e as bactérias
proteoliticas, ndo foram influenciadas pelos animais de forma
significativa.

duadrs 3.4, Efeiic da suplesentagdo proteica 2 da pcorporagao de PEG
no n? de bactérias proteoliticas {x 167/aliiX ¢ e.p.a.).

dvino PEB Dietas - % PE
e ; Dy - 85 bg - 11 Dy - 14
. a
B 64,08 ¥ 6,38 - - 3,83 73 t 0,85
{
S 88 10,7 - - 9:36 6,72
.8 ,.s ed i & C a y &
i) 3!46 C ks Gn‘)c thu c T byob 9,&9 dt 1yd
2 ¥ b §
3 3,82 g7 3,886 3,79 573 % 3,25
A ; E| q i a8 e 0ooo and
g 3)78 s b4 5:’337 -h"ic z T 8,07 858\} d - 1,13
3 ¥
. P . - .
3 3489 % 1,34 3,06 £ 8,88 8,66 1t 1,38
-
g - - 4&3? I ‘:h‘fl - -
[ %
= mn Aol a
o = = 3398 k4 33 - -
i _ & 373, b 827 4,39, t 9,31 By724 I ByéS
*
Z 4,84 % 9,89 £5y28 f il,60 7,92 ¢ L9

Os asteristices referea-se a diferengas significatives na mesma coluna, devidas
o PEG} Ka meswa coluna, diferengas significativas enire animais, lefras dife-
rantes es indice superior; na mesma linha, diferengas significativas por efeito
do nivel de suplementagdo, letras diferentes es indice inferior.

LY

3.3.3. Andlises guimicas — 0Os valores de pH ndo foram

influenciados significativamente, nem pelo nivel de
suplementagdo, nem pela inclus3o de PEG. Contudo, nas dietas
contendo 11 e 14 % PB, os valores foram 1ligeiramente mais
baixos (Gr&ficos 3.6., 3.7., 3.8.5 3.9., 3.10. e 3.11.). Os
valores de N—NHQ+ foram significativamente influenciados pelo

nivel de suplementagdo (P<O,001). No entanto, nas dietas
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contendo 8,35 e 14 % PB, o PEG incrementou ligeiramente os
valores do N—NH4+, baixando ligeiramentev na dieta contendo
11 % PB (Fig. 3.12.). 0Os valores da aménia variaram com a ho-
ra de amostragem tendo as tend@ncias das curvas sido
influencidas pelos tratamentos. Os valores vém expressos no
grafico da Fig 3.14.. Valores médios diurnos no Quadro 3.6..
Os valores do &cido lactico foram influenciados

significativamente pelo nivel de suplementagdo (P<O,001),

Buadro 3.5, £feite da suplesentac® profeica e da incopperagdo de PEG
no namero de hactérias celuloliticas (x 187300 t e.poa.t.

Qvine PEB Dietas - & FB
N % Dy - 65 Ig - 1! Dy - th
8 2,607 1 8,40 - - 17,687 ¢ 9,20
5 17,80 % 8,29 - - 18,60 8,26
0 §,65°, £ 1,90 9,79% 1 0,19 | 12,6075 ¢ 6,86
E 5 12,60 ¢ 5,80 3,00 £ 1,19 | 15,30 ¢ 4,80
: 5,78% ¢ 2,37 5.80% £ 6,16 | 17,80%; ¢ 2,00
3 5 17,00 £ 2,00 5,59 £ 8,10 | 19,80t 1,00
8 - - 7,9 £ 8,79 - -
4
5 - - 5,00 £ 9,70 - -
_ 9 4,78, 2,37 7,80, 1,88 | 15,584 ¢ 2,50
x 5 15,50t 2,5 4,20 £ 1,00 | 15,55 2,40

D5 asteristices referea-se a diferencas significativas, na sesea coluna, devi-
das av PES; na mesea coluna, diferencas significativas entre animais, letras
diferentes ea indice superiorj na sesma linha, diferencas significativas por
efeits do nivel de suplementagdo proteica, letras diferentes es indice inferior.
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Quadre 3.5, Efeita da suplementagd proteics 2 @5 incorporagde de PEE nos vale-
es gédiss diurnos da concentragds de N-NHy, (mg/le6sliiX f e.p.s.)

fvinz FES Dietas - % PR
.o % Dy - ByS Bg - il by - 14
8 15,67, 2,85 - - 45,924 2 s8¢
g 12,99+ {82 - - 35,86 2,81
¢ 8,13, ¢ 9,7 27,68y 1 3.38 25,39 1 4,43
2 ¥ +
J (131“1 T lyh1 28,36 ot y:‘a 3E;3E ks 3!7-5
8 8,77, 1,35 29,834 * 3,71 28,74y * 3l
3 ¥ ¥
5 12,69 ¢ 1,83 21,72t 3,9 35,45 t G2
@ - - 23,12t 2,3 - -
aj*
5 - - 21,51 1 2.7 - -
_ g 8,45 F 4,45 36,87 r 3,41 33,43 t 18,58
i +
3 12,50t a,4b Ch,Bs t 3,96 35,23 t 8,27

05 asteristicos referes-se a diferengas significativas na messa colura, devidas
o SEB na mesma toluna, diferengas significativas entre animais, letras dife-
rentes es indice superiorj na eesaa linha, diferengas significativas por =feite
tr go nivel e suplementacdc proteica, ietras diferentes e indize inferior.

tendo a dieta com 11% PB (Dg) apresentado os valores mais
elevados, embora n3do significativamente relativamente a dieta
contendo 14 % PB (Dg)(Quadra 3.7.)(Fig. 3.16). A inclusdo
de PEG influenciou significativamente (P<0,03) as concentra-
gdes de acido lactico apenas na dieta com 8,5% PB.

Os 4&cidos gordos volateis ndo foram influenciados
significativamente pelos tratamentos (Quadro 3.9.), se bem
que tenham aumentado ligeiramente com o nivel de suplementa-
c30 proteica. O &cido butirico foi o que apresentou uma ten-

déncia mais definida para aumentar com & sup lementagdo
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priteica.

Os fendis totals doseados no fluido reticulo-ruminal
(Quadro 3.8.) foram influenciados significativamente
(P<O,001) pela suplementagdc proteica das dietas, n3do tendo
sido influenciado significativamente (Fig. 3.19.) pela incor-
poragdo de PEG. O0Os valores mais elevados foram registados
gquando os animais ingeriam a dieta contendo 11 % PB.

Guadro 3.7. Efeitc da suplementagdo proteica e da incorporagdo_ de PES nos
valores sedios diurnos para o dcide lactico {ag/LMX t e.p.e.].

Ovingo PEB Dietas - § FE
% 4 Dy - 845 HERI $! Dy - i
& 2,78 t 1,46 - - 3784 T 18,00
i ¥
5 B:36 % 4,14 - - 31,47 ¢ 1,33 i
@ 2,97. 2,23 69,384 1 25,18 73084 1 15,81
e ¥
i 14,68 % 4,55 59,76 f 28,10 35,49+ 5,85
g 3,80, 12,67 87,384t 13,86 33,58, 11,22
3 #
3 16488 4,33 52,76 * 11,56 §3,36 t 8,57
8 - - 76,18 2 21,88 - -
4
3 - - 83,68 * 12,9 - -
_ 8 318, 9,5 73,684 1 18,35 26,934 & 11,080
X *
3 13,08 % 3,99 52,18 1 2,18 36,86 1t 5,92

Js asteristicos referes-se a diferengas significativas na mesaa coluna, devidas
ao PEB: na mesaa coluna, diferengas significativas enire anisais, letras dife-
rentes ea indice superior; na mesaa linha, diferencas significativas por efeife
do nivel de suplementacdc proteica, letras diferenies ea indice inferior,
3.3.4. Osmolalidade - A osmolalidade ndo foi influenci-
ada significativamente quer pelo nivel de suplementagdo, quer

pela 1incorpora ¢gd3o de PEG. Porém, os seus valores baixaram

sempre com a incorporagdo de PEG em func3o da hora apos a in-
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duadre 3.8, Efeite da suplementacds proteics 2 da incorporagde de PEG
na concentracdo ge femois (mg/169 aliii * e.p.m.i.

| Dving | PEG | Diatas - % PE

4 5 Dy -85 bg- 1! Dy 14

9 -r;?Gc b 9,35 - - 7(5‘7& I ﬁ)le
i

g 6,28 I @,29 - - 7,83 f 8,25
2

g .08 8,04 L7 6,33 9 9,1

8 5,30, 6,17 | 18,704 £ 9,27 8,804 ¢ 6,16
3 4 H

3 8,50 2 8,35 11,78 % 8,31 3:9¢ 1 6,11

9 - - IﬂyS‘d i’ Jn’:’f. = -
4

5 - - 12,80 % g,38 - -
i

3 LPY-X B O BY.1 1,80 1 6,17 6,87 1 8,958

s asferistices referes-se a diferengas significativas na sesea ccluna, devidas
3¢ P2Bi na mesma coluna, diferencas significafivas enire anisais, letras dife-
rentes es indice superior; na mesma linha, diferengas significativas por efeito
do nivel de suplementacdn proteica, letrasdiferentes es indice inferior,

gestdo alimentar, de forma significativa (Fig. 3.13. e 3.15).

3.3.5. Biomassa e azoto microbianoc - 0 peso seco dos

ciliados foi influenciado significativamente (P<0,001) pela
suplementacdo proteica e pela incorporag3o de PEG. A
interacgdo suplementagdo proteica/PEG foi significativa para
P<0,01. Se bem que os valores para o peso seco dos ciliados
tenha aumentado sempre com a incorporagdo de proteina, os
seus valores baixaram sempre com a incorporacdoc de PEG, de uma
forma bastante manifesta na dieta contendo 14% PB (Fig.3.20).
0O N acompanhou esta tendéncia (%ig.B.El.), mostrande uma certa

variagdo de acordo com o tempo decorrido apdés a primeira
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refeicd3o do dia embora ndo de uma forma clara (Fig. 3.22.,
3.24. e 3.26.).

Os valores para o peso seco bacterianoc foram
influenciados significativamente (P<0,001) pela suplementagdo
proteica e pela incorporagdo de PEG. A interacgdo
suplementac3o proteica/PEG também apresentaram o mesmo nivel
de significdncia. A biomassa bacteriana aumentou com o nivel
de PB nas dietas e aumentou ainda mais com a incorporagdo de
PEG (Fig. 3.23. e 3.28.). Os valores do N acompanharam esta
tendéncia(Fig. 3.29.), apresentando alguma variacdo com o tem-—

po decorrido apés a ingestdo alimentar (Figs. 3.25. e 2.27.).

3.3.6. Volume do conteudo reticulo-ruminal e taxa de

"gut-flow" - 0O volume do conteddo-ruminal e as taxas de

"outflow" n3o foram influenciadas significativamente pelo
nivel de suplementagdo proteica e pela incorporacdo de PEG
nas dietas (Quadro 3.10.)(Fig. 3.30.). 0O volume do conteddo
reticulo-ruminal manifestou tendéncias para diminuir com a
inclus3do PEG, que baixou ligeiramente as taxas de "outflow"
em Dy e g, e incrementou em Dy (Grafico 3.31.).

3.3.7. Taxas de producdo de gas pelo contedudo reticulo-—

ruminal — As taxas de produc3o de ga&s pelo conteddo reticulo-
ruminal "in vivo" apenas foi influenciada significativamente
pela suplementagdo proteica (P<0,001), subindo com os
incrementos de proteina, ndo tendo; no entanto, sido signifi-
cativamente alterada pela inclus3do de PEG nas dietas (Fig.
3.32.). As taxas variaram com o tempo decorrido apés a inges-
t30 alimentar, apresentando os valores mais elevados as 2 e

e 10 h (Fig. 3.17.).
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3.3.8. Testes de fermentagdo de substractos purificados

"in vitre" - A fermentag3o do alimento foi influenciada

significativamente pela qualidade do inéculos isto e, folil
influenciada significativamente (P<0,001) pela suplementagdo
proteica pelo PEG, tendo a interacg3oc PB/PEG apresentado
também o© mesmo nivel de significdancia (Fig. 3.33.).

A fermentac3o do amido foi influenciada significativa-
mente pela suplementag3o proteica (P<0,001), pela incorporacdo
de PEG (P<0,035) e pela interacg3o PB/PEG (P<0,001). O PEG fez
baixar a produg3o de gas em D5 e Dgs; tendo aumentado as pro-
dugdes em D (Fig. 3.34.).

A produc3o de gas a partir da fermentagcd3o da pectina
foi influenciada significativamente (P<0O,001) pela
suplementacdo proteica, pela incorporagdo de PEG e pela
interacg3 PB/PEG. A incorporagdo de PEG fez baixér as
produgdes em Dy e Dg (Fig. 3.33.).

As producdes de ga&s na fermentacdo do xilano, celulose
e glicerol também foram significativamente influenciadas
(P<O,001) pela suplementagdo proteica, pela incorporagdo de
PEG e pela interaccd3c PB/PEG, tendo o PEG baixado a produgdo
de gds em Dg (Fig. 3.36. , 3.37. e 3.38.).

A producdo de gas na fermentagdo do o6leo de linhagé,
foi influenciada pela suplementac3o proteica, mas ndoc de uma
forma significativa (P = 0,09), tendo a incorporagdo de PEG e
a interaccdo PB/PEG influenciado significativamente (P<0,03)

as producdes de gas (Fig. 3.39.).
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As taxas de degradacdo da caseina foram influenciadas
de uma forma bastante mais significativa pela incorporagdo de
PEG nas dietas (P<0,001), do que pela suplementagdo proteica
(P<0,05)(Fig. 3.18.) A interacgdo foi significativa para

P<0O,03.

2.4. DISCUSS&O

A suplementagdoc proteica das dietas foi determinante na
modificacd3o de todos os parametros fermentativos do reticulo-
rumen. As modificagdes qualitativas e gquantitativas operadas
no seio da populagdo de ciliados, confirmam a importd3ncia que
deve seér dada & suplementag3o azotada de dietas com elevado
teor em energia. 0 aumento do nivel de proteina nas dietas
aumentaram a populagdo de ciliados e de bactérias expressa
nas suas densidades populacionais e na sua biomassa. Se a
disponibilidade em energia sob a forma de glicidos facilmente
fermentdveis & decisiva para o desenvolvimento de grandes
populacces de ciliados (NAKAMURA e KANEGASAKI, 19693 ABE et
al., 1973), n3o menos importante ¢ a disponibilidade em
proteina (HUNGATE, 19665 MOWRY e BECKER, 1930) . Uma
concentragdo adequada de azoto ¢é fundamental para a
maximizag3o da proteossintese microbiana no reticulo-rumen
(STERN e HOOVER, 1979), para o ndo desenvolvimento de
fermentag3es desacopladas (McMENIMAN et al., 197635 BUTTERY,
1977).

O peso seco dos protozoérios ciliados nas nossas

amostras situaram-se a um nivel bastante superior (15 - 30
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g/L) aos valores citados por outros autores com outro tipo de
dietas concentradas. Assim, JOUANY (1978) refere nos seus
ensaios com substractos energéticos purificados, valores para
0 peso seco dos ciliados ndo superiores a 14 g/L e ARAMBEL et
al. (1982) reporta nos seus estudos valores ndo superiores a
18 g/L. Esta diferenga poderd ser atribuida a um certo grau
de superestimac3o motivada pelas caracteristicas especificas
das dietas que os NOossos animais ingeriram. Com a efeito a
técnica foi por nés testada com os animais numa dieta
convencional (70% feno + 30 % concentrado comercial), tendo
sido obtido resultados muito préximos daqueles apresentados
na literatura. O peso seco bacteriano também foi bastante
superior (4 =~ 17 g/L). Os teores em N da fracgdo <ciliados
(S - 6%) situaram—se abaixo dos valoreé apresentados por
ARAMBEL. et al. (1982), que referem valores para o N dos
protozodrios ciliados de 8,44 em bovinos alimentados com
dietas de baixo teor concentrado, e 7,94 em bovinos
alimentados com dietas de elevado teor concentrado. No
entanto o0s nossos resultados foram muito semelhantes aqueles
apresentados por JOUANY (1978).
0O N da fracc3do bacteriana nas nossas (5 - 6,5%) amostras

foram inferiores aos registados por ARAMBEL et al. (1982),
que referem valores de 10,8 e 9,9%, consoante se trate de
bactérias Gram (-) e Gram (+) respectivamente. 0Os valores
referidos por JOUANY (1978) nos seus ensaios variam entre 556
e 9,6%). ARAMBEL et al. (1982), no calculo do N das bactérias
do reticulo-rumen utilizou estirpes bacterianas puras

cultivadas "in vitro". McALLAN e SMITH (1977) referem que o
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conteddo em azoto das bactérias baixa com o aumento no seu
teorem carbohidratos de reserva, Qque por sua vez esta
estreitamente relacionado com o nivel de gldcidos ingeridos
com a dieta. A variagdo na percentagem de azoto dos ciliados.
& claramente observdvel 4 4 e 10 h de «colheita, nas dietas
contendo 8,5 e 11%4 PB.

Os valores apresentados para o N—NHL,+ acordam com
alguns valores citados na literatura, com animais
suplementados com soja (DAVIS e STALLCUP, 1967 - cit. por
CHURCH, 1979). As variacdes das concentragdes em fungdo da
hora de colheitas; mostraram diferentes tendéncias consoante o
nivel de suplementagdc proteica. No nivel mais . baixo de
suplementagcdo a tend@ncia para um aumento dos vlores da
aménia apés a ingestdo alimentar. Situagd3o semelhante foi
possivel observar em ovinos ingerindo 30% de bolota (MARINHO,
1983). Contudo, mnos niveis mais elevados de suplementagdo
proteica a tend@éncia foi contréria, diminuindo apds a
ingestdo alimentar. A incorporagdoc de PEG nas dietas
alteroude certa maneira os perfis do N—NHq+, aumentado
consideravelmente 0s seus valores particularmente nas
dietas contendo 0o nivel mais elevado de proteina.
CHRISTIANSEN et al. (1965) referem que a presenga de ciliados
estda normalmente associada com valores elevados nos teores em
N—NH4+, quando comparados com os valores fornecidos por
animais desfaunados. Nos nossos animais a eliminagd3o de wuma
parte da populag3o de ciliados com a inclusd3o de PEG na
dieta, determinou valores mais elevados para as concentragdes

+
de N-NH, .
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A sup lementacdo proteica das dietas aumentou
consideravelmente a concentragdo de 4acido lactico no
canteddo reticulo-ruminal dos animais, sem no entanto nunca
atingir valores equipardveis aags cltados na literatura
(CHAMBERLEIN et al., 19835 NEWBOLD et al., 1982). As
concentragoes de 4cido lactico no reticulo-rumen variaram com
a hora de amostragem, atingindo os valores mais elevados 2 - &4
h apos a ingestdo alimentar. & possivel observar no grafico da
Fig.3.16.5 que as taxas de remog3o do acido lactico s3doc mais
elevadas nas dietas que préporcianaram nameros populacionais
mais elevados para os ciliados do reticulo-rumen (CHAMBERLEIN
et al., 1983; NEWBOLD et al., 1982; WILLIAMS, 1982), fendmeno
estreitamente associado com a incorporagdo de PEG nas dietas
dos animais.

As taxas de produgdo de gas pelo conteiddo reticulo-
ruminal foram manifestamente aumentadas com a suplementagdao
proteica e com a incorporagdo de PEG nas dietas. As taxaé
maximas de produgcdo s3o atingidas 2 h apées a 1ingestdo
alimentar, quando s3o atingidas as concentracdes de acido
lactico mais elevadas.

NZo foi possivel observar qualguer efeito pronunciado
da suplementac3o proteica na produgdo de AGVs. Por limitagdo
da quantidade de amostras, a leitura teve que ser feita na
mistura das amostras pertencentes as varias horas de
colheita. Talvez este tratamento tenha mascarado qualquer
efeito mais pronunciado por barte da suplementagso. A
suplementacdos no entanto, aumentou as concentragdes dos AGVs

vestigiais, se bem gque de uma forma ndo significativa. Este
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facto tem necessariamente a ver com a fermentagdoc dos
aminodcidos de cadeia ramificada (SHAZLY, 1932).

A actividade fermentativa "in vitro" quer o substracto
ingerido pelos animais,; quer os substractos purificados de
natureza glucidica, aumentou com a incorporacdo de proteina
na dieta. De destacar na fermentagdo da celulose a diminuigdo
do tempo de lat@ncia na sua degradag3o, que baixou de 24 h
na dieta com 8,5% PB, para 8 e 6 h, respectivamente 11 e 14 %
PB. A degradagdoc proteica no reticulo-rumen coloca a
disposig§0 das bactérias celuloliticas AGVs de cadeia

ramificada que constituem factores de crescimento para estas

bacterias (BRYANT et DOETSCH, 195535 ALLISON et al., 19623

BRYANT et ROBINSON, 1962; SALSBURY et al., 1960). Com efeito
estes 4cidos de cadeia ramificada, 4dcido isobutirico, 4acido
isovalérico e 4cido 2-metil-isovalérico sdo utilizados pelas
bactérias celuloliticas para sintetizar respectivamente os
aminodcidos valina, leucina e isoleucina (ALLISON et al.,
19623 ALLISON et BRYANT, 19633 BRYANT, 1973.).

As taxas de degradag3do da caseina mostraram uma ligeira
‘tendencia para aumentarem com a elevag3o de nivel de proteina
nas dietas dos animais. 0O aumento significativo nas taxas de
degradac3o que foi possivel observar com a inclusdo de PEG
em Dgs associa-se perfeitamente com o crescimento da
microflora proteolitica (Fig. 3.4.).

Parece existir, de facto, uma relagd3 muito estreita
entre a actividade glicerolitica e lipolitica (HOBSON e MANN,
1961). Nas Figs. 3.38. e 3.39., as téndenciasdas curvas de

produc3c de gds sdo bastante semelhantes.
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A concentracdo de fendis totais aumentou
consideravelmente com a suplementagdo proteica. 0Os valores
mais elevados registados no conteddo reticulo-ruminal dos
animais na dieta contendo 11% PB encontram-se ja nas margens
de interfer@ncia que os fencis s3do capazes de provocar nas
bactérias do reticulo-rumen (BORNEMAN et AKIN, 1983).

Ndo foi possivel nas nossas condigdes experimentais
despistar o efeito dos taninos com a utilizag3do do PEG4ppp- A
incorporac3o deste polimero nas dietas, produziu modificagdes
importantes nos parametros fermentativos. As taxas de
producdc de gds pelo conteiado reticulo-ruminal “in wvivo"
aumentaram consideravelmente com a sua incorporagdos como
também aumentaram as populag8es bacterianas. Todavia ndo e
possivel atribuir apenas ao bloqueamento dos taninos da
dieta pelo PEG, o aumento das actividades fermentativas do
conteiddo reticulo-ruminal. Com efeito, a incorporagdo de PEG
alterou consideravelmente a relagdo bactérias/ciliados. A
populacdoc de ciliados diminuiu sempre com a inclusdo de PEG.
Os resultados sugerem-nos que o aumento das actividades
fermentativas no reticulo-rumen ficou a dever-se,
fundamentalmente ao aumento da populagdo bacteriana, que
possuem taxas metabélicas superiores aos ciliados (CLARKE,
1964) . Se bem gque o0s nossos resultados n3o deixem
transparecer de uma forma claras; o PEG alterou as taxas de
diluic3o do conteudo reticulo-ruminal, particularmente quando
os animais ingeriaram 14% PB nas suas dietas. SEQUEIRA (1988)

refere modificacdes importantes na taxa de diluig3do do

conteado reticulo-ruminal dos animais tratados com 4% de PEG.
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0 aumento da proteossintese microbiana que o mesmoc autor

refere, ¢ provdvel que possa ser devida a diminuigéo da
populacdo de ciliados beneficiando o crescimento da populagdo
bacteriana. A confirmar4sé esta situagdo, o aumento das
“‘performances" dos animais com a inclusd3c de PEG nas suas
dietas, fica a dever—-se mais & modificag3o da taxa de.
diluigdo do fluido reticulo-ruminal, do que & inactivagdo dos

taninos nas dietas dos animais.
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CAPL TULO &4

ESTUDOS RELATIVOS A REIMPLANTAGAO DE POLYPLASTRON, DI-

PLOPLASTRON, OPHRYOSCOLEX, ISOTRICHA e DASYTRICHA.

4.1. INTRODUG&O

A implantag3o dos protozodrios ciliados no reticulo-
rumen s & possivel com a presenga de uma flora bacteriana
abundante e bastante diversificada (FONTY et al., 1988 -
submetido a publicagcdos FONTY et al., 1981). frabalhos efec-
tuados "in vivo" por JOUANY (1978) e GRAIN et al.(1978), evi-
denciaram a existéncia de um conjunto de factores que dirigem

a implantac3o dos ciliados Polyplastron, Entodinium e Isotri-

cha no reticulo-rumen. De uma forma geral, a implantagcdo des-
tes trés géneros segue um padr3o muito semelhante (Fig. 4.1.),
isto &, os numeros populacionais no fim da fase de crescimen-—
to, s3o0 superiores em 50 ~ 80% & fase de estabilizag3do (GRAIN
et al., 1979).

Na mesma dieta praticamente nao existem diferehgas
no tempo necessario para a implantagdo dos trés generos

(Fig.%.2.).

g tipo d dieta afectou, no entanto, o "plateau"

populacionals sem no entanto afectar o tempo de implantagdo.

A incorporacgdo de amido na dieta fibrosa aumenta
consideravelmente a populag3o final de ciliados (Figs.4.3. e
4.4.), que foi de apenas 2 x 107, 1 x 165 e 5 x 10° respecti-
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vamente para Entodinium, Polyplastron e Isotricha numa dieta

4 base de feno; e 2 x 106, 6 % 10“ e 7 x 103 respectivamente
quando foi adicionado amido & mesma dieta.

A implantagdo ¢ também condicionada pelas interrelacées
que se podem estabelecer entre os géneros reimplantar (GRAIN
et al., 1981). Nunca foi possivel implantar Entodinium na
presenca de Polyplastron, em animais alimentados com feno +
+ cevada (40 : 50) (Fig.4.4.). No entanto foi possivel im-
plantar quando o género Dasytricha também fazia parte do iné-
culo, ndo apresentando os autores qualquer explicagdo para
tal facto. No que refere a Entodinium e Isotricha, a presenca
simultdnea destes dois géneros no inoculo teve pouco ou
nenhum efeito nas suas respectivas velocidades de implantagdo

Relativamente a interrelagdc Polyplastron e lIsotricha, a

taxa de implantag3o destas populagdes ndo foi afectada
pelo facto de ambos estarem presentes no indculo. Nos

animais bicontaminados com Polyplastron e Isotricha, acontece

uma ligeira descida nos numeros finais de Polyplastron, o que
n3o sucede nos animais monocontaminados, descida que os auto-
res explicam pela utilizagd3o competitiva do amido por estes
dois géneros, com base nas obsgrvagﬁes efectuadas por ABOU
AKKADA (1965).

Em conclusdo, a tendéncia nestes interrelaciona-
mentos & em parte devida ao tipo de dieta e em
parte, também, a4 composig3o da restante microfauna.

o periodo de adaptacdo de aproximadamente 1 més a

que ©0s ovinos foram sujeitos (Capitulo 2 ), teve como
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consequéncia o desaparecimento de todos os Isatrichidae,
Diplodiniinae e Ophryoscolecinae. O carneiro # 4, incorporado
tardiamente no estudo de suplementacdo com bagago de soja,
embora recebendo conteiudo reticulo-ruminal dos carneiros # @2
e # 3 adaptados & ingest3o de bolota, n3do conseguiu manter a

sua dotagdo original, acabando por perder exatamente os

mesmos grupfs.evolucdo dos valores de pH ao longo do periodo

de adaptacd3o a que os animais foram sujeitos, ndo parecem
justificar a modificagdo tdo profunda operada no seio da
microfauna. Talvez o desajustamento azoto/energia, associado
ao relativamente elevado teor lipidico das dietas ingeridas
(S-b%)s possam ter contribuido para o desenvolvimento de tal
modificagdo. O desaparecimento dos lsgtrichidae talvez fosse
0 menos esperado, uma vez que o teor em glucidos soluveis da
dieta ingerida pelos animais (10%), ndo deveria constituir
factor limitante para o seu desenvolvimento.

A diminuig3o do teor em fibra do alimento pode
condicionar o desenvolvimento populacional de Diploplastron e
Polyplastron, pois estes dois grupos de ciliados estdo
normalmente associados com a sua degradacdo. A substituigdo
gradual da palha por bolota, poderia limitar a
disponibilidade nos componentes de natureza celulésica e
condicionar o desenvolvimentos destes dois grupos de
ciliados.

Partindo da hipotese de que a relag3do
azoto/energia constituia factor limitante na manutengcdc dos
grupos de ciliados desaparecidos, procedemocs a reimplantagdo

desses mesmos Qrupos quando os animais estavam a ingerir
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bolota (70%) com o nivel mais elevado de suplementagdo

proteica (14%4).

4.2. MATERIAIS E M&eTODOS

Nesta experiéncia foram utilizados os carneiros # &
e # 3, do ensaioc com as suplementacgdes azotadas. 0Os animais
estavam a ingerir bolota (70,8%) + palha (6,8%4) + bagago de
SO0JA (22,4%) a 14% PB.

Como animal dador de inodculo foi utilizado um
carneiroa adulto da mesma raga, dotado com o0s grupos de
ciliados que pretendiamos implantar. Com o inédculo foram

introduzidas 106 células de Polyplastron, Diploplastron e

Ophryvoscolex e 5 x 105 células de Isotricha e Dasytricha.

Foram feitas contagens de ciliados diariamente, no
dia da inoculag3o e nos 10 dias posteriores, adicionalmente,
também, no 152 dia apés inoculac3do. As contagens de ciliados
bem como & sua caracterizacdo genérica foram feitas como
anteriormente, em amostras recolhidas antes da primeira
refeicdo diaria.

A actividade celulolitica do conteddo reticulo-
ruminal dos animais recolonizados foi testada "in vitro", com
o meétodo do gas-teste (MENKE et al., 1979), utilizando

celulose pura (papel de filtro whatman n2 1) como substracto.

3.3. RESULTADOS

Conforme se pode verificar no grafico da Fig. 4.35.,
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apenas  foi possivel reimplantar Isotricha, Polyplastron,

106 - ENTODINIU
10° 4

=

—~

w

o

= 10° 4

S

=

[-X] 3

= 107 4 POLY PLASTRON

ISOTRICHA

10? -

- 5
INOCULAGRO 0IAS

Fi4. 3.5. Implantac3o de «Polyplastron® e (Isotricha»
numa populag3do j& estabelecida de «(Entodi-
nium» (média de 2 animais).

Dieta: Dy - 14%PB
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guadro 4,1, Influéncia da quaildade do imecule e do FEB
na produgdc de gas (al) & varios teapes
de incubagdo com substracto D6 (X 2 e.p.a.i

Tipe bopes Temps de incubacdo (horas)
de {%)
Insculo g § b 24
0 | 18,67, 8,87 | 23,83 % 0,7 | 36,33 ¢ 64 | 42,83° ¢ 6,58
Inoculs | ; b
g 26,86 8,58 | 32,38 0,59 | 38,17 §,38 | 44,30 9,87
8 15,564 0,50 | 23,084 8,50 | 29,174 9,50 | 46,17 1,60
Inocule 2
3 5,83 6,7 | 23,33 8,29 | 29,17 8,39 | 44,17 8,59
Inéculo 1 - conteddo rusinal antes da isplantagds de {Diploplastronk e {Po-
lyplastrond,
Indculo 2 - contedde ruminal apes iaplantagde de &Diplsplastrond e (Polyplas-
trond.
Diferengas significativas {P(6,81) atribuidas ac 7B, ea indice supericr.
Diferengas significativas iP4¢,81) atribuidas ac ineculo, em incice inferipr.@
Quadre 4.2. Efeite do inécuic na produgds de gas (sl & diferen-
tes tempos de incubagds de celulose pura (X & e.p.m.)
Tipe Tempo de incubagéc (horas)
de ,
Inéculo 4 8 ; ¥ 24 48
Inécalo 1| 8,36 £ 8,89 | 1,10 2 9,35 | 8,37% 1,25 | 45,67% 1,06 | 66,83 £ 9,87
Inécule € | 9,57 8,32 | 1,33 9,38 13;83b 1,26 48,67D 0,36 1 66,36 8,29

Inécule 1 - Conteddo rusinal antes da isplantac® de {Diploplasirond e {Polyplas-

trond,

Inécule 2 - Conteddo rueinal apes implantagdc de {Diplopiastrond e {Polyplastrond.

Diferencas significativas {P{6,81) airibuidas ao imécuio, ea indice superior.
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Diploplastron. N3o foi possivel, por conseguinte, recolonizar

os animais com Dasytricha e Ophryoscolex, que também faziam

parte da sua.dotagao original, e faziam parte da constituigdo
do indculo utilizado.

A actividade celulolitica dos indculos
provenientes dos animais recolonizados, foi manifestamente
superior & actividade celulolitica dos inédculos dos animais
antes da recolonizagdo (Quadro 4.2.), particularmente as 8,
12 e 24 h, n3o havendo diferengas nas produgdes de gas as
48h. A produgcdo de gas na fermentagdo da celulose foi
significativaménte influenciada pela qualidade do
indculo (P<O,001)y tendo a interacgdo indculoXhora de
fermentacdo sido também altamente significativa (P<0,001).

0 substracto ingeride pelo animal também foi fer-
mentado a taxas diferentes, consoante o indculo, e o efeito
da inclusdo de PEG também diferiu em consondncia com o iné-
culo (Quadro 4.1.). As producdes de gas diferiram
significativamente com & qualidade do indculos com a
incorporagdo de PEGgqgpp © com a hora de incubagdo (P<O,001).
Também foram significativas as diferengas na produgdo de gas
nas interacgdes InéculoXPEG (P<0,001), InéculoXHora de

Incubac3o (P<0,005) e PEGXHora de Incubag3o (P<0,005).
4.4. DISCUSSAD

A recolonizagdo dos animais com Diploplastron,

Polyplastron e Isotricha, alterou as caracteristicas
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fermentativas do conteddo reticulo-ruminal, ndo =1)
relativamente & fermentac3o do substracto ingerido pelos
animais, como também influenciou a fermentagdo da celulose.
Com efeito, a reinoculac3o dos animais com Diploplastron

affine e Polyplastron multivesiculatum aumentou a taxa de

digestdo da celulose as 84 hs tal como verificado por outros
autores (JOUANY e SENAUD, 1979), que verificaram aumentos na
taxa de digest3oc da celulose de 0,03 para 0,10, com a
reinoculagdo de animais desfaunados com estas mesmas
espécies, o0 equivalente a um aumento na degradagdo da
celulose de 30 g/dia.

A taxa de fermentacdo da mistura alimentar
inferior apresentada pelo inéculo reticulo-ruminal depois da

reinoculacdo (Inoc. 1), deve-se muito provavelmente a maior

capacidade para a 1ingestd3oc do amido apresentada por
Polyplastron s Diploplastron e Isotricha, limitando a sua
disponibilidade para as bactérias, retardando a sua

degradagdoc e nivelando o processo fermentativo (WILLIAMS,
1983). Através da reduc3o da taxa de fermentagdo do amido, os
ciliados contribuem para a manutencdo de uma fermentacdo
estidvel no reticulo-rumen, prevenindo a acumulagdo excessiva
de 4cido l&ctico e permitindo a expreés&o' populacional e
metabélica das bactérias utilizadoras do acido lactico
(MACKIE et al., 1978).

N3o foi possivel Dasytricha ruminantium. Estes

ciliadoss tal como Isotricha, wutilizam os monossacar ideos
glucose, frutose, galactose e oligomeros solaveis de um ou

mais destes agucares (WILLIAMS, 1983). Contudo, a gama de
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carbohidratos utilizavel por estes dois generos difere (HEALD
e OXFORD, 1953; GUTIERREZ, 1955; HOWARD, 19593 WILLIAME e
HARFOOT, 1976), & possivel que o0 espectro de glucidos nos
agucares da bolota ndo faga parte daqueles para oS quais
Dasytricha esteja habilitada a utilizar, explicando a sua se-
gregacdo no reticulo-rumen dos animais.

A segregagdo de Ophryoscolex no conteddo reticulo-

ruminal destes animails, talvez esteja relacicnada com a
indisponibilidade em determinadas estruturas das folhas das
plantas, os cloroplastos, que Tfazem parte das suas
preferéncias nutricionais (MAH, 1964). A sua expressdo
populacional nos animais em Dy era ja muito baixa.

Uma outra particularidade manifestada neste estudo
foi a resposta a4 inclus3oc de PEG mais elevada com o inéculo-
1. A taxa mais elevada a que o substracto foi fermentado por
este indculo permitiu a resolugdo do efeito PEG. ALMEIDA
(1986) refere que o efeito PEG ¢ mails evidente quando se

incorpora energia no substracto a fermentar.
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CAPtTULO 5

COMPORTAMENTO DOS MICROORGANISMOS DO RETtCULO-RUMEN DE

OVINOS ALIMENTADOS COM BOLOTA, NA PRESENGA DE TANINOS

5.1. INTRODUGAO

Os taninos, e os fendis em geral, s3o responsaveis por
alteragses importantes na fermentacdo reticulo-ruminal
(DONNELLY et al., 19693 BURNS et al., 19743 SADANANDAN et
al., 1979).

BeGOVIC et al. (1978), refere a existéncia de
capacidades tandsicas na mucosa do reticulo-rumen de caprinos
ingerindo folhas de Quercus sp.. Contudo ainda ndo foi
possivel relacionar essa actividade com a micropopulag3oc do
reticulo-rumen, e dessa forma definir as reais paossibilidades
do ecossistema relativamente & degradagdo dos taninos.

SETTINERI et al. (1987) trabalhando com bovinos
alimentados com alfarroba, um produto bastante rico em
taninos (ALMEIDA, 1986), verificaram que a capacidade
digestiva do conteudo reticulo-ruminal destes animais em
relacdo a substractos convencionais, ndo era alterada. Se bem
que o0s autores n3o fagam referé&ncia, & curioso notar que a
inclus3o de 2,5% de acido tanico no conteudo reticulo-ruminal
dos animais ingerindo S5S0% de alfarroba nas suas dietas,
aumenntou a capacidade digestiva do indculo sobre os
substractos utilizadoss palha e soja (Quadro S5.1.).

Tém sido isolados a partir de ecossistemas aquaticos
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Buadro 5.1, Digestibilidade "im vitry ge sliseniis sef sanines
palha @ vagage de soj&) peit flu.ts  Tumine. of
novilnos alimentades com niveis diferentes de farions
de aifarroba (0, BS, 39%) antes & apes ¢ alijdy de i
tide tdnico (SETTINERI et al., 1%87),

Fluide ruminal ;
~ RAlimentos . :
8% alfarroba 29% alfarroba ! S04 alfarroba ;
| 3
Acido tanico Acido tnico i acido tanico
" )5 R
Palha 4744 39,4 47,1 43,1 , 4,8 T
Bagago de . %
SOjB 93;9 78;6 ?1)8 3847 99;8 i 92,6
X 76,88 59,0° gt ened 880 | en,8t

Valores referenciadcs em indice superior com letras diferentes, diferes significativamente.

microorganismos com capacidade para degradarem os taninos.
Bastantes espécies de leveduras possuem essa capacidade, com
destaque para Pichia pseudopolymer, P. adeyehi, P. monosporas
Debaromyces hansenii e andida spp. (JACOB e MARIE, 1975 -~
cit. por MARINHO, 1984).

A capacidade desmolitica sobre fendis simples
manifestada pelo microbiota do reticulo-rumen, tem vindo a
ser evidenciada, particularmente sobre os flavonéis (SIMPSON
et al., 19693 CHENG et al., 1969 e 1970; SHARMA et al.,
1981).

KRUMHOLZ e BRYANT (1985) isolaram a partir do reticulo-

rumen bactérias capazes de modificar o 4acido gadlhico
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(componente da estrutura dos galhotaninos.), descarboxilanago-

-0 a pirogalhol, em niumeros populacionais da ordem de 9,3 x

X 105 células/ml. Bactérias capazes de processar a
descarboxilacdo redutora, conver tendo pirogalhol em
resorcinol,; estavam presentes em numeros populacionais de

ordem de 9,3 X 105 células/ml, e aquelas com capacidade para
converter o 4cido gdlhico em produtos ndo arométicos, estavam
presentes em populagdes da ordemde 4,3 x 103/ mi. Os mesmos
autoress; isolaram um vibrid3o Gram (+) que foi designada

como Eubacterium oxidoredutans, capaz de crescer em cultura

utilizando como substractos pirogalholy 4cido galhico e
floroglucinol ou quercitina, requerento também nos meios ‘de
cultura, quantidades equimoleculares de acido foermico ou Hgp
em associac3o com os fendis. Os produtos foram acidos acetico
e butirico.

KRUMHOLZ e BRYANT (198S5) isolaram também um coco Gram
(-) designado Syntrophoccus sucromutans a partir do conteudo
reticulo-ruminal, em populacdes relativamente elevadas, 106 -
10'7 /ml, com capacidade para crescer em meio de acido
siringico.

Parece-nos pois, que o reticulo-rumen reune condigdes
para seleccionar populagdes microbianas com capacidade para
destoxificar as moléculas taninicas.

Para testar a capacidade de resisténcia dos
microorganismos presentes no éonteado reticulo-ruminal dos
animais ingerindo 70% de bolota nas suas dietas, wutilizamos

Acido td@nico purificado e extractos taninicos de bolota.
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5.2. MATERIAIS E M&ETODOS

Neste estudo foram utilizados o0s carneiros # 2, # 3 e
# 4, nas dietas com B,3% e 114 PB. As amostras para
inoculag3o dos meios de cultura, foram amostras recolhidas de
acordo com o protocolo anterior (Caps. 2 e 3). As amostras dos
trés animais foram entdo misturadas e diluidas com solugdo
diluente anaerobica e tratadas com as quantidades
convenientes de écido t3nico. A Qquantificagdoc das bacteérias
totais viadveis foi feita como anteriormente (Caps. 2 e 3)'
em meio 98-5 + xilano.

0 4&cido tanico purificado a 2,3% foi preparédo a
partir de 4cido t3nico Carlo Erba dissolvido em solugdo
diluente anaerobica e submetido a esterilizagdo.

As solugdes de 4cido tdnicc foram adicionadas 4s SsoO-
lugdes aos tubos de ensaio com solugdo diluente anaerdbica
para a diluigdo 10_7 nas quantidades suficientes para es-—
tabelecerem concentragdes finais de 1,39 mg/ml, 2,77 mg/ml e
4,16 mg/ml de solug3o. Para os inoculos provenients de Dy,
utilizaram-se adicionalmente dois niveis superiores de acido
tanico, 6 mg/ml e 8 mg/ml.

A partir dos meios contendo bactérias tratadas com o©
nivel mais elevado de taninos, foram repicadas colonias para
posterior caracterizag3o microbiolegica. Os isolados foram

cultivados em tubos de agar inclinado, com a mesma composigdo

do meio wutilizado no seu isolamento. Posteriormente os
isolados foram caracterizados morfologicamente e tratados
com o corante de Gram (MOIR e MASSON, 1952), sendo oS
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tubos imediatamente armazenados em ultracongeladora para
posterior caracterizacdo cultural e biogquimica. Infelizmente
esta ultima fase ndo foi possivel realizar, devido a pro-

blemas com as temperaturas da ultracongeladora.

Foram wutilizadas também provas de fermentagdo "in
vitro" com substractos purificados, designadamente amido,
pectina, xilano e celulose, aos quais foram adicionadas

quantidades crescentes de acido t3nico que estabeleceram ni-
veis na solugdo dos fermentadores da ordem de 1,17 mg/ml, 1,83
mg/ml e 2,49 mg/ml. A produgdo de gas foi o anico pa-
rametro estimado directamente nos fermentadores. Para a
leitura das produgdes de gads foram utilizadas a 62 hora de
incubacdo para as fermentacdes do amido, pectina e xilano e
a 242 e 482 h de incubacdo para a fermentag3d3o do substracto
celulose.

Os resultados foram tratados por andlise de varidncia

one way" (SNEDECOR e COCHRAN,; 19467) e por andlises de vari-

dncia multifactorial e regress3o (STEEL e TORRIE, 1982).

5.3. RESULTADOS

A produc3o de g&s as & h de incubag3o, na fermentagdo
do amido, pectina e xilano, aumentaram com a incorpora-
¢330 de de acido tanico nos fermentadores, se bem que
n3o de uma forma significativa (Quadro 5.2.). A producdo de
gads as 24 e 48 h na fermentagdo da celuiose aumentou de ums
forma ndo significativa com a incorporagdo de acido tanico

(Quadro 5.3.).
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1.

Guadre 5.2, Influéncia 0a incorporacés dB 3CIGH TamiCy na

gds (ml} 23 & h de incubazde de substracies pur:firad

A. tdnice Substractes i
ag/al Aaido Fectina giianc §
B 8,35 1 1,68 1,08 1t 6,58 18,75 & 6,35 |
1,17 8:75 I 9,35 29,75 t Lk 13,85 1T 9,35
1,83 6,75 1 1,84 30,36 5,47 16,36 1 §,63
2,49 8,75 * 9,35 | 36,75 ¥ 9,35 15,88 & 9,37

i

Buadre 5.3. Influgncia da inCorporagdo de &cido iénico nas produgées de gas
igi} na incubagds de celulose pura coe inefulo Uy (X £ 2.p.8.)
4. tEnico Teapo de incubagde (HJ
#g/Ri 24 & 3 5
i 4!CE + :HSS 3}1&5 1 iim.' !
i

- c = | - - -

lj}‘l, LT P 331 z o gyic

{03 5775 b4 33555 : \.’13’-"

2,4‘9 &:05 % ri)’:h-i 33)85 : 3136

0 tratamento dos indculos bacterianos com acido tanico
baixou significativamente (P<0,001)o niamero de bactérias via-
veis em todos os inéculos utilizados. Contudos a diminuigdo
foi bastante menos expressiva no indculo dos animais em Dy
(8,5 % PB). Em Dg (11 % PB), a diminuicdo do nimerc de bacte-

rias com o primeiro nivel de incorporagdo de acido t3anico foi
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! 4, tanico IneCuios :
|
. - 1
ag/al by g by !
] 3 .. c anl . Anl o
g EyBS c 1 6,55 JeBL r 0,41 O;CS t 4,73
: . -] - . c e D . ;
1,39 24657 f 0,44 2,865 * 4,29 974 055
i
5 5 cd , 4 .ol i
277 :,55 IS t 9468 E)b\/ 4 AR TR Y. 1e19 e s H;IE
L F i Y . o0 o oo
‘th 1|38 4 b4 '\‘3‘01 ;,89 g t G.46 ".’x"f'a f T o,y
5,00 9i26, 1 3835 - -
839” 9’17E f K‘IJQB - -

Valores afectades por letras es indice supericr, diferengas significativas
por efeito do ineculoses indice inferior leiras diferentes, diferencas si-
gnificativas devidas ac acide tdnico.

bastante significativa (P<0,001), tendo a diferenga para o
indculo Dy sido muito significativa (P<0,001). No inoculo de
referéncia (animais n3o ingerindo bolota) o acido tanico di-
minuiu significativamente o numero de bactérias viaveis nos
meios de cultura (P<0,001).

A regressdo multipla do numero de bactérias para o
para o acido tanico e inéculo foi apenas influenciada si-
gnificativamente pelo 4cido t3anico (P<0O,001). No tratamento
por regressdo simples, foram as equagses esponenciais que
melhor explicaram o efeito do tratamento dos inéculos com
4dcido ta@nico (Quadro S5.4.).

Interessante observar gue o acido tanico nas
concentracses de 6 e 8 mg/ml, ndo manifestou diferengas no

numeroc de bactérias vidveis recuperadas nos meios de cultura.
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Quadro 3.3. N® de bactérias vidveis nos ineculos Dy, Iy e Ig
(¥} ea fungdo da concentragdc de dciop tdnico (X)

Indcule Equagdes de regressds - 1 r Sy.x F
Y = 7,08 - 1,82K44 2 -0,838 1,572 37,2981
b yoglbedB s MEOME s e 196,913
x 3,50 - 6,650 12 -6,695  §,569728 9,358
! yo B BEH e a7 10,0582
Yz bybl - 1 bbiees 12 -B,560  6,75266 54,8253
s y =B T BB e o270 88,776

A caracterizagdo morfolégica dos isolados obtidos a
partir dos 1indculos tratados com &6 e 8 mg/ml (Fotografias
5.1s 5.2., 5.3.s S5.4. e 5.3.)s mostrou o caracter Gram (-)
dos 1solados e morfologicamente caracterizados como COCOS;s
bacilos e vibriSes,‘estes Gltimos todos moveis. Os vibrigdes

identificam—-se muito no seu tamanho com Selenomonas sp..

S5.4. DISCUSSAD

Os resultados parecem confirmar as observagdes feitas
por BegCOVIC et al.(1982). A ingestdo de taninos com a dieta
parece ter potenciado a actividade tandsica do conteudo
reticulo-ruminal. Os microorganismos intestinais 'tém
capacidade para se adaptarem a presenga de elevadas
concentragdes de fendissy como inclusivamente desenvolvem
capacidades enzimadticas para processarem a sua degradagdos se

forem cultivados durante 1 - 2 meses na sua presenga (MARTIN
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parecem, de facto, apontar nessa direcgdo.

Os resultados parecem mostrar uma certa sobriedade
nutricional por parte da microflora resistente aos taninos,
expresso na comparacgdo feita emtre o insculo proveniente de
Dy, e o ineculo Dg. Assim, a incorporacdo do primeiro nivel de
Acido tanico faz desaparecer no inéculo Dg quase S50% dsa
populagdo viavel, enguanto a micrqflora em D, sofre uma
reducdo de apenas 10% na sua populagdo viavel. Os resul tados
parecem sugerir que a populagdo mais resistente a presenga de
taninos, ndo & muito sensivel a elevagdo nos niveis de PB na
dieta dos animais, talvez por apresentarem taxas de
crecimento mais baixas, ndo exigindo um “apport" de proteina
elevado para a satisfagdo das suas necessidades de

crescimento.
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Foto

Foto

Foto

Foto

(b)

(c)

(d)

(e)

Esfregago corado pelo Gram de vibrides

Gram (-) resistentes ao acido ténico

Esfregaco corado pelo Gram de vibrides

Gram (-) resistentes ao acido téanico

Esfrega¢o corado pelo Gram de cocos

Gram (-) resistentes ao acido téanico

Esfregago corado pelo Gram de cCoOCos

Gram (-) resistentes ao &cido ténico

Esfregago corado pelo Gram de vibrides

Gram (-) resistentes ao &cido ténico



PARTE II1

ESTUDOS "IN VITRO®
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CAPLTULO 1

A ADAPTAGA0 DO MODELO "IN VITRO"

1.1. TECNICA DE CULTURA "IN VITRO™

0 objectivo fundamental das culturas "in vitro" e a
manutengcdo, © maié continuamente possivel, de uma populagao
microbiana gque se afaste o minimo poss:vel daquela tipica no
reticulo-rumen. A designag3o “"rumen artificial” tambem tem
sido utilizada para a caracterizagdo destes modelos, se bem
que este adjectivo seja mais aplicavel as culturas "in viﬁro“
bem sucedidas, para microorganismos individualizados
desenvolvidos em cultura pura (HUNGATE, 1966). De qualquer
forma, o termo '"rumen artificial" tem sido utilizado para
as culturas "in vitro" inoculadas com conteudo reticulo-rumi-
nal e incubadas por periodos de 1 a varios dias (HUNGATE , 1964) .

A manipulagdo das fermentagdes do conteddo
reticulo-ruminal "in vitro", permitem a diminuigso da
variabilidade dentro dos tratamentos a que o0s inéculos e/ou
substractos s3o sujeitos, permitindo desta forma uma
experimentag3c mais precisa (HUNGATE, 1978).

A grande dificuldade no tratamento das fer-
mentacses reticulo-ruminais "in vitro', deve-se a
dificuldade na manutenc3o da diversidade na populagdo de
ciliados, por periodos de tempo mais ou menos longos. Esta
faléncia reside em parte, na dificuldade em substituir

artificialmente o ruminante nas operagdes de fornecimento de
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nutrientes e remocd3o de metabolitos (HUNGATE, 1978). Isto e
particularmente verdade gquando "in vitro", sdo usadas as
concentragdes de substracto normalmente transformagas no
reticulo-rumen (HUNGATE, 1978). Segundoc o mesmo autor, a
quantidade de substracto que desaparece no reticulo-rumen
durante a fermentag3o de pelo menos 104 (P/V)/dia numa
cultura normal. & muito dificil a manutengéo de um "pH
favoravel e dificil também se torna a remogdo dos produtos
toxicos quando sdo wutlizados grandes concentracses de
substracto.

A wutilizagdo de concentragsoes baixas de subs-
tracto, facilita enormemente as culturas de ciliados "in
vitro". Segundo HUNGATE (1978) ¢ preferivel cultivar ciliados
a partir de um ruminante, que esteja a ingerir como alimento
0 substracto que alimentard as culturas "in vitro". Enquanto
a concentracdo de substracto no reticulo-rumen pode ser de
10% (P/V), "in vitro'" esta pode ser tdoc baixa como 0,04%.

Um outro aspecto critico a ter em consideragdo nas
culturas "in vitro", & a manutengdo da anaerobiose. Isotricha
possui uma capacidade bastante limitada para usar oxigénio na
formacdo de peréxido de hidrogénio (PRINS e PRAST, 1973). A
injecgd3o de 1 a 20 pl de Op numa cultura destes ciliados ndo
provoca grandes alteragdes no seu comportamento, porém a
injecgd3o de 30 a 40 pl de 0o ja e letal (HUNGATE, 1978).

A produc3o de gas constitui um bom indicador para
caracterizar a actividade do conteudo reticulo-ruminal
(MARKOFF, 19133 STONE, 1949 - cit. por HUNGATE, 1966). A

manometria a pressdo constante, ajusta-se perfeitamente as
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medigdes da taxa de fermentacdo desenvolvida pelos
microorganismos no conteudo reticulo-ruminal, desde que o0
sistema garanta um meio de incubag3o a temperatura constante,
0o digestor possua uma boca de entrada suficientemente larga
para permitir a transferéncia facil da amostra de conteudo
reticulo-ruminal, seja adicionado bicarbonato,e possua um
mecanismo que permita a leitura dos incrementos na produgdo
de gas (HUNGATE, 1966). SHIBATA et al. (1961) e O0GIMOTO et
al. (1962), utilizaram como fermentador o corpo de uma
seringa,; dentro da qual o conteido reticulo-ruminal era
colocado e a producdoc de gas desenvolvida era medida com a
deslocac3o do @mbolo. Se bem que varios tipos de aparelhos
tenham sido utilizados em estudos manométricos do conteudo
reticulo-ruminal (HUNBATE, 19663 O’HARA e SUGIHASHI, 19725
FORSBERG, 19783 MENKE et al., 1979; GENEST, 198&2), a
utilizacdo de seringas de grande capacidade adaptada por
MENKE et al. (1979), assume de facto todas caracteristicas de
um método bastante pratico e de uma elegdncia dificilmente
igualdavel, que facilmente nos sugeriu a sua utilizagdo em
grande parte dos nossos estudos "in vitro“.

1.2. 0 MéTODO DO "GAS~-TESTE"

A nossa opg3o relativamente ao método do "gas-teste',
apoiou-se n3o sé nas particularidades referidas anteriormente,
mas também em algumas modificagdes a que sujeitamos este
modelo, no sentido de o ajustarmos melhor as condigdes do
reticulo-rumen "in vivo". A relac3do inséculo/misturas mineral

que originalmente & de 1:3 (vidé Anexos), foi alterado para
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l:4, para um melhor ajustamento do tamanho da micropopulacdo
reticulo-ruminal, particularmente os ciliadaoss 4 quantidade
de substracto,;a fim de o0os fenomenos de reciclagem serem
minimizédos. Para um melhor e mais rdpido ajustamento. do
potencial redox (Eh’ < - 350 mVolts), utilizamos como redutor
citrato de titanio (ZEHNDER e WUHRMANN, 1976) em associacdo
com o sulfureto de sodio, para a imediata redugdo da mistura
mineral, permitindo &4 micropopulagd3c a imediata ignic3o dos
seus sistemas enzimdticos (CAPELA-e-SILVA e MARINHO, 1989 -
em preparagado) e limitar 8 intervengd3o dos “coliformes",
que competem eficientemente com as bactérias autséctones do
reticulo-rumen em potenciais de éxidorreducdo compreendidos

entre -100 e -50 mVolts (MARINHO, 1987 - em preparacgdo).

Quadro 1.1. Produc3o de gas (ml) 3s 12 e 24 h relativamente
as 48 h de incubagdo (ALMEIDA, 1986).

PG_12 h/PG 48 h PG_B4 h/PG 48 h
Substracto X + e.p.m. X * 2.p.m.
Amido 0,61 0,06 2,87 0,06
Celulose 0,16 0,02 0,67 0,08
Milho grdo 0454 0,04 0,89 0,06
Feno aveia x vicia 0,47 0,03 0,79 0,03
Bolota 0,62 0,05 0,77 9,02
Erva de Outono 0,63 0,06 0,88 0,02

t.2.1. - A fixagdo do tempo de incubagdo: Existe u-

ma relag3o entre a produgdo de gas e a utilizag3o fermentati-

va do substracto (CZERKAWSKI e BRECKENRIDGE, 1969, 196935 MEN-
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KE et al.s 1979; CAFANTARIS, i981; STEINGAR, 1983), traduzin-
do os valores da produgdoc de gas, a digest3d3o da MO pelos
microorganismos do reticulo-rumen. Uma vez que entre as 24 e
48 h de incubag3o os incrementos na produgcdo de gas sdo
pequenos (salvo para a fermentac3o da celulose) (Quadro 1.1.),
e para limitar o crescimento criptico (ALMEIDA, 1986)
utilizdmos o tempo de 24 h como periodo de incubacdo, ao
fim do qual a grande maioria dos ciliados do reticulo-rumen
completa o tempo de geragdo (COLEMAN, 1980). Esta opg3o ¢é
também fundamentada pelo tempo de permanéncia da maior parte
dos alimentos (JILG, 1982 - cit. por ALMEIDA, 1986) e pelos
resultados obtidos por STEINGAR (1983) utilizando a mesma
técnica, o qual observou uma correlagdo muito elevada entre
as producdes de g4s "in vitro" as 24 h e o valor energético
de 262 alimentos determinados "in vivo'.

l1.2.2. - A fixag3o do tempo de amostragem: A escolha
do tempo de amostragem no periodo de 24 N de incubagdocs para
a leitura dos varios parametros fermentativos, apoia-se num
conjunto de estudos efectuados em torno da utilizagd3o deste

sistema "in vitro“.

A evolucd3o cinética dos varios pardmetros micro-
biolagicos e fisico-quimicos no modelo "in vitro" por
noes preconizado para a realizagdo dos varios testes
fermentativoss, respeita integralmente o principio de

funcionamento de qualquer sistema de cultura em meio ndo
renovado (STANIER et al., 1977); SENEZ, 1968).
A curva de crescimento bacteriano em meio ndo

renovado vem representada na Fig.l.1l., apresentando, para
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DE BACTERIAS CLOG)D

N

1

efeitos descritivoss 6 fases distintas:

- Fase de laténcia, em que a taxa de crescimento

é nula (g = 0)3

- Fase de crescimento acelerados em que a taxa

de crescimento aumenta (p )3

- Fase exponencial, em que a taxa de crescimento

& maxima econstante (4 = cte);
~ Fase de crescimento retardado, em que a taxa

de crescimento diminui (p \)3

v

TEMPO <(H)Y

Fig 1.1. Curva de crescimento bacteriano em
meio n3o renovado e as suas fases
em coordenadas semilogaritmicas

(SENEZ, 1968).
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S5 . — Fase estacionaria, em que a taxa de

crescimento & nula (B = 0)3

& - Fase de declive, em que a taxa de crescimento

& negativa (g < 0).

Os dados experimentals indicam que "in vitro", as
fases & e S5 s3o atingidas entre as 8 e 12h de incubagdo, de
acordo com a natureza do substracto (RAAB, 1980). Aguelas

mesmas fases podem ser antecipadas em 3 horas se o substracto
sujeito a fermentagéovfor idéntico ao que o0 animal dador de
indculo utliza na sua dieta. (Os protozodrios ciliados com um
tempo de geragdo mais longos projectam a sua curva de
crescimento de uma forma diferente,de acordo com a espécie e
respectivo tamanho (COLEMAN, 1980). A expressao do seu
crescimento em termos populacionaiss apenas se manifesta para
além das 12 h ate as 24 h, de acordo com os dados de que
dispomos, apesar de as ceélulas mais.pequenas mostrarem j&4 as
5 h de fermentagdo indicios de divisdo celular.

Perante  este Qquadro, propusemos a amostragem as O
h de incubag3o, para a quantificag3do das bactérias viaveis.
Para a estimativa do numerc de ciliadoss propusemos as 24 h
de incubac3o e procedemos de igual forma para a guantificagdo
do N-NH4' .

1.2.3. - Alimentacdo dos animais dadores de inéculo:
0 indculo utilizado nos testes “in vitro" foi fornmecido por
dois ovinos da ragca Merino Branco co Alentejo, munidos de
cdnulas ruminais permanentes, os quais foram alimentados ao

nivel de manuteng3o com 70% de feno (aveia x vicia) e 30% de
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concentrado comercial (134 PB).

1.3. AS EXPERIENCIAS

Os estudos "in vitro'" foram fundamentalmente dirigidos
para a caracterizacdc da fermentagdo, pelo conteddo reticulo-
ruminal, de substractos contendo bolota em diferentes
percentagens de incorporagdo. Adicionalmente, faz-se a
inclusdo de um capitulo dedicado & utlizagdo de folhas de
Quercus ilex, Q. suber e Olea eyropea, fazendo uma abordagem
ao seu potencial nutritive como pastagem arbustiva integrada
na estrutura do montado.

1¢ Experi@ncia: No primeiro estudo & feita uma abordagem
a infludncia da percentagem de incorporacdo de bolota e a
influgncia do estado de maturagdo em gque se encontra, &
influéncia da suplementagdo azotada e interaccdo com o estado
de maturagdo para um nivel de incorporagdo bastante elevado.

22 Experiéncia: Dedicamos aqui um estudo com o objectivo

de verificarvo grau de interfer@ncia que a fracgdo lipidica
da bolota exerce na fermentagdo reticulo-ruminal dos compo-
nentes da fibra vegetal e na populagdo de ciliados.

32 Experiéncia: As estruturas foliares das arvores que
povoam o montado, Ss30 aqui caracterizadas em alguns

parametros fermentativos.
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1.4. ANALISE ESTATESTICA

Os rasultados foram tratados por analise de varidncia
multifactorial (STEEL e TORRIE, 1982) e andlise de varidncia
"one way" (SNEDECOR e COHCRAN, 1967). Para testar o nivel de
correlacdo entre algumas variaveis e a significdncia das
regressdess; foram utilizadas a andlise de regressdo linear e

a andlise de regressdo multipla (STEEL e TORRIE, 1982).
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CAPLI TULO 1

ANE X0S



1

.1.

.2.

- Composicgdo

quimica da Solugdo Mlcromineral

(MENKE et

al., 1979)
100 ml
CaCle-EHeo...-....--... " & 6 e s w0 s 8 a8 e - » layag
MT\CIE."HEO-----..-.. s s o8 . .. e s s 88 0 10’09
CoClE-bHED‘----.----- L N R R N A ) s v s s s ljog
FECIB.bHED..-.-.. a® e e s 8 80 8 e« 885 s s 8 8 s s 8’09
Hzo0 destilada..ecsvecersncsans cse:Q.5.P. 100,0 ml
- Composigd3o da Solugdo Macromineral (MENKE et al.,
1979)
100 ml
NaeHPOQ..... .............. es s e ev e . e 5,7 g
KHEPDQ- ----- LI I ] s s @ . e . s s . . 28 s s 6,29
MQSOQ.7HEO..................-.......-...-. 0,6g
....... ssasesassssessesQ.S.Pe. 100,0 ml

Hz0 destilada
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1.3. - Composig3o quimica da solucdo tampdo (MENKE et al.s
1979)
' 100 ml
NHLHCOZ « o e neseoonmesssesaraonesoranseersss 4,0 g
NGHCO e s v avsmtonsossrsenansenenmsosmsneses 35,0 g
H=0 destiladd.ccescessanaasnnssnssesleSe p. 100,0 ml
{.4. — Composigdo quimica da Solug3o Redutora (MENKE et al.s
1979)
100 ml
NaDHlN.....--.--......-....---..-.-...- ‘0’0 ml
Naas qunclll'l!I"ll'..'.l.llllllllllll 096259
H20 destilad@...coesseessssnsssnnesQeSe P. 100,0 ml
i

245



1.5. - Composic3do quimica da soclugdo de resazurina ({MENKE et

1.6.

al., 1979

REPSEZUriNG.esesecossssscasssnsassesanssas

H20 destilada.eeveccsvresssssnsssesQaSePo

- Composigdo do meio para

introdugsdo

et al., 1979 - modificado)

Hz0 destilada........
Solugdo Micromineral.
Solucdo tampdo.......

Solugdo macromineral.

Solucdo de resazurina.

Solugdo redutora¥*....

Fluido reticulo-ruminal.

nas

1,0

100,50

seringas

400

200

200

40,0

280,0

* Antes de adicionar a solugdc redutora, a

mineral foi reduzida

ml/100 ml) (CAPELA

preparagdo).

com citrato

e SILVA

24é6

de titani

e

MARINHO

9

ml

(MENKE

ml
ml
ml
ml
ml
ml

ml

mistura
o (091

- em



CAPtTULO 2

ESTUDOS RELATIVOS AD EFEITO DA INCORPORAGCAO DE
BOLOTA NA FERMENTAGAD DO CONTEUDO RET1CULO-RUMINAL

“IN VITRO®

2.1. INTRODUG&OD

A bolota pelas caracteristicas da sua composigdo,
constitui um bom suplemento energético nas misturas
alimentares para os animais (ALMEIDA, 1984). Para a sua
fracgdo energética contribuem fundamentalmente os lipidos,
amido e glucidos soluveis (CARVALHO, 1979). A sua
biodisponibilidade &, no entanto, limitada pela presenga de
taninos (FERQEIRA, 198435 LUCAS, 1986; ALMEIDA, 1986). A
presenca de quantidades apreciaveis de lipidos na sua
constituicdo (10 - 11% MS) coﬁstitui adicionalmente factor de
interfer@ncia, particularmente na digestdc da celudbse.

} aumento da incorporag3o de bolota.mnas misturas
alimentares, normalmente traduz-se no _ aumento. das producdées
cumulativas de 'gias; a uma taxa mesmo mais elevada que o
milhos nas primeiras 12 h (ALMEIDA; 1986). -No entanto, as 24
h a produgdo de gé&s pala bolota. & inferior:aquela produzida
pelo milho. Esta diferengca de comportamento talvez possa ser
atribuida a maier riqueza em agucares.soluveis da -bolota, que
pode conter na sua.constituicdo até 16,5% MS (CARVALHO,
1979)s quando o milho n3o contém -agucares  'soluveis em

quantidades superiores-a 2% MS (FREITAS, 1989). Nas primeiras
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6 h de fermentagdoc a energia disponivel para a fermentacdo e
garantida pela fracgdo glucidoca soluvel.

A bolota em misturas alimentares com aveia x vicia
produziu mais gads quando aos meios de incubagdo se adicionou
PEG, sendo este efeito mais marcante as 6 h de incubagdo
(ALMEIDA, 1986). Também os niveis de amonia subiram com a
incorporac3o de PEG nossubstractos contendo bolota. O auhento
da actividade fermentativa por acgdo do PEG pode ser devida a
trés factores distintos:

- adsorgdo dos taninos em solugdo;

- libertacdo da proteina complexada pelos taninos;

- reduc3o da actividade tanante sobre os microor-
ganismos do inéculo-reticulo-ruminal em fermen-
tagdos

- ou a uma combinacgdo destes trés factores.

0 nivel proteico dos substractos alimentares
contendo bolota, parece influenciar o efeito depressivo dos
taninos sobre a fermentagdo no reticulo-rumen,
particularmente mais manifesto quando a fracgdo energia se
encontra em excesso (ALMEIDA, 1986).

0 enriquecimento das misturas alimentares contendo
bolota com a incorporacdc de componentes azotados, amplificou
ndoc so as produgdes de gas, como também aumentou os valores
da concentragdo do N—NH4+ (ALMEIDA, 1986). Este efeito e

particularmente marcante quando a suplementagdo e feita com

bagaco de soja e wureia. Com o bagago de girassol, as

produgdes de gas diminuiram com o aumente da sua
+

incorporag3o, se bem que os valores do N-NHg tenham
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manifestado tend@ncia contrdria, aumentando gradualmente com

a incorporag3do. Aparentemente a fonte proteica parece

influenciar a fermentagdo dos substractos contendo bolota.

2.2. MATERIAIS E M&TODOS

2.2.1. Substractos: Todas as amostras de bolota
utilizadas nos estudos "in vitro" foram de azinheira (@. .

ilex), pertencentes 34 mesma A4rvore, e provenientes da Herdade
Experimental da Mitra - Universidade de &vora. A palha utili-
zada nos substractos associada com a bolota, foi também
fornecida pela Universidade de évora. 0 bagago de soja faz
parte de lotes comerciais adquiridos no mercade local (Videé
pPg.119 para a composigdo quimical). A caseina (Difco) e o PEG
4000 (Koch Light, Lda) foram adquiridos no mercado local.

2.2.2. Andlises laboratoriais: A MS, MO, PB e EE
das amostras, foram determinados de acordo com os métodos
ADOAC (1972)3 os agucares soldveis e o amido da bolota apés
hidréolise com d4cido perclérico - 352%, foram determinados pelo
metodo do fenol de acordo com HERBERT et al. (1971). O
N—NHq+ foi determinado por destilagc3o, tendo o destilado sido
recebido em adcido bérico e titulado com HCl1 1/10 N,

Os taninos e os Tfendis totais foram determinados
como anteriormente por espectrofotometria de absorgdo
molecular (Parte 11, pg. 129 .

0O nimero de ciliados nos fermentadores foi determinado

como anteriormente (Parte II, pg. 128).
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0 nuamero de bactérias viaveis foi determinado em

meio 98-5 + xilano (Parte Il - pg.1238.) por amostragem &s 5
e 24 h de fermentacdo.

As leituras de g&s nos fermentadores foram feitas
as 6 e 24 h de fermentagdo.

No tratamento estatistico dos resultados foram
utilizados a andlise de variadancia ‘'"one-way" (SNEDECOR e
COCHRAN, 1967) e a andlise de varidncia multifactorial (STEEL
e TORRIE, 1982) utilizando como factores o estado de maturagdo
da bolota; a sua percentagem de incorporagdo, a suplementagdo
proteica e a inclus3o de PEG nas misturas. A comparagdo das
médias sido feita utilizando o "multirange-test" de Duncan.
tratamento por analise de regress3o linear simples e multipla
também foram utilizados para testar o nivel e significancia

de algumas varidveis.

2.3. INFLUEBNCIA DA PERCENTAGEM DE INCORPORAC&ZO DE
BOLOTA, DO SEU ESTADO DE MATURAGAO E DO PEG NA

FERMENTAGA0 DO CONTEULDD RET{CULO-RUMINAL

2.3.1. Introducdo: A produc3o de gds "in vitrq"
aumenta com a incorporac3o de bolota mas misturas alimentares
com milho (ALMEIDA, 1986), que até as 12 h de fermentagdo
aumenta com a percentagemde incorporagdc até 100%4. As éﬂ b de
incubacd¥o a produg3o de g4s aumenta, apenas, até ao nivel de
incorporac3dc de 60%. Com a incorporagdo de 100%4 de bolota a
mistura produz menos gas do que ao nivel de 20% (ALMEIDA,

1986).
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A composigdo quimica dos frutos em geral varia com

a progress3do do seu ciclo de maturagdo. A adstringéncia
apresentada poralguns frutos, adstringéncia essa atribuivel a
prsengca de taninos na sua constituigd3o (PIERPOINT, 1985),
varia ao longo do ciclo de maturagdc dos frutos. O ciclo de
maturagdo €& normalmente acompanhado por uma diminuigdo da
sua adstringéncia, devido &4 perda gradual dos taninos
extractédveis, por polimerizagdo a TfTormas menos solaveis

(GOLDSTEIN e SWAIN, 1963).

2.3.2. Resultados: A evolugdo da composigdo quimicé
da bolota e da sua MS, vem expressa no Quadro 2.1., onde se
pode verificar que a MS dos frutos aumenta de uma ~forma
bastante expressiva ao longo da maturagdo. Os niveis de PB,
EE, agucares soluveis e amido aumentaram, tambéms; com a
maturacdo dos frutos. A adstringéncia, medida em equivalentes
de 4&cido ténico, diminui de uma forma muito expressivas
parti;ularmente entre a 22 e 32 colheita. A medigdo dos
fendis totais mostrou uma certa irregularidade na sua
evolugdo. |

A produg3o de g&s as é h de fermentagdo foi
significativamente influenciada pelo ciclo de maturagdo
(P<O,05), pelo nivel de incorporagdo de bolota (P<0,001) e
pela inclusdo de PEG (P<0,001)., As interacgdes maturagcdoXPEG
e nivel de incorporacgdoeXPEG foram altamente significativas
(P<O,4001)y tendo a interaccdo maruragd3oXPEG apresentado um

nivel de significdncia ligeiramente inferior P<0,001). A
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Buadre 2.1, Evolugdo da M5 da boloba e ge alguns elementos da sua compesigdo
quimica ac longe da sua safuragd expressos es 4 MS

gpoca de S PR EE Agucarsas Arido Fencis Taninos
tolheita 4 sglavels Tebals Eg. 4. tdnico
Setembro 46,34 it 5& Gy4i 17,98 7,32 9.74
Qutubre 53543 32 7,7 16,25 Slyb4 7494 7,33
Noveabro 58,52 367 843 13,43 27.28 4,94 294

bolota da 22 fase de maturag3o produziu mais gds que a bolota
da 12 e 32 fases (Quadros 2.5, 2.6. & 2.7.). A diferenca nas
produgdes de gds foram significativas (P<0,05) apenas entre a
bolota da 12 e 32 fases de maturagi3o, n3do havendo diferencas
significativas nas produgdes de gas verificadas entre a
bolota da 22 e 32 fases de maturagdo

A produgdo de gads as 24 h de fermentagdo foi
influenciada de uma forma altamente significativa (P<G,001)
pela fase de maturagdo da bolotas; pela percentagem de
incorporagdo e pela incorporac3o de PEG. As interagdes
maturagdoXincorporagd3o e incorporacg3oXPEG, foram altamente
significativas (P<0,001), tendo a interaccdo maturac3oXPEG
sido tambeém muito significativa mas para P<0,005. A bolota
da 12 fase de maturagdo produziu mais gds que a bolota da 2g
fase @ esta mais que a da 3% fase.

As concentragdes de N—NHQ+ foram influenciadas de
uma forma altamente significativa (P<0,001) pela fase de
maturag3do, pelo nivel de incorporacgdo e pela inclus3o de PEG.

As interacgdes maturacdoXincorporagdaos maturagd o APEG e
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incorporag3oXPEG também foram altamente significativas
(P<O,001). A evolugdo dos perfis das concentragdes de N—NH4+
das +trés bolotas; em fung3do da percentagem de incorporagdo, ¢
muito semelhante. Contudo, as concentragses foram
significativamente diferentes (P<0,05), tendo a bolota da
323 fase de maturagd3o fornecido valores mais elevados que a
bolota de 22 e 32 fases. As concentragdes foram influenciadas
significativamente pela percentagem de incorporagdo de bolota
(P<O,05);, mas a diferenga entre o 22 e 32 nivel de
incorporag3d3o ndo diferiram significativamente.

A populagd3o de <ciliados foi afectada de uma forma
altamente significativa (P<0,001) pelo estado de maturacdo da
bolota e pelo nivel de incorporagdo. A inclusdo de PEG também
afectou significativamente o nimero de ciliados (P<0,01). As
interacgdes apenas foram significativas para a
maturagdo/incorporacg3do (P<0,001) e incorporagdo/PEG (P<0O,01).
Conforme pode ser observado nos graficos (Anexos) a populagdo
de ci;iados cresce exuberantemente até a incorporagdo maxima
de bolota (100%), independentemente do seu estado de
maturagdo, coma excepgdo da bolota da 12 fase em que a
populagdo apenas cresce ate & incorporacd3o de 70%.

Embora a inclusd3o de PEG tenha provocado alteragdes
nas populagdes de ciliados, estas apenas foram significativas
para a bolota da 12 fase de maturagdo na incorporagdoe mais
elevada, e para a bolota de 32 fase nos niveis de
incorporagdo de 70 e 100% (Quadros 2.8. e 2.10.).

Nas producdes de gas a acgdo do PEG fez

particularmente sentir a sua ac¢gdo nos substractos contendo a
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bolota da 12 fase, tanto a4s &6 como &s 24 h (Quadro &.6.);
devido & forte adstringéncia apresentada pela bolota nesta
fase de maturacdoc (Quadro 2.1.). As regressdes miltiplas das
produgcdes de gas 4s 6 e 24 h de fermentagdo expressa de
uma forma clara o efeito da adstringéncia nas vdrias fases de
maturac3o da bolota (Quadro 2.2.) Onde a influéncia foi
persistentemente significativa foi nos valores do N—NH4+,
independentemente da fase de colheita e do nivel de
incorporag3do. Na regress3o miltipla dos valores de N—NHQ+
para o nivel de incorporag3o de bolota e inclusdo de PEG
(Quadro 2.3.),para cada um dos tipos de bolota, a regressdo
para o PEG apenas ndo ¢ significativa na bolota de 32 fase. A
regressdo maltipla para o nivel de incorporagd3o -

significativa, independentemente do tipo de bolota. A

Buadro &.2. Frodugdo de gds 4s & e 4 h em fungdo da k
% de boleta (X;) e da incorporagd de PEE (X2

Tipo de Bolota Equagan de regrgssia n r Sy.x
Setesbro

6N ve 55t s e - 2@ % 0,92 1,8477

 REE ¥ , )

2 h V= 19,06 ¢+ S0k, + 1,7MHp B4 6989 1,597
Jutubro - -

6h Y= 0,35 ¢+ 6,30% T+ B,81k B 0,991 9,9882

2 h Y= 22,40 ¢+ 8,061, + 8,831 20 0991 1,27168
Novesbro -

bh Y= ,69 ¢ 5,99 + 6,250 B 0,989 1,063

24 h V= 21,27 + 8,198, + 9,881, B 0,98 1,579

]
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regressdo miltipla do ndmero de ciliados para o nivel de
incorporagdo de bolota e para a incorporagdo de PEG nas
misturas, apenas foi significativa para o nivel de
incorporagdo de bolota (Quadro 2.4.).
Buadre 2.3, Loncentragdo de M-NHQ+ en fungdc da % de bel-
ta (ky} e da tncorporagds de PEE (Xpl,
Tigo de bolota Equagdn de regressdc n r Sy.x
Setenbro IR TE - IR T SRR -1y Py B 8,785 1,263
Outubro V= 12,00 - e ¢ 136k M e 1,219
Novesbro V= 13,23 - 8,880, + 3,580, B 6,73 9,839
Guadre 2.4, Nieero de ciliades em fungdv da % de incarpo-
ragdo de bolota {4y e da inclusde de PEG ()p!
Tipo de Bolota ) Equagde de regressdo a r Sy
Setenro V= 8,29 + 0,58K,"T + 60,0815 B4 0,816 06,4595
Jutubro Ve gty e 012K - 01 B 093 5,237
Novestro Y= 0,25 ¢ 085K+ 0,100 B 8,818 0,509
R incorporagdo de bolota em misturas com palha,
independentemente do seu estado de maturagdo, parece
constituir um bom suplemento energético. O aumento da

percentagem de incorporagdo traduziu-se sempre num aumento da
producdo de gas e esse aumento foi sempre acompanhado por uma

pronunciada mobilizagdo do N-NH4+, muito particularmente a

35% de incorporag3o. as & h de fermentagdo, no entanto, a

producdo de gas pelos substractos contendo bolota da primeira

colheita (Setembro) produziu sempre menos g&ds em todos os
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miveis de incorporagdo, de uma forma bem manifesta ao nivel

de 100% de incorporacgdo. A adstringéncia mais elevada na

Quadro 2.5. Efeito da incorporac3o de bolota colhida em Setembro
e da inclusdo de PEG na produc3o de gds (ml)(X * e.p.m.)

Bolota PEG Tempo de incubacd3o (h)
% % & h 24 h
a a
0 7,209 £ 0,06 32,17%. t 0,29
0
5 8,10° * 0,06 32,17% * 0,29
) 13,20% £ 0,15 37,00% + 0,58
3 b b
5 16,97 £ 0,15 39,50° * 0,29
) 19,47%, * 0,06 46,839 * 0,44
70 N b
5 22,97° * 0,37 49,50° * 0,29
0 19,97%, * 0,25 58,50%¢ + 0,29
100 o b
5 27,47° £ 023 60,177 + 0,17

Diferengas significativas devidas ao PEG, letras diferentes em
indice superior; diferengas significativas devidas a % de bolota,
letras diferentes em indice inferior.

bolota de Setembro, constituiu a razdo fundamental para este
comportamento, uma vez que a inclus3doc de PEG nos substractos
aumentou as producdes de gas,; tendo mesﬁo nalguns casos pro-
duzido mais gas que o0s substract;s contendo bolota de Outu-
bro e Novembro (Figs. 2.1., 2.2.; 2.3.). 0Os <ciliados parecem
ter sido afectados nos fermentadores contendo 100% de bolota
de Setembro,; devido talvez & quantidade de taninos presehtes

em solugdo (0,67 mg/ml), uma vez que a sua populagdo aumentou

com a incorporacdoc de PEG. Curiosamente, a bolota de Setembro
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a 1004 foi a que produziu mais gas as 24 h de fermentagdo,

Quadro 2.6. Efeito da incorporagdc de bolota colhida em Outubro e
da inclusdo de PEG na produgdc de gas (ml)(X % e.p.m.)

Bolota PEG Tempo de incubagcdo (h)
% % 6 h 24 h
) 7,20°%. £ 0,06 32,17°%. + 0,29
° 5 8,10° * 0,06 32,17% t 0,29
0 13,97%4 + 0,25 38,5%; * 1,32
* 5 13,97% * 0,25 38,33°% * 0,76
0 21,70% + 0,58 48,509 + 0,29
7 5 21,37% t 0,33 48,502 *+ 0,50
0 24,80%; + 0,31 54,33% + 0,60
100 b o
5 27,47° + 0,43 57,00° * 0,58

Diferencas significativas devidas ao PEG, letras diferentes em indi-
ce superior; diferencas significativas devidas a % de incorporagdo
de bolota, letras diferentes em indice inferior.

talvez devido & inactivagd3o de uma parte da populagdo de
ciliados, sendo metabolicamente substituidos pela populagdo
bacteriana mais activa. Interessante notar que onde se
conseguiu o maior incremento nas produgdes de gas tanto as 6
como a4s 24 h foi com o aumento da incorporagdo de bolota de

35 para 70 % de bolota, independentemente do seu estado de

maturagdo.
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Quadro 2.7. Efeito da incorporacdc de bolota colhida em Novembro e
da inclusdo de PEG na producdo de gas (ml)(X % e.p.m.)

Bolota PEG Tempo de fermentagdo (h)
% % 6 h 24 n
9 7,20%. ¢ 0,06 32,17%. + 0,29
0
5 8,16° * 0,06 38,17° * 0,29
9 13,97%4 £ 0,15 36,83% ¢ 0,17
35 . | o
5 13,96% * 0,15 37,677 % 0,17
0 21,70% + 6,58 46,50°%g £ 0,29
70
5 21,13% ¢ 0,57 46,337 + 0,33
0 24,809, + 0,31 55,00%¢ + 0,58
100 .
5 25,472 % 0,15 57,837 t 0,17

Diferencas significativas devidas ao PEG, letras diferentes em indi-
ce superior; diferengas significativas devidas a % de incorporagdo
de bolota, letras diferentes em indice inferior.

Quadro 2.8. Efeito da incorporagdo de bolota colhida em Setembro e
da inclusdo de PEG, na concentracdo de N-NH, e no ne de
ciliados 4s 24 h de incubagdo (X % e.p.m.).

Bolota PEG N-NHg Ne de ciliados
% % mg/ 100 ml X 195/m1
o 14,00°% * 0,100 0,57%. + ©,020
0
5 14,16% £ 0,110 0,579 * 0,010
0 8,61% + 0,003 1,93% * ©,003
35 b s
5 11,70° % 0,003 1,95% t 0,007
0 9,66%4 ¢ 0,003 2,58°%, + 0,013
70 o b
5 11,48° £ 0,044 2,63° £ 0,013
0 8,89, ¢ 0,010 2,15% £ 9,032
100 o b
5 11,207 % ©,060 2,39° t 0,035

Diferencas significativas devidas ao PEG, letras diferentes em indi—'
ce superior; diferengas significativas devidas & % de incorporagdo de
bolota, letras diferentes em indice inferior.
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Quadro 2.9. Efeito da incorporagdc de bolota colhida

em Ogtubro
e da inclusdo de PEG, na concentragdo_de N-NH, e no
ne de ciliados 4s 24 h de incubagdo (X * e.p.m.)

Bolota PEG N-NHq " Ne de ciliados
% % mgs 100 ml bt IOS/ml
o 14,00% + 0,10 9,57%. £ 0,08
o
5 14,14°% £ 0,11 9,577 £ 9,01
9 8,90°. * 0,06 1,76%4 + 0,03
35 .
5 11,767 £ 0,03 1,83% £ 0,03
- a - p a ~
o 19,08%4 + 0,06 2,05% £ 0,05
70 ’ .
5 11,3¢° * 0,03 2,44° £ 0,06
a - . a
0 9,80°% 4t 0,06 2,87% * 0,21
160 o <
5 11,06° % 0,01 2,90 £ 0,27

Diferengas significativas devidas ao PEG,
superior; diferengas significativas devidas a %
bolota, letras diferentes em indice inferior.

de

letras diferentes
incorporagdo de

em indice

Quadro 2.10. Efeito da incorporagd3o de bolota colhida em Novembro e
inclusdo de PEG, na concentragdo de N-NH; e no n2 de

ciliados as 24 h de incubagdo (X

e.p.m.).

Bolota PEG N-NH4 " Ne de ciliados

% % mg/ 100 mi X 105/m1

9 14,0074 + 0,10 0,579 * 0,02
0 a a

5 14,169+ 9,11 0,57° * 0,01

0 10,78°%. % 0,01 2,43% £ 0,12
35 b a

5 11,627 * 0,02 2,379 * 0,23

0 10,90°% * 9,06 2,24%5 * 0,03
70 b b

5 11,500 * 6,06 2,62° t 0,06

0 10,64%_ + 0,05 2,66% + 0,03
100 o b

5 11,55° * 6,03 2,777 t 9,02

Diferengas significativas devidas ao PEG, letras diferentes

superior; diferengas significativas devidas a %
bolora, letras diferentes em indice inferior.
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2.4. INFLUENCIA DO ESTADO DE MATURAGCAO DA BOLOTA E DA
INCORPORAGCAO DE PEGs NAS BATCTERIAS E CILIADOS DO

RET$CULO-RUMEN

2.4.1.Introdugdo - Os taninos em solugdo aquosa possuem
capacidade para se& ligarem com a parede celular dos
microorganismos,; em particular as bactérias (MARINHO, 1984) .
Com efeito, foi possivel observar a formagdo de protoplastos

em Cellvibrio fulvus por acgdo do &dcido tanico e pela fracg3o

tanino do extracto de alfarroba adicionada aos meios de
cultura (McRUILLEN, 1960). HENNIS et al.(1964) constataram
modificagdes importantes na morfologia de associagdo dos
microorganismos, quando eram cultivados na presenga de
concentragdes subinibitoerias da tanino de alfarroba.

A parede celular,; para além de ser a sede de tocas as
trocas metabdélicas que a célula faz com o seu meio exterior,
constitui um organito fundamental no desenvolvimento do
processo de divisdo celular (STANIER et al., 19775 CHENG et
al., 1981),

Com o objectivo de investigar o efeito o efeito que os
taninos na viabilidade da populagdo bacteriana e da populagdo
de ciliados, utilizdmos como substracto uma mistura de palha

e bolota em duas fases extremas do seu ciclo de maturacdo,

(Setembro e Novembro) nas percentagens relativas de 30 e
70, sem qualquer suplementagdo proteica.
2.4.2. Resultados - Conforme pode ser verificado nos

Quadros 2.11. e 2.12.5 a incorporagdo de PEG ndoc so aumentou
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Guadro 2.11. Efeitc da época de colheita da boluta e do PED no N2

de bactérias, no N2 de ciliados es divisgg celular
e na produgds de gés as 6 n de incubagde {¥ T e.p.a.i
PEG Bacteérias Ciliades e Produgdo
Bolote viéﬂeis divisdo de gds
% xi9 /i xig 7al al
| N amd R S
B] 1;36 c b4 5596 lgad c t 3;65 19)5‘? c k4 6;39
Setembro b b b
5 2,01 ¢ a,65 2434 * 5,03 23,06 1 9,29
3 P ) c end
9 1;12 dt 9)96 1)93 dz G;Bb E..nﬁe d i 9,29
Roveabro b b b
3 1546 % 6,06 2,52 % 8,63 28,87 & 8,17

Diferengas significativas devidas & bolota, letras diferentes ea indice inferiori
diferengas significativas devidas & inclusdo de PEG, letras diferentes es indice

superior.

Juadro 2.12. Efeito da época de c3

lheita da bolota e da inclusdo de PER

no N¢ de bactérias, nc N® de ciliados e na producdo de gas
45 24 h de incubagde (X * e.p.a.}.

PEE Bactérias Ciliados Produgdo
Bolota vidyeis vidyeis de gas
4 xi8 '/al x16 /i al
0 | 9,3 1 6,00 1018% £ 9,01 | 43,33% % 0,4
Seteabro 2 b b
3 8,32 % 9,83 1,477 0,63 48,36 1 8,17
6 | 6,05% 0,04 L3styt a0 | 48,33% 2 0,17
Noveabre b g b
3 9,287 8,81 1,497 ¢ 9,81 51,80° % 6,87

Diferengas significativas devidas & bolota, letras diferentes ea indice inferior;
diferencas significativas devidas & incorporagdo de PEG, letras diferentes ea 1n-

dice superior,
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significativamente (P<0,001) o numero de bactérias viaveis as
6 h de fermentagdo, como também o numero de ciliados em
processo de divisd3o celular aumentou significativamente
(P<O,001). As diferengas, no entanto, foram mais expressivas
nas misturas alimentares contendo bolota de Setembro, onde o
numero de bactérias vidveis quase duplicou. A inclusdo de PEG
também aumentou significativamente as produgdes de gas as & e
24 h de incubagdo (P<0,001), sendo mais expressiva com a
bolota verde.

‘As 24 h o namero de bactérias ndo sé baixous como
também n3do se diferenciou com os tratamentos, tendo apenas:
sido influenciaqo significativamente com a inclusdo de PEG
(P<O,01). O numero de ciliados foi influenciado pelo tipp de
bolota e pela inclusdo de PEG (P<0,001). A produgdo de gas
também foi influenciada significativamente pelo tipo de
polota (P<0,001) e pela inclusdo de PEG (PKO,001 ~ &s & hj
P<O,05 - as 24 h). A produc3o de gas as 24 h também foi
influenciada significativamente (P<0,035) pela interacgdo tipo

de bolota/PEG.

2.95. INFLUENCIA DA SUPLEMENTAGA0O PROTEICA, DA INCOR-
PORAGA0 DE PEG E DO ESTADO DE MATURAGCAO DA BOLO-
TA INCORPORADA A 70%, NA FERMENTAGX0 PELO CONTEL-

DO RETiCULO-RUMINAL

2.5.1. Introdugdo. A sup lementacdo das misturas
alimentares, contendo grandes quantidades de bolota na sua

I=4=Y=4




composicdos com uma fonte azotada, traduz-se normalmente num
acréscimo do sseu potencial fermentativo, gque se reflecte na
producd3o de gas e no aumento da concentragdo do N—NHQ+
(ALMEIDA, 1986) . A evolucdo destes dois parametros parece
estar dependente ndo so do nivel de suplementagdo proteica,
como também das caracteristicas do suplemento. Com efeito,
engquanto os incrementos na suplementagdo com soja se
traduziram num aumento progressivo das produgdes cumulativas
de gas e nas concentragdes de NHQ+, com a ureia a tendéncia
contraria foi aquela que se manifestou para a produgdo de gas
com o aumento progressivo nas concentragdes de NHQ,+ (ALMEIDA,
1986). Com o bagacgo de girassol a tendéncia foi para a
diminuigc3o nas produgdes de gas & medida gue se incrementou a

-+
suplementacdo, com o aumento consequente nos valores do NH, .

Se bem gque & natureza do azoto (solubilidade, perfil de
aminoacidos) no suplemento possa fazer sentir a sua acgdo
(TAMMMINGA, 1979 ( maior solubilidade = maior

degradabilidade; melhor perfil = melhor utilizagdo),

acreditamos que a substituig3d3o da bolota pelo suplemento
proteico possa alterar manifestamente a relagdo N/E,
alterando os valores da taxa de fermentagdo, neste caso
expresso na formagdc de gés. Enquanto a substituigdo parcial
da bolota por soja ndo deve baixar de uma forma expressiva a
energia da mistura (BATH et al. 1984), o mesmo ndo se devera
passar com o bagago de girassol. 0 seu teor em PB (274) e
pbastante mais baixo que o teor em PB da soja (47%4), obrigando
a uma substituic3o mais expressiva para se conseguirem

valores de PB nas misturas superiores a 10%4. Qutro factor
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que poderd influenciar a produgdo de gds, & a acumulagdo
+ .
gradual de  NHg nos Tfermentadores, que inevitdvelmente

funcionarad como tamp3os, frenando a mobilizagdo do sistema

tampdo—-bicarbonato por um lado, podendo manifestar
propriedades toxicas em relagdo aos microorganismos por
outro.

A fim de determinar o efeito do PEGyupop € do
nivel de suplementac3o proteica e da sua natureza na fermen-
tacdo de misturas alimentares contendo 704 de bolota, estas
foram incubadas com quantidades apropriadas de bagago de so-
jas para os niveis de 8,3%, 11,4%, 12,4%,14,35% e 16,6% de
PB.

A caracterizagdo da fermentag3o foi feita com

base nos mesmos parametros de leitura referidos em 2.3..

2.5.2. Resultados — A produgdo de gas as &6 h  foi in-
fluenciada significativamente (P<0,001) pelo nivel de suple-
mentacdo e com a incorporagdo de 5% de PEG, ndo tendo o esta-
do de maturac3do da bolota influenciado significativamente a
producdo de gas (Quadro 2.13.). As interacgdes eépoca X
incorporacdc e época x PEG foram altamente significativas
(P<0O,001), tendo & interacgdo incorporagdo x PEG sido
significativa apenas ao nivel de P<0,03).

As =1 h de incubag3do, a produgdo de gas apenas
foi influenciada significativamente (P<0,001) pelo nivel de
suplementagdo (Quadro 2.16.).

Os valores da concentragdo de NH4+ foram

influenciados de uma forma altamente significativa (P<0,001)
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pela época, nivel de suplementagdo, inclusdo de PEGC e pelas
interacgdes época x incorporagdo, epoca x PEG e 1ncorporagdo
x PEG (Quadro 2.13.).

A populagdo de protozodrios ciliados, se bem que
de uma forma irregular, foi influenciada significativamente
pelo estado de maturagdo da bolota (P<O,01), pelo nivel de
sup lementag3o (P<0O,001) e pela inclusdo de PEG
(P<0,05)(Quadro 2.14.). As interacgdes apresentaram niveis de
significdncia diferentes, tendo a interacgdo época x incorpo-
rag3o sido significativa para P<0,0l1, a interacgdo época X
PEG para P<O,053 e a interacgdo incorporagdo x PEG para
P<O,01).

A producdo de g&s aumentou com a incorporagdo de
bagaco de soja, independentemente do tipo de bolota utilizada
nas misturas. Poréms as produgses de gds mais elevadas foram
registadas na fermentac3o dos substractos contendo bolota de
Setembros as 24 h de incubagd3o. as &6 h de fermentagdo a si—
tuagdo foi exactamente oposta, uma vez que foram os
substractos contendo bolota de Novembro na sua composigdo
aqueles que produziram mais gds com a suplementagdo azotada.
A explicacdc poderd residir no facto de a bolota de Novembro,
menos adstringente e mais energética, ter proporcionado aos
microorganismos uma mais rdpida mobilizagdo do azoto para o
seu crescimento. A bolota de Setembro possuindo menos energia
e incomparavelmente mais taninos, impediu a populagdo
microbiana de crescer a uma taxa t3o elevada, por um lado

devido ao mais baixo teor em energia disponivel, por outro
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Guadro 2.13, Efeito do nivei de supleaentagds azotada cos ba-
gago de soja e da ipclusdo de PEG_nos valores da
concentragdo de Nhy (mg/190 al){X  e.p.a.:

Tipo | PES PR (% 45
de

bolota | % 45 8,3 iy 12,4 14,5 16,6
Bolota | 9 | 7,078 £ 0,29 | 9,77% £ 6,06 | 10,87% ¢ 0,06 | 11,27° ¢ 0,06 | 13,12% ¢ 0,03 | 15,79% £ 9,0
de . : .

Seteabro| 5 | 86702 6,05 | 13,22% £ 0,11 | 16,8172 0,06 | 15,357 ¢ 6,15 | 17,167 % 6,67 | 16,61" ¢ 0,35
Bolota | & | B,50%5 % 910 | 16,06%5% 6,05 | 11,86% ¢ 6,26 | 13,80%5 ¢ 0,29 | 16,255 £ 0,05 | 17,26%3 4 6,25
de : . .

Noveabro| 5 | 9,347 ¢ 6,06 | 12,617 £ 0,09 | 12,83% £ a1t | 15,3708 0,25 | 17,68% % 0,13 | 19,33" £ 0,18

0s valores afectados por letras diferentes es indice superior e inferior diferea siqnificativanente'(P<0,901).

Buadro 2.14. Efeito do nivel de suplementagic azotada coa ba-
gage de soja 2.da inclusdn do PEG no nusero de
ciliados (x 18 /alM{X t e.p.a.:

Tipo | PEB P8 (% 5)
de

Bolota % 1’;5 8)3 “g‘i 1E)1§ “Q;S 16)6
Bolota | o | 2,88%¢ 0,02 | 3,29%¢ 6,67 | 3,09 ¢ 9,03 | 2,91%¢ 0,12 | 2,92% ¢ 6,08 | 3,18 £ 9,14
de )

Bolota | 5 | 3,40 0,06 | 2,870 ¢ 0,63 | 3,17 ¢ 6,11 | 3,39% £ 0,08 | 3,107 ¢ 0,07 | 3,63 £ 0,12
Solota | O | 3,36 % 0,18 | 3,06 % 0,29 | 3,272 6,20 | 3,45 % 0,22 | 3,23 % 6,08 | 3,17 £ 9,89
de

Novembro| 5 | 3,09 £ 8,17 | 2,95 % 6,05 | 3,06 £ 8,31 | 3,66 % 8,16 | 3,38 % 0,13 | 3,32 ¢ 9,18

0s valores afectados por letras diferentes diferem significativamente (P<6,81:.
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Quadro 2.13. Efeito da suplementagd azotada com bagago
de svja e da incorporagde de PEG_na producdo
de gds (al) &5 6 h de incubagd X & e.p.a.)

Tipo  |PEB FE (% MS)
de

Bolota H 4)5 8;3 “!" IE,‘) 14)5 16)\‘:}
Bolota | 6 [16517% ¢ 6,76]16,00°%, £ 0,87[17,00°, ¢ ,87]17,33%; £ 0,29|19,00° ¢ 0,50]19,83%_ ¢ 9,29
de . .
seteabro| 5 | 18,170 ¢ 8,7] 19,007 + 0,50] 20,177 ¢ 1,06| 21,67% ¢ 6,29] 22,33% ¢ 6,29] 22,17° £ 6,76
Bolota | 0 |15,83%; ¢ 0,76[17,50%, ¢ 0,50]18,83% ¢ 0,29]20,17% + 0,29)19,83° ¢ ,29/20,17°; ¢ 6,29
de

Noveabro| 5 | 16,17% ¢ 9,29] 17,50% # 0,56| 19,67°  ,89] 21,17% # 6,29 26,80% ¢ 0,50| 20,83% ¢ 6,58

Valeres afectades com letras diferentes em indice superior e infericr, diferes significativasente para

P(9,05. »
Buadro 2.16. Efeits do nivel de suplementagde azotada coa ba-

gage de soja e Ga incorperagds de FEG_na produ-

cio de gds (al) a5 24 h de incubagdo {X * e.p.a.)
Tipo PES PR (% ¥S)
de
Bolota 8 45 5,3 11,4 12,4 14,5 16+6
Bolota o [43,67% ¢ 2,57)67,33%, ¢ 0,58]51,17%, ¢ 1,53]51,17%, £ 1,66]58,50%; £ 6,50]49,67° ¢ 0,29
de
Setembro | 5 | 6,602 & 1,50] 48,17% £ 8,7%| 50,337 ¢ 3,38) 49,83% £ 0,58| 52,17% ¢ 1,26 49,677 ¢ 1,53|,
Bolota o [43,70% ¢ 1,08]47,17% £ 2,47]47,50%; ¢ 1,32]50,17%, 1 0,29]48,67%¢ + 0,29]49,33° ¢ 1,04
de
Novesbro | 5 | 44,673 ¢ 0,29] 47,350 £ 8,29| 47,50% ¢ 9,50] 49,83° £ 6,29] 48,677 £ 0,58) 49,167 £ 8,29

Valores afectados com letras diferentes em indice superior e indice inferior, diferes significativamente
para P<§,83.
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tera sido forgada a compensar a inactivag3o de uma parte da
sua populagdo por accdo dos taninos.

Na suplementagdo com so0ja a0 nivel de 14,35%4 PB,
o efeito do PEG na fermentagd3o da mistura contendo bolota de
Novembro ndo se fez praticamente sentir na produc3do de gds,
enquanto qué na mistura contendo bolota de Setembro ao nivel
de 16,6% PBs a influéncia do PEG ainda se fez sentir as 6 h
de fermentagdo, provavelmente porque este nivel de proteina
'ainda ndo foi suficiente para titular a quantidade de taninos
presente em solucdo.

A incorporagdo de PEG aumentou as concentragdes
de NH4+ em todos os niveis de suplementag3o com bagago :de
girassol, independentemente do tipo de bolota utilizada nas
misturas. No entanto, os niveis de NH,_}+ nas misturas contendo
bo}ota de Novembro foram significativamente superiores,; facto
que tem necessariamente a ver com o teor mais elevado em PB
apresentado por este tipo de bolota.

0 comportamento da populacd3o de <ciliados foi
bastante irregular; n3o permitindo uma caracterizagd3o clara
relativamente a suplementagdo azotada. A explicagcd3o talvez
resida no factov de neste estudo termos trabalhado com
inéculos com uma populagdo de ciliados bastante densas no
limiar da saturagd3o do espago biclégico do sistema, que
mascarou completamente as situagdes com manifestagses de

crescimento criptico.
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2.4. EFEITO DA BOLOTA NA FERMENTAGAD DE AMOSTRAS
ESOFAGICAS COLHIDAS EM OVINOS NA PASTAGEM DE

MONTADO

2.6.1. Introdugd3oc - A pastagem de montado na época de
Outono/Invernos coloca a disposicdc dos ruminantes em regime
de pastoreio uma manancial de energia representado pelos
frutos de Quercus ilex e Q. suber. Os animais manifestam
grande apeténcia pela bolota, situacdo perfeitamente
manifestada pela modificagcd3o do seu comportamentos em que o0s

animais correm de arvore em arvore procurando avidamente as

bolotas.

Se bem que ndo se conhega o nivel de ingestdo da
bolota pelos animais directamente na pastagem, a
ingestibilidade deste fruto estara condicionada pela

guantidade de bolota disponivel no solo, pela qualidade do
fruto, pela carga animal e pelo nivel de massa verde
apresentado pela pastageh. A qualidade do fruto tem a ver com
a variedade, se ¢ do tipo amargo ou doce, e com o estado de
maturac3d3o em que a mesma se encontra. A interacgdo destes
factores pensamos Qque seréd determinante para o equilibrio
dietetico e fisioldégico dos ruminantes em regime de
montanheira.

Com o objectivo de fazer uma pequena abordagem‘ ao po-
tencial fermentativo da bolota integrada na pastagem, utili-
z&mos ovinos em duas pastagens diferentes, nos quais recol-
hemos algumas amostras esofagicas que foram caracterizadas

quimicamente na sua composigdo e fermentadas "in vitro". Uma
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das pastagens era natural com uma consociacdo de gramineas
e a outra era uma pastagem semeada, de trevo subterraneo.
Para efeito de caracterizagdo fermentativa utilizamos trés
amostras esofagicas recolhidas nds ovinos na pastagem natu-
ral e duas amostrés recolhidas na pastagem de trevo subter-

raneo.

2.6.2. Resultados - A composicdo das amostras utiliza
das nas fermentacdes "in vitro" vem expressa no Quadro 2.17.).
A grande diferenga nas suas composigdes reside fundamen-
talmente na fracg3o amido que & francamente expressiva nas
amostras colhidas nos ovinos alimentados na pastagem natural,
estando naturalmente relacionado com a quantidade de bolota
ingerida.Com efeito, a distribuigdo de Quercus sp. nas duas
pastagens também difere de uma forma expressiva. A pastagem
natural apresenta uma densidade muito mais elevada naquelas
formagdes arbdreas.

. Nas amostras esofagicas colhidas na pastagem
natural (Amostras 1, 2 e 3), as &6 e 24 h de fermentagcdo a
producdo de gas foi significativamente (P<O,001) diferente
(Quadro 2.18.), t;ndo a influéncia do PEG sido
significativa (P<0,05) apenas as 6 h de fermentagd3o na
amostra n2 1, Os valores de NHq+ diferiram significativamente
(P<O,001), tendo sido influenciados tambéem de uma forma
altamente significativa (P<0,001) pela inclus3o de PEG
(Quadro 2.19.). No namero de ciliados apenas foram
encontradas diferengas significativas (P<0,001) entre a

primeira amostra e as restantes (Quadro 2.19.).
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Quadro 2.17. Composigdo gquimica das ampsiras
recolhidas no esofago dos anisais

Amostra M.5. F.B. hmido Fenais Taninos
esofagica L H % i % Totais Eq. A. tanico %
1 88,42 13,62 19,48 §,47 1,76
Pastages
g 88,32 11,43 23,32 2,99 -
natural
3 88,81 18,34 21481 3,31 -
Pastagen ] 88,60 13,17 3,30 2,82 -
treveo
subterraneo S 89,39 13,58 Seb6 3,21 1,72
Nas amostras esofdgicas colhidas na pastagem de

trevo subterraneo,; as produgdes de g&s diferiram entre si de
uma forma significativa (P<0,05) apenas a&as 24 h de incubagdo
(Quadro 2.20.), tendo & amostra numero 4 sido influenciada
significativamente (P<0,03) as 6 h de fermentag3o. Os valores
para 38 concentragdo de NH4+ foram significativamente
diferentes nas duas amostras, tendo a inclusdo de PEG
também influenciado de uma forma significativa (P<0,01). O
numero de ciliados foi significativamente superior (P<0,001)
na amostra n4dmero S5, tendo a inclus3o de PEG apenas
influenciado significativamente o nimero de ciliados na

amostra namero 4 (Quadro 2.21.).
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Quadro 2.18. Produg8es de gas
fermentacdo de amostras esofagicas colhidas em ovi-

{ml) &s 6 e 24 h de

incubagd@o na

nos alimentados numa pastagem natural(X % e.p.Mm.)

Amostra PEG Tempo de incubagdo (h)
N % b 24

© 5,67% + 0,58 20,92°% + 1,89

: 5 2,33°% * 0,76 2p,75% £ 1,73

o) 11,50% £ 0,50 37,92% £ 1,04

- 5 11,00 £ 1,00 36,582 £ 1,76

o) 8,00% * 0,50 28,25°%. * 0,50

’ 5 8,002 * 0,50 29,25° * 1,00

Diferencas significativas atribuidas ao PEG sdo referenciadas por letras
diferentes em indice superior; diferengas significativas devidas a amos-
tra, sdo referenciadas por letras diferentes em indice inferior.

Quadro 2.19. Concentragdes der+NH4+ e numero de ciliados
na fermentacdo de amostras esofagicas colhidas

em ovinos numa pastagem natural (X + e.p.m.)

Amostra PEG N-NHE T Ciliados
Ne % mg/ 100 ml x IOS/ml
0 7,323, * 0,015 1,01% + 0,033
1
5 7,95° * 0,076 1,397 * 0,017
) 4,17%4 = 0,015 1,79%4 £ 0,006
e b b
5 4,90° * 0,058 1,48° * 0,058
o 5,83% + 0,015 1,80%4 * 0,046
3 b b
S 6,77° * 0,033 1,48° * 0,012

Diferengas significativas devidas ao PEG sdo referenciadas por letras
diferentes em indice superior; diferengas significativas devidas a a-
mostra, s3o referenciadas por letras diferentes em indice inferior.
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Quadro 2.20. Producdes de gds (ml) as & e 24 h de incubagdo
na fermentagdo de amostras esofagicas colhidas
em ovinos alimentados numa pastagem de trevo
subterrdaneo (X * e.p.m.).

Amostra PEG Tempo de incubagdo (h)
NE % 6 24
0 4,67%. + 0,58 12,429 ¢ 2,75
) S s,83%. + 0,29 16,422 + 2,47
© 6,67%4 £ 1,15 19,25% * 0,50
? S 6,672 £ 0,29 20,25°% * 0,50

Diferengas significativas atribuidas ao PEG sdo referenciadas por letras
diferentes em indice superior; diferengas significativas devidas & amos-
tra sdo referenciadas por letras diferentes em indice inferior.

-+

Quadro 2.21. Concentragdes denyNH, e numero de ciliados na
fermentag3o de amostras esofagicas de ovinos

numa pastagem de trevo subterrdneo (X = e.p.m.)

Amostra PEG N-NH4+ Ciliados
Ne % mg/100 ml x 10°/ml
© 6,389 £ 0,033 0,729_ £ 0,012
“ b b
5 7,187 t 0,044 0,97° % 0,087
0 6,38%y + 0,060 1,05%4 = 0,029
5
5 7,10° * 0,058 0,97% + 0,012

Diferengas significativas devidas ao PEG s3o referenciadas por letras
diferentes em indice superior; diferengas significativas devidas &4 a-
mostra s3o referenciadas por letras diferentes em indice inferior.
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Os animais na pastagem de montado ingerem
quantidades importantes de bolota com a forragem, situagdo
perfeitamente evidenciada em algumas das amostras utilizadas
neste estudo. Com base nos valores apresentados no Q(uadro
para a composic3do da bolota madura em amido ( 50 - 60% MS) e
possivel fazer wuma estimaiva da quantidade de bolota
ingerida. Assim, para a amostra esofdgica contendo 23,32% de
amido, podemos estimar que a percentagem de bolota presente
nesta amostra se situard muito proxima de 350%.

Interessante notar que 0os valores apresentados
para a PB das varias amostras n3do difere substancialmente,
apesar das grandes diferengas n3o so no que respeita a
participagdo da bolota, como também o facto de as amostras &
e S5 terem sido colhidas numa pastagem de trevo. Seria de
esperar talvez que as amostras com mais bolota e provenientes‘
da pastagem natural apresentassem valores mais baixos de PB.
A insolubilizag3o da mucina por acgdo dos taninos da bolota
(PIERPOINT, 19853 ROBBINS, 1987;) podera talvez constituir
a justificagdo para este nivelamento. A adstringéncia medida
nas amostras foi muito baixa, tendo fornecido leitura apenas
nas amostras 1 e 5, exactamente aquelas que forneceram dos
valores mais elevados na leitura dos fendis totais.

A as produgées de gds tanto 4as &6 h como as 24 h
de incubagdo aumentaram com o nivel de participacdo de amido
nas amostras,; confirmando as observac8es efectuadas em outros
estudos (ALMEIDA, 19863 SHORT et al., 1969), da mesma forma
como aconteceu com a populacdo de ciliados, gque aumentou com

o nivel de energia da mistura (ABE et al., 1973; NAKAMURA e
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KANEGASAKI, 1969). O efeito do PEG nas produgdes de gas
apenaé se fez sentir nas amostras 1 e 4, mas apenas as & h de
fermentagdo. Na populagdo de ciliados, a sua acgdo apenas
favoreceu o crescimento na amostra n2 1. Os valores da NH4+,
embora guardando uma certa relagdo com o teor em PB das
misturas, foram sempre mais baixos na fermentagdo das
amostras contendo mais amido, evidenciando uma mobiliza-
c3o de azoto mais intensa para o crescimento microbiano.
A incorporagdo de PEG incrementou os valores da NH4+ na

fermentagdo de todas as amostras.

2.7. DISCUSS&0

As modificagases que acompanham fa] cicio de
maturac3oc da bolota s3o, de facto, bastante importantes. O
aspecto mais marcante &, sem davida, a rdpida diminuigdo da
adstringéncia, cerca de quatroc vezes, no espago de
aproximadamente dois meses. R diminuigdo da adstringéncia ao
longo da maturagdo ¢ uma situagdo que se estende a muitos
frutos que fazem parte dos nossos habitos alimentares
(PIERPOINT, 19853 GOLDSTEIN e SWAIN, 1963). Os fenéis totais
doseados n3o manifestam a mesma tend@ncia. Embora diminuindo,
n3o acompanham a quebra t3o vertiginosa da adstringéncia
determinada pela reactividade dos taninos (PIERPOINT, 1989) .
Esta diminuigdo da adstringéncia, se ndo na totalidade,; pelo
menos em parte, deve-se a uma perda gradual de taninos
extractaveis, devido & sua polimerizagdo a formas menos

reactivas e menos soluveis (GOLDSTEIN e SWAIN, 1963). A

275




‘maturacdo €& acompanhada tambem pela subida vertiginosa da

fraccd amido e do aumento da susa composicdo em agucares

solaveiss que conferem o sabor adocicado & bolota madura.
"A  incorporacgdo de bolota até 100% nas misturas
alimentares fermentadas "in vitro", independentemente do

tempo de incubagdo, traduziu-se sempre no aumento da produgdo
de gas, diferentemente dos resultados obtidos por ALMEIDA
(1986), que as 24 h de incubagdo, n3o encontrou diferengas na
produc3o de gas nas concentracdes de bolota entre 20 e &O4 e
entre 80 e 100%. Nos nossos estudos a bolota colhida em
Outubro, a meio do seu ciclo de maturagdo, revelou melhores
caracteristicas fermentativas, talvez devido a um maior
equilibrio na sua composigdo quimica.

Tal como verificado por ALMEIDA (1986), as
pradugcdes de gas aumentaram com a incorporag3o de PEG nas
misturas. 0 efeito mais expressivo &s é h de incubacdo e com
a bolota de Setembro, estd concerteza relacionado com a
sua elevada adstringéncia, que limita ndo S0 a
disponibilidade do substracto, particularmente o azotos mas
também interfere directamente sobre os microorganismos. AS
6 h de incubag3o os fermentadores contendo PEG apresentaram
um numero de bactérias viadveis e ciliados em divisdo celular,
situagdo mais marcante nas misturas contendo bolota de
Setembro, o0 que parece explicar parcialmente a constatacdo
apresentada por ALMEIDA (1986) de que, quando se adicionava
PEG & bolota ou alfarrobas ao fim de 3 h de incubagdo a
produgdo de gas aumentava de imediato. A actividade

microbiana ¢ fortemente condicionada pela presenga de taninos
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em solugdo (HENIS et al.,1964; BASARABA, 1964), mals
intensamente quanao 0s taninos s3oc do tipo hidrolizavel
(SINGLETON e KRATZER, 1969 e 1973).

As produgdes de gas tambem aumentaram com a
suplementagd3oc azotada com bagaco de soja, de acordo com as
observagdes feitas por ALMEIDA(1986). Neste estudo, na
suplementagdo com soja ac nivel de 14,3% PB, o efeito da
adigdo de PEG na bolota de Novembro, praticamente nd3o se faz
sentir na produgdo de gads, situagdo completamente diferente
nas misturas contendo bolota de Setembro, em que a
suplementagdo ao nivel de 16,6% PB ainda deixa perceber a
acgdo do PEG as 6 h de fermentag3do. ALMEIDA (198&), verificou
um efeito aprecidvel do PEG na produg3o de gias ao nivel de
16% PB, gue poderd estar relacionado com a variedade de
bolota wutilizada ser mais adstringente, ou os baixos teores
em NH4+ que o autor refere, permitirem mesmo a esse nivel de
suplementagdo, a manifestagd3o da accdo dos taninos. Estes
resultados confirmam a importancia da suplementac3o azotada
das dietas ricas em taninos. PRICE e BUTLER (1980) referenm
que o0s efeitos nutricionalmente deletéreos conferidos pelos
taninos, s3o aleviados com a suplementag3o das dietas com
niveis elevados de PB.

A produgdo mais elevada de NHL,+ nos
fermentadores contendo PEG foi especialmente destacada nas
misturas contendo bolota de Setembro. O teor em PB mais baixo
nesta bolota,associado a uma maior indisponibilidade devido a
elevada quanpidade de taninos, constituirdo a razdo

fundamental para este comportamento. Com efeito, o 4&cido
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tanico ao nivel de 5% inibiu a degradagdc do azoto do milho,
tendo a inibig3o sido aleviada com a inclusdo de PEG

(ALMEIDA, 1986).
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Fig.2.12.

Producdes de gas as 6 e 24 h de incubagdo na

fermentagdo de amostras esofdgicas
em ovinos numa pastagem natural.
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CAPLTULO 3

ESTUDO DO EFEITO DA FRACgAD LIPiIDICA DA BOLOTA NA FER-

MENTACAO DO CONTEUDO RET$CULO-RUMINAL "IN VITRO"
3.1. INTRODUCAOD

Os microorganismos do reticulo-rumen, sdo responsdveis
pela forte acgdo hidroliticsa sobre os lipidos
triacilgliceéridos (GARTONM et al., 19583 GARTON et al.,
1961), acgdo gue se estende, também, aos fosfolipidos, que
s30 hidrolisados libertando acidos gordos, glicerol e bases
azotadas (DAWSON, 1959).

Esta actividade hidrolitica sobre os lipidos que
penetram no reticulo-rumen com a ingesta pode, em
determinadas circunstancias, ter consequéncias negativas para
o funcionamento metabdélico do ecossistema. Com efeito, os
acidos gordos de cadeia longa (AGCL) libertados na lipéiise,
quando em concentracdes elevadas, podem interferir na
digestdo de outros componentes da dieta,: muito
particularmente na digest3o da celulose (BROOKS et al., 1954;
WARD et al., 1957). Paralelamente existem indicagdes de que
os AGBCL inibem a actividade bacteriana em cultura- pura
{HENDERSON, 1973), complexando—-se com as paredes ' celulares
bacterianas (MAXCY e DILL, 19673 HENDERSON, 19733 WIEMAN,
1954) .

A bolota, particularmente a de azinho (Q. ilex),

apresenta na sua constituicdo quimica um teor apreciavel em
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lipidoss que podem representar cerca de 1i% M5 (CARVALHO,

1979). Estes lipidos s3o fundamentalmente triacilglicéridos
com baixo indice de saturacdo, fundamentalmente definidos na
sua constituigdo por &cido oleico'(C—le - 66,935%)s acido
linoleico (€% ;g - 15,69%) e acido palmmitico  (Cyg
14,06 %) (CARVALHO, 1979). Com’  a bolotas os animais
podem ingerir grandes quantidades de lipidos (8% MS), .
ultrapassando os limites de tolerd3ncia para os ruminantes,
que se situam na ordem de 4 - 3% MS (CHURCH, 1979 ). Esta
situacgao agrava-se ainda mais quando a bolota se encontra
parasitada por lagartas,onde o extracto etereo (EE) pode
fornecer valores da ordem de 15% MS (FERREIRA,1984). Este
facto, colocou-nos o imperativo de estudar o efeito do EE  da
bolota na digestdo dos constituintes fundamentais da parede'
celular vegetal, procurando simular as condigdes do montado

em anos secos.
3.2. MATERIAIS E MeTODOS

Nestes estudos foi utilizada bolota de azinho(@Q. jlex L)
proveniente de uma herdade pertencente ao concelho de Beja. A
palha e feno de pastagem natural, foram fornecidos pela
Herdade Experimental da Mitra da Universidade de g&vora.

Os extractos lipidicos foram obtidos a partir da
referida bolota, wutilizando como extractante éter do
petréoleo. O éter foi posteriormente volatilizado em corrente
de azoto, atmosfera em que o extrato foi mantido em ambiente

refrigerado até a sua posteriof utilizagdo.
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0 método dos detergentes (VAN SOEST, 1982.) foi

utilizado pars tratar a palha e o feno, para a obtengdo da
fibra insoluavel no dtergente neutro (NDF) e da fibra
insoluvel no dtergente acido (ADF).

] conteddo reticulo-ruminal para os fermentadores,
foi fornecido pelds mesmos animais, conforme anteriormente
referido no texto (Parte III - Cap.l! ). Poreém, os animais
foram previamente suplementados na sua dieta com éleo
vegetal, que foi introduzido no compartimento ruminal atraves
da cadnula, a fim de garantir uma maior capacidade lipolitica.

"Misturas de bolota + palha (70:30), palha (inteira e
fracgdes NDF e ADF) e feno (inteiro e fracgdes NDF e ADF), na
quantidade de 200 mgs; foram os substractos: utilizadQS»'nas
fermentagdes. Adicionalmente foram utilizados também celulose
pura {papel de filtro Whatman n21), xilano (Sigma), pectina
(Sigma) e amido de arroz (BDH), também na mesma quantidade. A
todos os substractos (a bolota sem lipidos) foi adicionado o
EE da bolota nas quantidades calculadas para simularem a
bolota com 0, S, 10 e 15%-de EE na MS.

A fim de testar o efeito dos -AGCL -libertados na
hidrélise dos lipidos da bolota, na degradac3do dos mesmos
substractos, foi utilizado como tratamento fluido. rumiral
incubado anaerobicamente durante +tré&s dias, com- o--EE de
bolota. ‘Foram utilizados 4 niveis de incorporacdo do fluide
ruminal fermentado, em substituigdo da &gua utilizada na
preparagdo da mistura mineral destinada aos fermentadores.

A producdo de g&s total foi medida rdirectamente nos

fermentadores. O'N—NH4+ foi determinado por- destilag¥o :como
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anteriormente,; mas a leitura foi feita as 48 h. O numero de
ciliados foi determinados de acordo com a metodologia anteri-
ormente proposta (pg.128), apenas nas fermentagdes das mistu-
ras alimentares contendo bolota.

Foram colhidas amostras de gds as 24 h de incubagdo,
directamente a partir dos fermentadores, que foram
posteriormente analizadas para o metano (CHy) e para o
diéxido de carbono (COp), em cromatografo de gas Perkin—Elmer
munido de um detector de termoconductividade, utilizando .Ng
como ga&s vector.

Os resultados foram tratados por = andlise de
varidancia "one-way" (SNEDECOR e COCHRAN, 1967) e por re-~

gress3o linear simples (STEEL e TORRIE, 1982).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Efeito do EE da bolota. Conforme se pode verifi-
car no Quadro 3.1.; a mistura contendo bolota tratada produziu
significativamente mais gas (P<0,001) que a mistura contendo
bolota integral, tendo produzido também, significativamente
mais NHq+ (P<O,001). A incorporagdo de EE de bolota,
diminuiu significativamente a produg3o de gds (P<0,001),
sendo o0 efeito mais pronunciado as 48 h de incubagdo. Os
valores da concentragdo para a NHq+ também foram afectados
significativamente pelos tratamentos (P<0,001)(Vidé Anexos).

Na fermentagdo da paiha e da sua fraccdo NDF a

produc3o de gas foi significativamente influenciada pelos
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tratamentos. A produgdo ge gas diminuid Cum OS Tracamentos,

Quadro 3.1.. Efelto do =.E da boliota na produgao ge g&s My
"a partir da fermentagdo e misturas contence co-
lota (70%) + palha (30%: (X ¥ e.p.m.J.

E.E. Tempo oe incubagdo (H)
ge
Bolots (mg? & ic ch =8
_a 4 PR - . )
M.R.* 18,00 + 0,20]25.:63 T 0.20]34:76 t 0,311463,00 T 0,34
_ . c N b . . . .D . —-C . .
o 20,23 + 9,32128,13 + 0,41136,13 T 0463]42,23 + 0,72
b (&) . - - a i ) a
7 19,38 * 0,24127,51 + 0,38134,63 t 0,60141,00 * 0,30
) \ b . o - ab . a
14 19,25 + 0,43;27,88 + G,32{33,:26 * 0,43140,13 + 0,77
21 19,83°C + 0,12|28,30° + 0,12{35,38%° + 0,20/40,50% * 0,20

* Mistura contendo bolota ndo tratada pelo eter.

Valores afectados por letras diferentes diferem significativamente para

P<0,001) .
de uma forma bastante significativa, as 24 e 48 h (P<0O,001).
Na fermentagdo do NDF a regressdo da producdo de gas (Quadro
3.11.) foi muito significativa, tanto &s 24 como as 48 h de
incubagdo (P<0O,001). Na fermentagdc do ADF da palha os
tratamentos influenciaram as produgdes de gads de uma forma
bastante significativa as 12, 24 e 48 h (F<0,001). As
produgdes forams,; no entanto, negativas pelo facto de terem
produzido menos gas gque os brancos. De salientar o facto de o
o ADF tratado com o nivel mais elevado de incorporagdo de EE
ter produzido mais ga&s qQque 0 terceiro nivel de incorporagdo,
diferenca que foi significativa (P<0,001) as 6, 12, 24 e 48 h
de incubagdo (Vide Anexos).

Na fermentagido do feno inteiro a produgdo de gas

foi influenciada significativamente as 24 h (P<0O,01l) e 48 h

(P<O,05) de incubacdo (Quadro 3.2.). A regressdo tambeém
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Quadro 3.2. Efeito do E.E. da bolota na procugdo de gas wmly
a partir da fermentagdo de um feno (X £ e.p.m...
E.E. Tempo de fermentagdo (H)
de
Bolota (mg) 12 = =8
_ e 2.8 4 . = R - [ ) . -
o 23:34 | F 0.17137.00 T 15648457 T O, 17156,67 T 17
- c mm B L a ala eod N . -
7 E..:-UU + 0,73 Bﬂgdj R O P T ‘45_!5.{ T U,QQ 51,67 pa '\)p"}q
-4 I a ny . L - 1 . |
14 24,503 + 0,44/35,33° * 2,68|45,84%° + 0,58|51,50° * 1,04 |
- P I N - . a& L, oo
cl 84’11 + 1415 3",1\.‘)0 + 1 13 a%,.67 + 0,73 “8;67 T .44

Valores referenciados com letras diferentes,

Quadro 3.3..

Efeito do E.E. da bolots na producdo

diferem

significativamente.

de gas (ml) a par-

tir da fermentagdo da fTracgdo NDF de um feno (X * e.p.m.)
E.E. Tempo de fermentagdo (H)
de
Bolota {(mg: & i2 = 4B
- - - - . b ]
Y] q‘gb? ha UgEg ).O_n‘:l-' * 19(.)1 3"?;1! x ()973 DL")SU + U-E9
- 0 e . I B ' - = D
/ 4,17 + 'v‘gBU Légd: x )yd3 Gidy 34 bt U)76 56,00 + 0158
. I [ - N El _
14 t:'gt\? + 0,29 lC;Lr’ T Ueb :4,84 + 0,76 31417 + ‘-.)_183
) N B N - - m S L -
21 2,84 * 9,17/13,i7 % 0.60[36,01° * 0,73;31,33° % 0,83

Valores afectados por letras diferentes, diferem significativamente

Quadro 3.4. Efeito do E.E. da bolota na produgcdo de gas (ml) a par-
tir da fermentagcdo da fracgd3c ADF de um feno (X * e.p.m.)

E.E Tempo de fermentagdo (H)

de

Bolota (mg) ) ie 24 48

o) 1,008 * 0,88] 2,172 % 1,17| 1,842 £ 1,15|-1,67%° *+ 1,17

7 0,50% + 0,33] 2,33° * 0,33 2,17% * 0,33]|-1,00%° + 0,50
14 -1,00% + 0,66 0.00° + 0,50 9,00% % 0,67|-3,00° * 0,7
21 2,002 * 0,67| 2,33° * 0,67 2.36% + 9,76| 9,337 * 1,01

valores afectados com letras diferentes, diferem significativamente




Wuadro 3.3. Efeito do E.E. da colota na $rogugdo G& Gés «mi) a
partir da fermentagdo ce ceiuliose pura X = e.p.m.)

E.E Tempo de fTermemtagac (H)
de
Bolota (mg) ie c4 48
@ 11,842 % 0,44 51,67° £ 0,29 75,33% * 9,44
7 5,00% t 0,93 56,50°% + 0,93 75,332 *+ 0,46
16 12,502 + 0,44 49,84%% + 1,67 73,00° * ©,50
a _ . b | fod ~
21 11,362 ¢ 9,33 48,67 + 0,76 70,83 £ 0,73

Valors afectados por letras diferentes, diferem significativamente.

foi influenciada significativamente as 24 h (P<0,01) e 48 h
(P<0O,03) de incubagdo (Quadro 3.10.). A regressdoc tambem foi
muito significativa (P<O,001) as 24 n de 1ncubacgdo. As
concentragoes de N-—NHq+ apresentaram diferengas entre os
tratamenteos que TfToram muito significativas entre =91
(P<O,001), tendo a regressdo sido‘tambem multo significativa
(P<O.,001). A produgd3c de gas na fermentagdo da fracgdao NDF
do feno foi influenciada significativamente pelos tratamentos
(P<O,01) (Quadro 3.3.)s contudos,; entre os tratamentos as
diferengcas ndo foram significatinas entre o primeiro e o
segundo tratamento; e entre o terceilro € o quarto tratamento.
As concentragdes de NHQ+ ndo diferiram significativamente com
os tratamentos. A fermentagdo do ADF do feno ndo apresentou
giferengas significativas na produgdo de gass fornecendo
valores negativos para a produgdo de gas. As concentragdes de
NHQ+ foram influenciadas significativamente pelos tratamentos
(P<O,001). Foram encontradas diferengas significativas na

: + . : . .
concentragdo de NH, apenas entre o primelro tratamento e

U
0
o




Quadro 3.6. Efeito do E.E. da bolota na produgcdo de gas (ml)
a partir da fermentacdoc de uma palha (X % e.p.m.)
‘E.E. Tempo de fermentagdo (H)
de
Bolaota (mg) -] i2 24 48
o 4,252 + 0,32/15,50% * 0,32|39,75°C * 0,37/39,01% * 6,31
7 5,75° + 0,14]17,25° * ©,20]/32,01° * 0,24|39,38% * 9,29
14 6,25° + 0,14]16,83°C + 0,24|29,35° * 0,60|34,28% * 1,30
21 5,13 + 0,38|15,83%° + 0,52|25,23% + 1,14]26,90% * 2,67

Valores afectados por letras diferentes, diferem significativamente.

Quadro 3.7. Efeito do E.E. de bolota na produgdo de gas (ml) a partir
da fermenmtac3o da fracgdo NDF de uma palha (X % e.p.m.)
E.E. Tempo de fermentagdo (H)
de :
Bolota (mg) -] ia 24 48
[ ¥ ~
0 0,88° * 0,99|16,70° + 2,74|38,98% * 3,56|49,28° % 4,23
b - b C [<
7 1,50° + 0,6B8]17,33° * 1,09{35,73° * 1,43{45,03° t 1,88
14 2,007 * 0,25(15,33° % 0,71]25,35° * 1,01|30,78° * 1,14
a a ) -, .a )
21 -3,25% 1,79 7,45 % 3,09{16,60° £ 2,98|16,40 % 4,42

Valores afectados por letras diferentes, diferem significativamente.

Guadro 3.8. Efeito do E.E. da bolota

na

produgdo

de gas (ml) a par-

tir da fermentagdo da fraccdo ADF de uma palha (X £ e. p.m.)
E.E. Tempo de fermentagdo (H)
‘de
Bolota {(mg) 6 ie 24 48
_ .. C c . c , C
(V] "'q';bb i' 1,96 “*;83 i 8’16 -b,33 t 2146 -8,67 i 3,07
7 -13,16%° + 0,24{-15,33% * 0,26(-17,99% * 0,84]-22,17% * 0,12
I -14,33% + 0,50|-16,67% * 0,12|-19,16% * 0,35/-23,33% t 0,12
21 110,337 * 0,80]-11,25° % 0,31|-13,16° % 0,41|-16,50° % 0,61

Valores afectados por letras diferentes, diferem significativamente.
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) +
Quadro 3.9. Efeito do E.E. da bolota nos valores do N-NH, (mg/100 ml)
na fermentagdo de uma mistura Bolota (70%) + Palha (30%),
duma palha e de um feno, &s 48 h deincubagdo (X * e.p.m.).

E.E. Substracto
de

Bolota (mg) Bolota + Palha Palha Feno
0 5,785 + 0,014 25,32% * 0,610 32,06 t 0,320
7 5,040 + 0,171 26,58° + 0,100 33,439 + 0,510
14 4,222 + 9,020 25,83%° + 0,260 30,660 + 0,840
21 5,51 + 0,004 26,403° + 0,310 25,733 + 0,300

Valores afectados por letras diferentes, diferem significativamente.

todos os outros e entre o segundo e terceiro tratamentos.

Na fermentagdo da celulose pura, as producdes de g&s fo-
ram influenciadas pela incorporagd3o de EE de bolota, tendo as
diferencas sido muito significativas (P<0,001) as 48 h de in-
cubacdo(Quadro 3.5.)(Vidé anexos). As regressdes as 24 e 48 h

de incubagdo {Quadro 3.11.) foram tambem altamente

Quadro 3.10. Efeito de E.E da bolota no N2 de ciliados e na
percentagem relativa de COp e CHy

E.E. Ciliados % da mistura dos dois gases
de 5
Bolota (mg) x 107/ml CHy Cop

B , B b

9 1,80 £ 0,01 49,71 = 1,06 30,25 t 1,45

7 2,145 + 0,04 42,20° + 0,58 57,76° + 6,60

14 1,89b * 0,10 42,37°% + 0,49 57,61b * 0,44
a . b - a

21 1,387 * 0,01 47,76 * 0,61 52,23 t ©,16

Valores afectados por letras diferentes, diferem significativamente.
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significativas, respectivamente para P<0,01 e P<O,001).

. Ag fermentagdes do amido, xilano e pectina; ndo
foram influenciados pela incorporacgdo de EE de bolota.

A populacdo de ciliados,; estimada nas misturas bolota +
palha,y foi influenciada significativamente (P<0,001) apenas

Guabro 3.11. Produgdo de gas &5 24 e 48 h =g fungac da quantidade
de E.E, adicionado (Y = F§ A, & = ag de £.E.7

Suastracto Equagds  ©2 regressas n T Sy.x
Lelulose (24 h) ¥ = 32,3% - &,97X::* ie ~6477¢ 9,973824
Celulose (48 h) {=77,58 - 1,581**; {2 -4,875 1,076440
Fano {24 h) {= 45,59 - Lank . id -8,868 9,886602
Palha (24 ) Vo= 34,04 - LFRK it -0, 763 14933118
Palha (48 h) 1= 45,80 - 68 18 -4,§18 3,4Bbb4H
KDF-Palha {24 hJ Vo= 48,54 - TS 1t -6,882 §,936656
NDF-Palha (48 h) ¥ = 63,39 - 11,294 ls -9,8%6 by 760656

com a incorporacdo do nivel mais elevado de EE (Quadro 3.10).

A percentagem relativa de CH; e de COp na fase gasosa
dos fermentadores com bolota tratada + palha variou com os
tratamentos. A percentagem relativa de CHy baixou
significativamente (P<O,001) com a incorporagdo de EE
(Quadro 3.10.).

3.3.1. Efeito da incorporagdo de AGCL. Na fermentacdo da

palha a incorporagdo de AGCL influenciou significativamente
(P<O,001) a producdc de gas as 6, 12, 24 e 48 h de incubacdo,
que diminuiu com a incorporagdo de AGCL (Quadro 3.12.). No
entanto, as 48 h de incubagd3c os fermentadores com a
incorporacdc mais elevada de AGCL foram os que produziram

mais gas (P<0,001). As regressdes foram também muito
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significativas as 6, 12 e 24 h de incubagd3o (P<0,001) (Quadro
o+

3.19). As concentragdes de N-NH; foram tambem afectadas

significativamente (P<O,001) pela incorporagdo de AGCL

(RQuadro 3.17.). Na fermentacdo do NDF da palha a

QRuadro 3.12. Efeito dos AGCL da bolota na produgdo de gas (ml)
a partir da fermentagdo de uma palha (X * e.p.m.).

Mistura Tempo de fermentagdo (H)

de

AGCL 6 12 a4 48
Nivel 1 4,83 + 0,17(11,67% + 6,29/27,06° * 0,29|30,17% £ 0,29
Nivel 2 3,67° + 0,17(10,17° * ©,29|es,50° * 0,29 28,67° + 0,29
Nivel 3 2,67° + 0,33| 8,34° * 0,33 23,33° + 0,44|26,00% * ©,58
Nivel & 9,83% * 0,44| 5,672 * 0,58{19,67% * 0,73 31,67° * 0,58

'Valores afectados por letras diferentes, diferem significativamente.

Quadro 3.13. Efeito dos AGCL da bolota na produgdo de gas (ml) a par-
tir da fermentac3o da fracg3do NDF de uma palha (X % e.p.m.).

Mistura Tempo de fermentagdo (H)

de

AGCL b 12 24 48

, b c a a
Nivel 1 | 1,67° + 0,17/10,00% % 0,17]35,00% + 0,50|54,17% £ 0,29
Nivel 2 | 1,17%% + 0,83| 9,50°C + 1,48|36¢,17° * 2,13|52,36% % 3,11

Nivel 3 | 0.00% + 0,50| 6,84 + 0,69|31,00% * 1,50(38,84° * 1,86

3 4 9,50|31,00% * ©,50{48,34° * 0,40

1+

Nivel 4 |-0,33% £ 0,17] 6,87

Valores afecfados por letras diferentes, diferem significativamente.

producdo de gds diminuiu com o aumento de incorporacdo de

AGCL, diminuicd que apenas foi significativa as &6 h de

300




incubagdo

significativamente

apresentando um perfil muito semelhante com o da

(P<0O,03).

afectados

As concentragoes de N—NHgf foram

pelos tratamentos (P<O,001),

fermentagdo

da palha inteira (Vide Anexos).
Na fermentagdo do feno a produgdo de gés foi
Quadro 3.14. Efeito dos AGCL da bolota na produgdo de gas (ml)
a partir da fermentacdo de um feno (X % e.p.m.).
Mistura Tempo de fermentagdo (H)
de
AGCL 6 ie 24 48
Nivel 1 17,50b * 0,29 av,ooab + 0,33 40,50&b + 0,29 47,843b t 0,46
Nivel 2 |18,67C % 0,44]29,84° % 0,60]40,50° % 1,04]49,17° % 1,50
Nivel 3 |15,50% + 0,50|28,34% * 0,17|39,17% % 0,33|45,86% * 0,60
Nivel &  |16,33% % 0,33|28,34% * 0,44]39,00% * 0,2945,84% £ 0,60

Valores afectados por letras diferentes, diferem significativamente.

Quadro 3.13. Efeito

dos AGCL da bolota na produgdo de gas (ml) a par-

tir da fermentagdo da fracg3o NDF de um feno (X £ e.p.m.).
Mistura Tempo de fermentagdo (H)
ASSL 6 12 24 48
Nivel 1 2,17 + 0,17] 7,34° # 0,17|33,33° * 1,09]53,84° % 0,67
Nivel 2 2,83% * 0,17| 9,50 t 0,17|37,17° * 0,33]57,17% * 0,76
Nivel 3 0,83% * 0,17| 4,17% + 0,29/30,50% * 0,58(38,67° t 0,87
Nivel &4 1,50° * 0,25| 4,84° % 0,33|30,83% * 0,60|48,17° % 0,50

Valores

significativamente

éh de

(P<0,05) (Quadro 3.14.).

incubacgdo

influenciada pelos tratamentos apenas

(P<O,001) e as 24 h

As concentragdes
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de

NH,

afectados por letras diferentes, diferem significativamente.

as

incubagdo

baixaram



(Quadro 3.17.), tendo a regressdo 51do tampem muito
significativa (P<O,001) ., Na fermentagdo do NDF da
palha, as produgdes de gés foram influenciadas

significativamente (P<0,001) pelos tratamentos (Quadro 3.13.9,

Quadro 3.16..Efeito dos AGCL da bolota na produgdo de_gas (ml) &
partir da fermentagdo da celulose pura (X £ e.p.m.).

Mistura Tempo de fermentag3o (H)

de

AGCL 12 24 ‘ 48
Nivel 1 10,845 £ 0,29 56,50 * 0,33 75,84° & 0,33
Nivel 2 11,845  + 0,58 54,50 + 0,73 26,17°  + 0,76
Nivel 3 8,01° % 0,44 49,17%  + 0,87 72,00% * 0,73
Nivel & 5,67% % 0,60 44,672 % 0,87 72,343 £ 0,60

Valores afectados por letras diferentes, diferem significativamente.

Quadro 3.17. Efeito dos AGCL da bolota nos valores do N-NHQ* (mg/100_ml) na fer-
mentacdo duma palha e gde um feno, a&s 48 h de incubagdo (X X e.p.m.)

Mistursa Substracto

de

AGCL ‘ Palha Feno
Nivel 1 35,63° *+ 0,36 46,03° = 0,46
Nivel 2 39,315 t 0,06 44,73°C £ 0,61
Nivel 3 35,81° + 0,14 43,05° t 0,61
Nivel & 33,742 = 0,16 38,752 t 0,46

Valores afectados por letras diferentes, diferem significativamente.



Buadro 3.18, Efeitc gos AGLL da bointa oo NE 28 Ciiiadis

Histura NE ge citiasoes
e - -
A5CL 1 CINE FEORE N
Nivel | FECK I R 110
Nivel ¢ ‘ pedd Lo
Nivel 2 CIETHS !

"
M

Kivel & IR T

Valores afectados por letras diferentes, diferes
significativasente,

Buadro 3.19. Produsdo de gas es fungdo do nivei ce AED
1nCorporados, para alguns subsiractos

Substracto Equacdn de regressdo n r Sy.x
Celulose (12 h) ¥ 213,92 - L9 12 6,857 1426680
Celulese (24 h) Y = 59,42 - S,QBX*** 12 -3,919 1,836440
Palha {6 h) ¥z ba23 - 1,3@X*** 12 -,93¢ 4,514782
Palha {12 hJ Y = 13498 - 1,98X**’ ig -34962 #,687386
Palha {23 h) Y oz 29,92 - C,42) iz 6,952 61945483

apresentando um perfil muito semelhante com a fermentagdo da
palha. 0O segundo tratamento foi o que apresentou maiores
produgdes de gass e a producdo mais baixa foi appresentada
pelo terceiro tratamento. As concentracdes de N-NHq+ foram
significativamente diferentes (P<0,001) entre os quatro
tratamentos (Quadro 3.17.), tendo a regressdo sido, de igual

forma sido muito significativa (P<0,001).

3.3.2. Substractos purificados — As produgdes de gas nas
fermentacdes do amido, pectina e xilano ndo foram afectadas
pelos tratamentos. Na fermentagdo da celulose, as producdes

de ga&s foram influenciadas significativamente (P<0,001) pela
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incorporagdo de AGCL (Quadro 3.16.). As diferengas entre o0s
tratamentos apenas foram significativas entre os 22,32 e 4°
tratamentos (P<0,001). Tal como sucedeu com o NDF doc fermo, o©
segundo tratamento produziu mais gas que o primeiro e o
quarto tratamento malis que o terceiro, ndo sendo a8

diferengass no entanto; significativas.

3.4. DISCUSSAQ

Sem davida nenhuma que Q E.E. da polota
interfere na fermentagdo reticulo-ruminal de alguns
componentes das misturas alimentares onde aparecem. A mistura
contendo bolota n3o tratada pelo eter, produziu mencs gas que
a mistura contendo bolota tratada pelo éter. De igual forma a
suplementagdo desta Jltima com EE de bolota, baixou
gradualmente a produgdo de gés e a relagdo COp:CHys diminuiu
as concentragses de NH4+, e o numero de protozoarios ciliados
também baixou com a suplementagdo mais elevada.

A diminuigdo das producces de gas total, metanoge-
nese e dos ciliados,estdo em perfeito ascordo com as observa-
c8es efectuadas por outros autores (CZERKAWSKI, 1973). A
tendéncia manifestade pelos valores da NHQ+, no entanto,
desacorda com as obsevagsoes efectuadas por outros autores,
designadamente ROBERTSON e HAWKE (1964).

A diminuigdo da fermentabilidade da celulose pura e da
fracgdo lenhina/celulose da palha e do feno, confirma as
observagdes efectuadas por varios autores (BROOKS et al.,

195435 DAWSON e WOODS, 1960).



0 tratamento das fermentagses com fluido reticulo-rumi-

nal enrigquecido com AGCL proveniente da hidroelise microbiana
do EE da bolota, mostra claramente que sdo estes os verdadei-
ros inibidores da fermentagc3o, que ja as & h de fermentagdo
interferem na digestd3o da fracgdo soluvel da palha e do feno.
Esta actividade, provavelmente, serd devida & interferéncia
gue os AGCL exercem nas células dos microorganismos (NIEMAN,
1954), por acgdo Dacter;ostética, ou por qualquer inibigdo
competitiva que o0s ABCL exercem relativamente & sintese
microbiana de AGCL, essenciais como elementos estruturais da
parede celular (KODICEK e WORDEN, 19455 GALBRAITH et al.,
1971) .

De salientar, no entantos gque o primeiro nivel de
incorporac3do da mistura aumentou a produgdc de gas na
fermentacdc da celulose, do feno e do NDF-Feno, tendo os AGCL
da mistura funcionado, talvez, como factores estimulantes do
crescimento microbiano (HENDERSON, 1973). Com efeito, o

crescimento de Butyrivibrio fibrisolvens em cultura pura foi

estimulado com a incorporagdc nos meios de cultura, de
concentragdes baixas de Cjg:0, Cj4:0 e Cg:0. O facto de nem a
fermentagd3o da palha,; nem a fermentagd3oc do NDF-Palha terem
manifestado o mesmo comportamento que a as fermentagdes da
celulose e do feno, pode estar relacionado com as espécies
bacterianas envolvidas na digestdo da celulose. Na
degradag3o da celulose das palhas, celulos com elevado indice
de cristalinidade, a espécie Bacteroides succinogenes €& a
bactéria celulolitica que aparece associada com a sua

degradacdo (HUNGATE, 1966).
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Os protozoarios ciliados baixaram graoualmente a sua

populagdo com a elevagdo do nivel de incorporagaoc de AGCL,
provavelmente nd0 a uma acgdo directa, mas daevido a
diminuicdo da populacdo bacteriana (COLEMAN, 1975).

A relagd COp:CHy ndo foi praticamente alterada com a
incorporagdo da mistura AGCL. Com efeito, o grau de saturagdo
dos AGCL era jd4 bastante elevados pelo que ndo seria gde
esperar grandes modificagdes naquela relagdos, pois e a
presenga dos 4cidos insaturados que interfere na metanogénese
(CZERKAWSKI et al., 19665 CZERKAWSKI, 1973). Um facto
bastante marcante ressalta das observagoces feitas na
fermentagdc dos ADF-Feno e ADF-palha. Com efeito, estes
substractos desenvolveram persistentemente uma fementagdo de
tipo megativo, isto &, tal como anteriormente referidos pro-
duziram menos gas gue cos fermentadores sem substracto. Tal
facto deve-se, porventura, & presenga ae muitos radicais fe-
ndlicos da lenhina expostos por acgdo do tratamento com ©
detergente 4cido, os quais funcionam como inibidores do

crescimento microbiano (CRAMPTON e MAYNARD, 1938).
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Fig-3.-11.
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feno de graminea suplementado com quantidades crescentes
de um digesto reticulo-ruminal contendo AGCL de bolota.
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3.1. - Composigdo quimica dos elementos Qque integraram

os substractos utilizados nas fermentagdes (% MS).

Constituintes Bolota Palha Feno
N (x 6,23) 5,09 £ 0,04 3:87 ¢ 0,19 15,11 * 0,62
NDF 21,82 * 1,80 74,88 £ 0,33 48,55 * 0,43
ADF 19,02 + 0,56 54,68 & 0,22 46,42 £ 0,39
ADL 7,40 £ 0,03 5,24 £ 0,10 5,85 £ 0,14
Cinzas totais 6,30 t 0,42 7,82 + 0,08 0,03 £ 0,01
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CAPLTULO 4

EFEITO DA SUBSTITUIcAD GRADUAL DE PALHA POR FOLHAS DE

AZIHEIRA (Quercus ilex’), SOBREIRO (Q@. suber) e OLIVEIRA

(Dlea europea) NA FERMENTAGAO RET:CULO-RUMINAL
4.1. INTRODUGAD

A escassez de forragens em anos secoss destaca a impor-
tancia que os ramos das &rvores podem ter na alimentagdo dos
animais. Analises praticadas e j4 realizados vieram confirmar
as vantagens no seu aproveitamento (RODRIGUEZ, 1923). A con-
firﬁar este facto REDDY e REDDY (1987) publicaram uma peguena
feviséo sobre a utilizagdo de folhas de drvores na alimenta-

¢g3o de ruminantes.

Em algumas regides do Globo o carvalho (Quercus
SP.)> surge como parte integrante da pastagem, sendo

utilizado pelos animais, por vezes com consequéncias bastante

negativas, principalmente na Primavera quando aparecem as
folhas jovens com grandes quantidades de taninos na
suaconstituicd3o (NEGI et al., 19793 NESER, et al., 19823

LOHAN et al.s; 19833 MAKKAR et al., 1987). Os nutricionistas
indianos vém dedicandoc, de h& uns anos a esta parte, estudos
bastantes intensos relacionados com a utilizagdo dasl folha-
gens de Quercus incana. Com efeito, existe nas regides mon-
tanhosas da tndia uma grande disponibilidade em folhas de

carvalho que no Invernos quando normalmente os animais depa-

ram com uma grande ecassez forraginosa, poderiam providenciar
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uma grande fonte de nutrientes, desde que se providenciasse
um processc de destanificacdo simples e economicamente viavel
(MAKKAR et al., 1988). Os taninos constituem, porconseguinte,
o grande factor limitante na utilizag3do das folhas de varias
espécies de 4&rvores e arbustos.

RODRIGUEZ (1923) refere que nio existe nenhum
agricultor que ndo saiba que a rama da oliveira & um alimento
muito atil e que & bastante apreciado pelos bovinos e ovinos.
Na apanha da azeitona por varejamento, ficam no solo wuma
grande quantidade de folhas, que os animais wutilizam com
grande apeténcia, quando em estado verde. A composigdo
quimica da folha de oliveira vem expressa no Quadro se-

guinte (GIVERD - cit. por RODRIGUEZ, 1923):

Folhas verdes Folhas secas
Agua . 35 ie
Cinzas 4,28 5,79
E.E. 2,87 . 3,89
FPB 8,39 11,36
Celulose 5,80 74,89
As grandes extensdes de azinheiros ou chaparrais,

bastante abundantes por toda & Peninsula Ibérica, fazem com
que aproveitamento das suas ramas seja de grande interesse.

RODRIGUEZ (1923) destaca particularmente a riqueza
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nutritiva apresentada pelas folhas bastante jovens, no seu
estado natural, onde se destacam valores de 15% para a PB,

extremamente importantes.

A rama de sobreiro e mais suave que a da azinheira
e todos os animais a preferem (RODRIGUEZ, 1923). 0s bovinos
utilizam-na bastante bem, constiuindo um grande suporte

nutritivo para estes animais no tempc das geadas.

A rama de todos o0s carvalhos pode ser utilizada na
alimentagdo dos animais (RODRIGUEZ, 1923). Quercus
pedunculatus vulgarmente conhecido como carvalho branco ou
carvalho freixial, é considerado dos melhores e encontra-se
com abund3ncia no norte e noroeste de Espanha e em Portugal
nas Beiras e Trds-os-Montes. A rama de carvalho, mesmo em es-—
tado seco, serve de alimento aos animais nestas regides. Os
ramos novos colhidos na Primavera, podem apresentar teores
em PB t3o elevados como 14,38% (RODRIGUEZ, 1923).

Nas exploracdses agricolas do Alentejo, possuidoras
de importantés Areas de montado de sobro ou azinho, os
agricultores tradicionalmente colocam & disposigdo dos seus
efectivos animais as folhagens das quercineass; especialmente
em anos de pastagem seca (MARINHO, 1984). N3o se conhecem,
poreém, as verdadeiras consequéncias para o equilibrio
fisiologico dos animais.

Apesar das pastagens arbustivas sustentarem com
toda a eficdcia a fisiologia dos ruminantes "browsers" sed
qualquer perturbag3do aparente, pareceu-nos importante fazer
uma abordagem a0 problema da wutilizag3o de pastagens

arbustivas na alimentacdo de ruminantes que tradicionalmente
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ndo evoluiram com base na sua utilizagdo, se bem Qque "in
vitre", com todas as limitagdes inerentes 4 utilizagdo deste

modelo.

3.2. - MATERIAIS E M&TODOS

Neste estudo foram wutilizadas folhas de oliveira,
sobreiro e azinheira colhidas em Outubro de 1987 na Herdade
Experimental da Mitra.

Todas as anadlises da sua composicdo quimica foram
feitas no Laboratério de Nutrigdo da Universidade de Egvora,
de acordo com os métodos ADAC (1973).

Na determinagd3o da digestibilidade "in vitro" das
amostras foi wutilizado o método de TILLEY e TERRY (1963)
modificado por ALEXANDER e McGOWAN, 1966).

A caracterizacdo fermentativa foi feita com base
na leitura dos mesmos parametros, de acordo com os métodos
descritos no Capitulo 1 (Parte III).

Foram considerados 4 niveis de incorporagdo das
folhas em misturas com palha: O%,; @25%, 3SO0% e 734  de
',incnrpbragﬁo.

Os resultados foram tratados estatisticamente utilizan-
do a andlise de varid@ncia multifactorial (STEEL e TORRIE,
1982) e "one way analysis of variance"(SNEDECOR e COCHRAN,

1967).
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4.3. - RESULTADOS

Os resultados da composigdc qguimica das amcsiras
de folhas de oliveiras sobreiro, € da palha vem expressos no
Quadro 4.1., onde se pode verificar qgue as folhas age
azinheira apresentaram os niveis de PB mais elevados (18%,, a

Buadro 4.1, Composigis quimica da palha e das folhas de
azinheira, sebreirp e ciiveira (4 N3

FB NDF ADF Leluiose {inzas Tanines

% 11 5 % 4 Eg, A. ténico ¥
Palha 3.27 78,78 74,48 50,09 7468 -
Folha de azinheira 19,49 36,81 39,561 d3,2% 4,53 {dy65
Folha de sobreirs 10436 48,48 h1,83 29,76 3:67 11,7%
Felha de oliveira 13,51 63,87 54,84 26,98 8,46 3,58

adstringdncia mais elevada das folhas de sobreiro e a pouco
expressiva adstringéncia apresentads pelas folhas de
oliveira.

Na fermentagdo das misturas contendo folhas de
azinheira (Quadro 4.2.) a producdo de gas foi influenciada
significativamente (P<0,001) pelo nivel de incorporacdo as 6
e 24 h de fermentac3o, tendo a influéncia do PEG sido
significativa (P<0,01) apenas as 24 h de fermentac3o. Os
valores do N-NHQ+ foram influenciados significativamente
(P<0,0Ql) quer peloc nivel de incorporagdo, quer pela inclusdo
'de PEG, o mesmo sucedendo com a populacdo de ciliados.

Na fermentagdo das misturas contendo folhas de
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Quadro 4.2, Efeitos da associagde de

falhas de az:ianeira coa pal-
na @ do FEB na produgdn cusulativa de gis (X % e.p.di)

Incorporagd | PEG Teapo de feraentagdo {h)
X y b 24
§ b3t £ osls 30,00t 9,58
; 5 Ty A S Y- 3,00 ¢ 9,98
9 5,86% + 0,44 36,20%, t 014
. 5 8,50% t 6,88 3,80t 1,3
, 8 8,84 £ 617 gt 617
s | oot 05 3,047t 0,88
o | 1,%% ¢ e 32,75% t 6.0
" s | 1,7t 6,5 ,47° 1 8T

Diferengas significativas por efeito do PEG, letras diferentes em indice su-
periorj diferengas significativas por efeitc da X de incorporagdp, letras
diferentes ea indice inferior,

Quadro 4.3. Efeitos da associagds de folhas de azinheira com pal-
ha e do PEG no N-NH, e no n? de ciliados (X * e.p.a.)

Incorporagd | PEB N‘NH4+ N2 de ciliaos
% b ng/160 al % 193/n1
8 308 b 0w 36,60% & 0,83
e g 2,870t 9,63 36,230 1 8,15
g Bbhdy t 0,02 shohddy £ 0,30
“ 5 535 b 9,09 aeat ot 0,8
) 9 4,83% ¢ 0,03 78,08% t 0,58
* 5 5,670 £ 0,19 80,40° ¢ 1,40
] C by10%  t 9,12 ge,03% t 1,28
" 5 7,600t 0,04 85,000 ¢ 6,58

Diferengas significativas por efeito do PEG, letras diferentes ea indice
perior} diferengas significativas por efeito da incorporagic de folhas,letras
diferentes ea indice inferior,
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Quadro 4.4, Efeitos da associagd de folhas de sobreirc cos pal-

ha e do PEG na producds cusulativa de gas (¥ £ e.p.s.)

Incorporagd | PEB Teapu de feraentagde (h)
y X 6 24

8 Bt 81 30,00% ¢+ 6,58

; 5 367% 1 9,29 30,08% ¢ 0,58

0 3,67% £ 017 21,17% £ 9,58

® 5 5,000t 9,17 23,8 + 0,93

9 P A WY’ 14,86°, £ 0,40

* g 6,000 1 8,17 20,840 ¢ 0,83

o 3,67% £ 9,29 (0,00% t 12

" 5 170t 0,02 20,00 + 0,58

Diferengas significativas por efeito do PEB, letras diferentes ea indice su-
periorj diferengas significativas por efeito da incorporagdo, letras dife-
rentes ea indiceinferior,

Quadro 4.5. Efeitos da associagdo de folhas de sobreire cos pal-
ha e do PEG nu N-NH, e no n& de ciiiades (X f e.p.a.)

incorporagde | PEB N-NH;,+ N¢ de ciliades
% 4 ng/186 ml X 193/11
0 8% 1 0,0 30,66°%. £ 9,83
6
5 2,877+ 0,03 36,83+ 9,15
§ 2,59% £ 9,69 24,00% £ 6,7
25
5 2,955 1 0,3 29,03° t 99
3 . . a .
] 8,65 d I 0,65 16,89 e t 9,40
560 . . .
5 3,98° & 0,6 19,20° & 9,80
8 3,03°, t 9,13 8,95% £ 4,14
75 .

b]

he?Y ot 6,09

10,66 6,89

Diferengas significativas atribuidas ao PEG, letras diferentes es indice su-
perior; diferengas significativas por efeito da incorporacdo de folhas, letras

diferentes es indice inferior.
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sobreiro (Quadro 4.4.); enquanto a produgdo de gds as & h de
fermentagdo aumentou significativamente (P<0O,001) com a
percentagem de incorporagd3o e com a inclus3do de PEG, diminuin-
do significativamente (P<0O,001) as EQ‘h de incubac3doc, tendo o
PEG aumentado significativamente (P<0,001) a produgdc de gas
+

em cada nivel de incorporagdo de folhas. Os valores de N-NH,

aumentaram significativamente (P<0,001) com a incorporagdo de

folhas e em cada nivel de incorporagdc aumentaram
significativamente (P<0,001) com a inclusdo de PEG. A
populac3o de ciliados diminuiu significativamente (P<0,001)

com O nivel de incorporagd3c e em cada nivel aumentou
significativamente (P<0,001) com a inclusdo de PEG.

Na fermentagd3o das misturas contendo folhas de oliveira
a produgdo de gds aumentou significativamente (P<0,001) as 6h
de incubacdo com o nivel de incorporagdo de folhas, ndo sendo
influenciada significativamente com a inclusdo de PEG na mis-
tura. Contudo, a producdo de gas as 24 h de fermentagdo dimi-
nuiu significativamente (P<0O,001), ndoc tendo também, sido in-
fluenciada significativamente ¢ om a i1nclusdc de PEG (Quadro
4.6.). Os valores do N—NH4+ ndo diferiram (Quadro 4.7.)
significativamente entre os tratamentos por influéncia dos

niveis de incorporacdo, mas a incorporagdo de PEG influenciou

significativamente (P<0,05) as concentragdes, tendo baixado
nos dois primeiros niveis e aumentado nos dois ultimos. A
populag3o de ciliados aumentou significativamente (P<0,001)

com o nivel de incorporacdos tendo a inclusdo de PEG
aumentado significativamente (P<0,0!) o numero de ciliados.

Os valores das digestibilidades para os trés tipos
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Guadro &.4, Efeitos, ca asscciagd de folhas de ciiveira CUR pai-
Ray ¢ do FEG na produgd cusulativa de qas {X & z.p.a.

Incorporagd | PEB Tempo de fermentagds (h)
4 A b ; ) i
. N W e VEE
) 4,3‘5 - b @,’. 3\7‘106 c T 9!58
1] ‘
. . e g d e
3 3101 b4 9)C9 KEFL) 1 9;5ﬂ
. e qnd . m g 8 .
b 4533 c 1 H,BB :/,84 d b @)17
23 ) R
3 by 18 b4 gy58 27,5¢ t 9,88
] 3 e . a -
L} 7;59 g 2 (:‘57'3 :6,84 de t "},Id
59
- - - - s d o e
o) é,ﬁﬁo b4 9,17 :Q;Jl + 9)3C
. P - e nnd c
Y iy 0 338 5067, 0,58
7 . .
s 5,17° 9,89 £5,06° & 9,38

Diferencas significativas atrituidas ao PEG, lestras diferentes em indice su-

periori diferengas significativas por efeitr do nivelde incorporagde de fulhas:.
letras diferentes es indice infericr.

de sliveira CoB pal-
£

fuadrg 4.7, Efettos, da associagdg de Jolha 11
S 1liagos (¥ 2 e.p.d.i

ha, e do PEG no N-Ndy, enon

g
da

Incorporagd | FES % NNy i NE de ciliades i
. i
i 4 Bg/ i Al x 167/al ;
i
. - =8 . Yoo i - & . 4
; b 3837, L 9487 TP S 11X i
| 5 2,87+ 9,63 30,230t 615
a N , - é -4+
] 3,087t 9l 33,9774 ¢ 9,56
25 ) ,
5 2,957 % 9,10 PO R SR -3
? 2,76% & 90 46,335, & &1
56
- I . s . and  a
I 317 i 9iE i 4h.B3 1 6,83
; -
. - a . s o nnd
7} 3,72 t 6,10 43,406 b4 1,69
d ]
75 ! ;
5 3,26 o906 59,670t 1,43

Diferencas significativas devidas ao PER, leiras diferentes ee indice superior;
diferencas significativas atribuidas & incorperagdo ge folhas, letras diferen-
es indice inferior.
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Quadro 4.8. Valores para a digestibilidade "in vitro" de fol-
has de azinheira, sobreiro e oliveira (X = e.p.m.)

Tipo de PEG PEG
folha 0% 5%
Azinheira 59,01 £ 0,41 60,25% + 1,23
Sobreiro 24,61%, £ 0,90 32,52° + 3,85
Oliveira 46,73, t 1,56 50,19° t 0,73

Valores afectados por letras diferentes em indice superior,
influenciados significativamente pelo PEG; valores afecta-
dos por letras diferentes em indice inferior, influenciados
significativamente pela natureza da folha.

de folha diferiram de uma forma bastante significativa
(PO,001) (Quadro &.8.), tendo a inclus3o de PEG influenciado
significativamente (P<0,03) os valores da digestibilidade das

folhas de sobreiro.

4.4, - DISCUSSAD

A composigdo quimicab apresentada pelas estuturas
foliares de Quercus ilex, Q. suber e Olea europea manifestam
um potencial nutritivo de forma nenhuma negligenciavel;
especialmente no gque refere ao seu valor azotado. Contudo;
tal como sucede com folhas de muitas outras espeécies de
Arvores e arbustos,; as actividades digestivas de natureza
enzimatica e microbiana defrontam—-se com a presenga de de
taninos, gue em maior ou menor grau limitam a degradagdo de
alguns componentes,; nomeadamente a celulose e proteina (LOHAM

et al., 1981). SMART et al. (1961) e COPE et al. (1971) fazem



referéncia 4 inibigd3c da celulelise provocada por uma
substdncia hidrossoluvel presente nas folhas de S. lespedeza.
LYFORD et al. (1967) observaram que esta substancia inibidora
constituia uma parte dafracg3o tanino. MAKKAR et al. (1988),
utilisando "mylon bags" referem a 1inibigdo da actividade
uredsica, carboximetilceluldsica, glutamicodesidrogendsica e
alaninocaminotransferdsica pelos taninos das folhas de @&.
incana.

0 grau de interfer@ncia gue o0os taninos exercem nas
actividades enzimaticas estad estreitamente relacionado com a
sua concentragdo. SINGH (1977 e 1978) apenas encontrou
repressdo da producdo de AGVs pelo conteudo reticulo-ruminal,

quando trabalhou com concentragdes de adcido tdnico dez vezes

superiores aquela encontrada em Shorea robusta (13,3%4). Sem

davida que o facto de ndo haver repressdo na produgdo de AGVs
quando os taninos se encontram em solugd3o nas concentracdes
de 13,3% ndo significa que ndo haja interferéncia nos
mecanismos de digestdo. Com efeito, as células podem estar
bloqueadas no seu crescimento, continuandoe a mobilizar a
energia para as suas necessidades de manutencdo. Os taninos
limitam muito particularmente a disponibilidade, quer
complexando-se com ela (ALMEIDA,; 1986)s quer limitando a
actividade de enzimas directamente envolvidas mna mobilizagd3o
anabolica do azoto, como a glutd3micodesidrogenase (MAKKAR et
al, .1988) da qual dependem as bactérias do conteddo reticulo-
ruminals, para a assimilagdo de NH4+ na sua proteossintese
(BHATIA et al., 1980).

No presente estudo as folhas de azinheira
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apresentaram-se como o melhor substituinte da palha,
comparafivamente as folhas de sobreiro e oliveira. 0 seu
elevado teor em proteina constitui talvez a grande
justificagdo para este comportamento. A elevada concentrag3o
de taninos ndo manifestou efeitos deletéreos de uma forma
t3o expressiva como na fermentacdo das folhas de sobreiro,
onde nem mesmo a incorporagdc de PEG conseguiu aumentar as
producdes de gd4s relativamente a fermentacd3o da palha
integral. A relagdc tanino:proteina parece desempenhar aqui

um papel importante na evolugdo do processo fermentativo. Com

efeito, a relagdo tanino:proteina nos trés substractos
foliares foi de 0,52 , 1,13 e 0,85 , respectivamente
azinheira, sobreiro e oliveira. ALMEIDA (1986) refere que a

precipitagdo do tanino & praticamente completa para uma
relagdo tanino:proteina de 0,5. Partindo deste pressuposto
sem duvida que as misturas palha + azinheira aumentam o seu
teor em proteina disponivel com o aumento progressiveo da
participagdo da azinheira na mistura, o mesmo sucedendo com
as misturas contendo folha de oliveira. ALMEIDA (1986) refere
também que, embora a quantidade de hemoglobina libertada dos
complexos tanino:proteina tivesse aumentado até & relacdo
tanino:PEG 0,7 - 0,8, mesmo para uma relagdoc tanino:PEG 0,5 a
hemoglobina libertada, aparentemente , nunca foi completa. A
quantidade de PEG que estabelecemos para incorporac33o foi de
S5%s © que mesmo na incorporagdo mais baixa de folhas de
sobreiro, a relagd3o tanino:PEG foi de 0,38 , aparentemente
incapaz de deslocar completamentes as proteinas dos complexos

que eventualmente se tenham formadeo gquando a mistura foi
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hidratada pelo indculo fermentativo.

As misturas contendo folhas de oliveira, apesar de
esta apresentar na sua composigdo uma relagdo tanino:proteina
0,25 e na incorporacdo mais baixa da mistura apresentar uma
relacd3o tanino:PEG 0,88, 0 seu comportamento fermentativo sob
a forma de produc3o de gas as & h de incubag3o foi bastante
diferente relativamente a4s 24 h de incubagdo. Enguanto as 6 h
de incubac3c a producdo de gés aumentou com a percentagem de
incorporac3 de folhas na mistura, as 24 h de 1incubagdo a
tendéncia foi exactamente a opostas; ndo tendo a incorporagdo
de PEG alterado a tendéncia fermentativa, apesar de ter
incrementado os valores do N—NHQ+. Provavelmente esta
diferenca de compor tamento esta relacionada com a
disponibilidade em energia da mistura. Nas primeiras 8 - 12 h
a fermentac3o ¢é energeticamente suportada pelos componen-—
tes soluveis, que existird& em maior guantidade nas folhas
de oliveira do que na palha. Das 12 h para as 24 h a fracgdo
celulose desempenha um papel fundamenta} como suporte
enrgético da actividade fermentativa do inoculo. Os teores
em celulose das folhas de oliveira s3o bastante mals baixos
que os da palha, pelo que a substituigao gradual da palha por
folhas de oliveira diminui expressivamente a fracgdo
energética que suporta a fermentagdo na sua fase tardia. Este
facto por si sé n3o bastaria para explicar este tipo de
comportamento fermentativo, wuma vez que as folhas de
azinheira também possuem menos bastante menos celulose que a
palha na sua composigdo. Prém, o teor em lenhina das folhas

de oliveira (37,89 % MS), n3c so & muitissimo superior ao da




palha (5,24), como & manifestamente mais elevado que o das
folhas de azinheira (11,77 % MS). 0 provavei aumento
progressivo dos fenois em solug3o, provenientes da degradag3o
da lenhina (THEODOROU, et al., 1987), parecem neste caso ter
interferido fortemente na fermentacdo como €& possivel
verificar nos graficos das Figs. 4.3. e 4.3.

Apesar do seu valor proteico e baixg adstringéncia, os
resultados conseguidos neste estudo sugerem que as folhas de
oliveira constituem um recursc alimentar de caracteristicas
nutritivas bem inferiores as das folhas de azinheira sendo,

no entanto,; superior as das folhas de sobreiro.
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1. DISCUSSA0 GLOBAL E CONCLUSBES

A ingestdo de elevados niveis de bolota pelos ovinos
Provoca importantes alteragdes na biocenose reticulo-ruminal,
que se traduzem no desaparecimento de grupos de ciliados que,
pelo nicho que ocupam no ecossistema, provocam tambeém
profundas alteragdes no metabolismo global.

0 desaparecimento dos Diplodiniinae modifica a

estrategia do ecossistema relativamente a4 degradac3o da fibra
celulésica, que passa a depender exclusivamente da
microflora especifica, que segundo observagdes de varios
autores,; ndo parece ser t3o eficiente quando comparado com o
ecossistema com a sua dotagdo ciliada conpleta, situagd3o Qque
fol possivel obervar também quando procedemos & reimplantac3o
no reticulo-rumen dos grupos desaparecidos na fase de
adaptagdo. Pensamos que esta situacdo serda muito mais
manifesta em animais ingerindo dietas com elevado teor
glicidico na sua composicdo, onde as variagdes de pH s3o
muilto mais pronunciadas, situando-se os valores
de pH persistentemente abaixo dos par3metros de funcionamento
dos microorganismos celuloliticos. A eficiente capacidade de
competigdo, que estes ciliados apresentam na utilizag3do do
amido, relativamente 4s bactérias substracto especificas por
um lado, 0 microambiente que colocam & disposic3o das
bacterias celuloliticas no interior do seu saco gastrico,
conferem-lhe de facto um estatudo priveligiado dentro do

ecossistema.
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0 desaparecimento dos Isotrichidae e Ophryoscolecinae,
apesar das suas vocagoes especificas, aparentemente parecem
ndo provocar, pelo menos aparentemente, alteragdes de monta
Nos principals parametros digestivos mo reticulo-rumen.

As causas apontadas para o desaparecimento destes
grupos de ciliados, em face das nossas observacgses, parece
ter sido a relagdo azoto:renergia, que acima do nivel de 60 Y%
de 1incorporagdo provocou um grande desajustamento naqueles
dois factores que bloquearam a 3ua actividade. 0

desaparecimento de Ophrvoscolex sp. e a impossibilidade na

sua reimplantagdo em condigdes bastante mais favoraveis,
traduzem a existéncia de um outro eventual factor, ou grupo
de factores que impediram a sua manutencdo no ecossistema
modificado. Nos pensamos que a fraccdo lipidica talvez possa
ter sido determinante para o seu aftastamento, uma vez que
este grupo de ciliados participam de uma faorma bastante
activa no metabolismo digestivo sabre os lipidos,
particularmente no que se refere & hidrogenacdo dos acidqs
insaturados.

Se bem que os Entodiniinae ndo tenham desaparecido do

reticulo—rumen; ndo so a sua expressdo populacional foi
bastante diminuida, como também sofreram uma muito profunda
modificagcdo na sua composigdo especifica. Desapareceram as
formas de pequena dimens3o e em contraposic3oc desenvolveu-se
uma populagdo de ciliados de grandes dimensSes celulares.
Com esta modificagdo, a actividade metabdlica da fracgdo de

ciliados baixa, uma vez que quanto maior o tamanho celular,

menor sera 0 intercambioc metabolico das células com o seu
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meio exterior e maior tambeéem o seu tempo de geracgdo,
tornando-as mais sequestravelis no compartimento reticulo-
ruminal, baixando a sua contribui¢do para economia proteica
do ruminante, com a agravante de que s3o formas que predam
sobre outras, acrescentando mais um elo & cadeia alimentar.

Para baixos niveis de proteina, e para manter a
eficigncia produtiva,; pensamos que os animais n3do deverdo
ingerir quantidades de bolota muito superiores a 30%.

A elevagdo dos niveis de proteina fol determinante
na modificagdo quantitativa e gqualitativa da micropopulacdo e
de todos os pardmetros digestivos com ela relacionados.
Apesar de os niveis de 4cido lactico no conteddo reticulo-
-ruminal terem subido francamente, ficaram muito aquém dos
valores registados por varios autores trabalhando com
concentrados energeéticos convencionais. 0O reticulo-rumen nunca
manifestou tedéncias para ser dirigido para uma fermentagdo
de tipo propionico. A forma fisica segundo a qual a bolota &
ingerida pelos animais (inteira), retarda a sua digest3o. O
animal -poderd beneficiar deste facto nd3o ficanda t3o exposto
a4 acidose, no entanto, por outro lados, poderd baixar os
coeficientes de ingestibilidade. N3o se conhecem ainda
valores para a taxa de degradacdo do amido da bolota, que
terda as suas particularidades especificas. Permitimo-nos,
contudo, referir: que os  valores para a digestibilidade
aparente do amido estimado nos nossos animaiss © foram
equipardvels aos valores registados por outros autores
utilizando varios tipos de amido (>90 %). Estes valores

traduzem no entanto apenas o0 seu desaparecimento ‘no
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compartimento digestivo, ndo possibilitando uma imagen real
do seu aproveitamento. N3o podemos esquecer que 0 sistema
digestivo conta com a existéncia de um compartimento a
jusante da zona de intervengdo enzimadtica do hospedeiro, onde
se processa uma actividade fermentativa de natureza
microblana sobre todos os remanescentes digestivos. Uma boa
parte do amido pode escapar & actividade das amilases
pancreaticas e ficar, desta forma, disponivel para a
fermentagdo no cego/colon, gque embora beneficiando o
hospedeiro adicionalmente com nais AGVYs, mas provocando uma
mobilizagd3o de azoto a partir do sangue do hospedeiro,
aumentando assim a sua excregao fecal.

Em nossa opinido, consideramos imperativo a realizagdo
de estudos para a caracterizagdo do amido da bolota no que
refere aos coeficientes de utilizagdo digestiva nos varios
sectores do tracto digestivo dos ruminantess & semelhanga do
que foi feito por ORSKOV et a., (1986), para um mais
completa avaliagdo das caracteristicas nutritivas da bolota.

Ao nivel de 8,5% PB nas dietas ndo encontramos qualquer
interferéncia nos varios pardmetros lidoss que possam ser
atribuidos & ingestd3oc de taninos, situagdo tambem verficada
nos estudos efectuados Yin vitre',; particularmente nas
condigdes de utilizacdo de bolota em adiantada fase de
maturagdo e com baixa adstringgncia. Contudo, sem qualquer
suplementacdc azotada, e nas condigdes aproximadas do montado
seco, foi possivel verificar "in vitro® uma interferéncia
bastante significativa por parte dos taninos, no

desenvolvimento e actividade tanto das bactérias como dos




ciliadoss mesmo com bolota em Tase de maturacdo adiantada.
Desta forma reforcamos agui as recomendagses de ALMEIDA
(1987), no sentido de garantirem uma suplementagdo proteica
minima para os animais em pastagem no montado seco e com
grande dispanibilidade em bolota.

0 reticulo-rumen adaptado ao consumo elevado de bolota
possul elevada tolerancia relativamente & presenga de
taninos, apresentandoc na composicdo da sua microflora em 4%
dos seus elementos toleram niveis de 4&cido tanico tdo
elevados como 5 - 8 mg/ml. Seria interessante verificar se
esta fracgd3o seria capaz de utilizar o 4&acido t3nico como
fonte de carbono e energia e fazer a caracterizacdo
bacteriolegica dos seus componentes.

Os animais nas nossas condigoes experimentais ingeriram
uma quantidade de lipidos superiores aos limites tolerados
pelo ecossistema reticulo-ruminal. Pudémaos verificar "in
vitro" um elevado grau de interferéncia na digestdo dos
componentes da fibra celulosica e na populagdo de ciliados,
gquando wutilizdmos EE de bolota nma gquantidade em que o0s
animais ingeriram ao longo de toda a experimentagdo. A
situacdo poderia ser atenuada se a bolota ndo apresentasse um
nivel de calcio t3do baixo na sua constituicdo, uma vez vque
a sua presenga em grandes quantidades conferiria uma
capacidade saponificante Qque baixaria consideravelmente o
grau de interferé&ncia na digestd3c da celulose.

A utilizagdoc de arbustivas do montado parece oferecer

algumas possibilidades na sua utilizag3o, mas numa

perspectiva de recurso para manutencdc dos efectivos animais
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em situagdes de penuria forraginosa. 0O estudo por nos
efectuado "in vitro" mostrou que a utilizagdo das folhas de
azinheira oferece grandes possibilidades para a utilizagdo
pelos animais, parecendo, mesmo substituir com vantagem a
palha, o que ndo foi possivel verificar com as folhas de
oliveira e sobreiro, particularmente esta ultima pela elevada
adstringéncia que manifestou.

Relativamente & wutilizac3o de PEG4ppg como agente

despistante dos taninos,; podemos concluir que embora
quimicamente inerte comportou-se, particularmente nas
experiegncias "in vivo'", como agente osmoticamente activos
comportamemnto assinalado j& por outros autores. A sua
introdugdoc no reticulo-rumen, modificou as taxas de “out-
flow" do marcador da fase liquida Cr.EDTA, embora de uma
forma n3o significativa, e terd sido responsavel pela.

diminuigdo das populacdes de ciliados e consequente aumento
nas populagdes bacterianas. “"In vitro'", a sua utilizagdo
pareceu—-nos bastante eficiente no bloqueamento dos taninos em
solucdo, se bem gue em algumas situagdes nos tenha sugerido
um certo grau interfer®ncia no comportamento dos ciliados.
Quando os substractos possuem quantidades expressivas de
taninos na sua constituic3do, a presenca de PEG ¢ de facto

extremamente importante no seu despiste.
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