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RESUMO

VIDAL, Juliana. Miacci. Efeito de doses diferentes de enxofre
no consumo voluntario de capim-elefante de baixa qualidade
e nas estimativas de populacées de microrganismos e
parametros ruminais em novilhas mesticas. 2005. 55p.
Dissertacdo (Mestrado em Nutricio de Ruminantes) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*.

Com o objetivo de avaliar o consumo voluntério, populagdes de microrganismos
e parametros ruminais em novilhas mesticas recebendo capim de baixa
qualidade e doses diferentes doses de enxofre conduziu-se o experimento no
Campo Experimental de Coronel Pacheco pertencente 8 EMBRAPA Gado de
Leite, Minas Gerais. O efeito de doses de enxofre (sulfato de amonio, 0,15;
0,31; 0,46 e 0,92% S matéria verde / dia) na populacdo de microrganismos
ruminais, foi avaliado utilizando-se quatro novilhas 7/8 Holandés X Zebu, ndo
gestantes, ndo lactantes, canuladas no rimen, arranjadas em quadrado latino 4x4.
Fornecem-se diariamente capim - elefante de baixa qualidade (76,1% FDN na
MS), picado, com correcdo do teor de PB para 7% com uréia, mais mistura
mineral sem enxofre fornecida diretamente no rdmen. Durante cada periodo
experimental, que eram de 21 dias sendo 7 dias de adaptacdo e 15 dias de coleta.
Foram feitas quatro amostragens do conteido ruminal, duas na primeira e duas
na segunda semana de coleta nos quatro animais, uma hora apds a alimentacao.
Foram analisadas estimativas de populacdes de microrganismos ruminais,
parametros ruminais e digestibilidade. A estimativa das populagdes microbianas
ruminais foi feita através do método do Nimero Mais Provadvel e microscépica
direta. Os resultados foram transformados para logaritmos decimais e avaliados
estatisticamente. Ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos para
microrganismos. O tratamento 0,92%S apresentou o menor consumo de matéria
seca e ainda, causou inicio de intoxica¢do em dois animais. Observou-se até 34
+ 11mg N-NH3/100 mL na dose 0,92% S. O pH manteve-se entre 6,41 e 6,86 em
todos os tratamentos. Os dados de digestibilidade foram considerados baixos em
média 39%. De acordo com esses resultados, doses de 0,31% de enxofre
adicionada a dieta promoveram o incremento das populagdes de microganismos
ruminais € com isso um maior consumo voluntario .

Comité Orientador: Paulo César de Aguiar Paiva - UFLA (Orientador), Pedro Braga
Arcuri — EMBRAPA GADO DE LEITE, Fernando César Ferraz Lopes — EMBRAPA
GADO DE LEITE e Vera Liicia Banys — UFV
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ABSTRACT

VIDAL, Juliana. Miacci. Effect of different doses of sulfur on voluntary
intake of low-quality elephant grass and estimates of microorganism
populations and ruminal parameters in crossbred heifers. 2005. 55p.
Dissertation (Master in Ruminant Nutrition) - Federal University of Lavras,
Lavras, MG*.

With the purpose of evaluating voluntary intake, microorganism populations and
ruminal parameters in crossbred heifers feeding low quality grass and different
doses of sulfur, the experiment was carried out in the Experimental Field of
Coronel Pacheco belonging to EMBRAPA Dairy Cattle, Minas Gerais. The
effects of the doses of sulfur (ammonium sulfate, 0.15%, 0.31%, 0.46% and
0.92%S fresh matter/day) on the ruminal microorganism population was
evaluated by utilizing four 7/8 Holstein x Zebu, non-pregnant, non-lactating
rumen-fistulated heifers arranged in 4 x 4 Latin square. Low quality elephant
grass (76.1% NDF in DM) , chopped with correction of the CP content to 7%
with urea plus a mineral mixture without sulfur given directly into the rumen
during each experimental period, which was of 21 days, 7 days being of
adaptation and 15 days of collection. Four samplings of the ruminal content
were done, two in the first and two in the second week of collection in the four
animals, one hour after feeding. The estimate of the ruminal microorganism
populations, ruminal and digestibility parameters were surveyed. The estimate of
the ruminal microbial populations was done by means of the most likely number
and direct microscopy. The results were transformed to decimal logarithm and
evaluated statistically. There were no significant differences among the
treatments for microorganisms. The 0.92$S treatment presented the least dry
matter intake and, in addition, caused start of intoxication in two animals. Up to
34 + - 11 mg N-NH3/100ml was found in the 0.92 S dose. pH maintained
between 6.41 and 6.86 in all the treatments. The digestibility data were
considered low, on the average, 39%. According to those results, doses of
0.31% of sulfur added to the diet promoted the increase of the ruminal
microorganism populations and hence a greater voluntary intake.

Guidance committee: Paulo César de Aguiar Paiva — UFLA (Adviser), Pedro
Braga Arcuri — EMBRAPA GADO DE LEITE, Fernando Ferraz Lopes -
EMBRAPA GADO DE LEITE and Vera Lucia Banys -UFV.



1 INTRODUCAO

A microbiota ruminal € composta, principalmente, por trés grupos de
microrganismos anaerdbios, as bactérias, os protozodrios e os fungos. As
populagdes de cada grupo e as espécies componentes destas sdo influenciadas
diretamente pelo tipo de alimento fornecido ao hospedeiro. Em animais
submetidos a dietas de baixo valor nutritivo e ricas em fibras, observa-se o
aumento no nimero de protozodrios ciliados e de fungos.

Fungos ruminais sdo classificados como quitridiomicetos e sua
caracteristica ecoldgica mais importante € a capacidade de degradagao de fibras,
que ¢é iniciada pelo rompimento fisico da estrutura cristalina da celulose, pela
penetracdo das hifas ou rizéides. A atividade fibrolitica de fungos isolados do
rimen €, em geral, semelhante, ou mesmo maior do que a atividade fibrolitica de
culturas puras de bactérias. Além disso, fungos ruminais podem degradar
paredes celulares lignificadas, o que n3o ocorre com as bactérias. Em
consequéncia, alguns autores sugerem que a presenca, em numeros
significativos, de fungos no rdmen, pode aumentar o consumo voluntdrio de
forragens de baixa qualidade em decorréncia do aumento da degradabilidade da
mesma.

Trabalhos com carneiros mostraram que teores mais elevados da
concentracdo de enxofre (S) na dieta, seja por meio da adubacdo da pastagem ou
da suplementacdo por mistura mineralizada, podem favorecer o aumento da
populagdo fingica ruminal e apresentar relagcdo varidvel, porém, positiva e direta
de 6% a 75% com o aumento do consumo voluntdrio de matéria organica.

Objetivou-se, com este trabalho, verificar o efeito de diferentes niveis de
enxofre na dieta de bovinos leiteiros canulados, submetidos a dieta de baixo

valor nutritivo e elevado teor de fibras, relacionando o consumo voluntario com



a observagdao dos pardmetros ruminais € com as populagdes microbianas

ruminais, com énfase em fungos ruminais.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Enxofre

O organismo animal contém cerca de 0,2% de enxofre, encontrando-se
este metaléide tanto na forma mineral quanto componente de compostos
orginicos. Os compostos organicos compreendem, principalmente, os
aminoacidos sulfurados, cistina, cisteina € metionina, as vitaminas, tiamina €
biotina e hormdnios (Andriguetto et al., 1993).

O enxofre é nutricionalmente importante para plantas e animais, sendo
essencial para os ruminantes (NRC,2001). Interage com cobre, molibdénio e
selénio (Spears, 1991), sendo a predi¢do das exigéncias em S susceptiveis de
confundimento devido a essas interacdes e tanto a defici€éncia quanto a toxidez
podem ocorrer NRC (2001).

O enxofre € parte da predicao das exigéncias de componentes organicos
especificos e das exigéncias da microbiota ruminal (Andriguetto et al., 1993). A
quantidade inadequada deste nas dietas pode prejudicar o metabolismo da
microbiota ruminal, conduzindo a diminuicdo na digestdo ruminal de
carboidratos dietéticos e a diminui¢do no suprimento de aminodcidos para o
metabolismo dos tecidos do hospedeiro. Tais mudangas causam a redugdo no
consumo voluntério, no suprimento de energia e na taxa de sintese da proteina
corporal (Weston et al., 1988).

O suprimento protéico dietético depende, inicialmente, da quantidade de
proteina ingerida e do seu potencial para resistir ao ataque microbiano no rimen.
A quantidade de proteina e a propor¢do de aminodcidos sulfurados necessarios
para o metabolismo do ruminante devem corresponder a soma das proteinas

dietéticas que escapam da fermentacdo ruminal e das proteinas microbianas



sintetizadas no rimen. Porém, apesar de ser dependente da quantidade de
energia produzida no rimen, o suprimento protéico também pode ser limitado
pelo fornecimento, ausé€ncia, presenca ou excesso de outros nutrientes
necessdrios para o crescimento microbiano (NRC, 2001). Niveis acima do
recomendado podem conduzir a geracdo de grandes quantidades do gas sulfeto
de hidrogénio que, quando eructado, entra no pulmio e causa severo estresse
nervoso e respiratorio (Dougherty et al., 1965). Outra conseqiiéncia do consumo
em excesso de enxofre € o aparecimento de poliencefalomalacia que coincide

com a producdo excessiva de sulfeto ruminal (Gould, 1998).

2.2 Fungos

Acreditava-se, até recentemente, que a populagdo microbiana do rimen
era composta exclusivamente por bactérias e protozodrios. Entretanto,
microrganismos anaerdbios, originalmente identificados como protozodrios
flagelados, foram, mais tarde, classificados como zo6sporos multiflagelados de
fungos (Orpin, 1975). Eles sdo encontrados em ovinos, bovinos, cervideos,
caprinos e no intestino grosso de eqiiinos, elefantes e rinocerontes (Orpin,
1977a).

Os fungos sd3o os primeiros a colonizarem as particulas vegetais no
rimen (Orpin, 1989), priorizando os tecidos lignoceluldsicos das plantas que sdo
retidos por periodos mais longos no rimen (Bauchop, 1989), indicando que os
mesmos possuem a habilidade de degradar esses componentes.

Grenet et al. (1988) demonstraram que os fungos anaerébios podem ser
encontrados em grande niimero nas fracdes ricas em lignina e celulose no rimen
de bovinos e ovinos alimentados com forragens. Apesar do ataque preferencial
ocorrer na parede celular e naquelas altamente lignificadas, esses tecidos sdao

particularmente resistentes a digestdo no rimen (Van Soest, 1994).



Existem evidéncias de que esses fungos participam ativamente no
rompimento fisico da fibra por meio de rizéides, ou hifas (Akin, 1988; Akin &
Benner, 1988; Theodorou et al., 1996), durante o processo de degradacdo das
forragens. A importincia do rompimento fisico no incremento da degradagdo da
parede celular foi demonstrado in vivo por Lee et al. (Lee et al., 2000).

Trabalho realizado indicou, para fungos ruminais, que a adi¢do de
microrganismos vivos, com capacidade fibrolitica elevada, pode aumentar a

utilizag@o de nutrientes por ruminantes (Lee et al., 2000)

2.2.1 Estabelecimento inicial de fungos no raimen

Fonty et al. (1987) observaram em cordeiros com dez dias de
nascimento, que os fungos anaerdbicos sdo os primeiros colonizadores do
rimen, apresentando populacdes grandes, mas instdveis. Uma vez que animais
pré-ruminantes utilizam como principal alimento o leite materno, algumas
espécies de fungos anaerébicos podem utilizar a lactose como fonte do carbono
(Gordon & Phillips, 1989) tendo, com isso, grande vantagem competitiva para
colonizarem o trato digestivo. Embora a maioria das espécies de fungos
anaerébios degradem fibras, a presenca desta ndo é essencial para seu
estabelecimento. Desde que os fungos anaerdbios foram isolados na cavidade
oral dos ruminantes (Lowe et al., 1987; Milne et al., 1989), supde-se que a
transfer€ncia dos fungos da méae para a cria ocorra pelo contato direto deste com
a saliva da materna, através de zodsporos nas fezes depositadas nas pastagens e
por alimentos previamente contaminados com aquelas estruturas de resisténcia.

As populacdes flngicas tornam-se estdveis entre seis e oito semanas

(Lowe et al., 1987; Milne et al., 1989).



2.2.2 Taxonomia e caracteristicas dos fungos

A maioria dos fungos ruminais isolados até o presente é do tipo
monocéntrico (Orpin,1989), ou seja, seu rizéide conduz a um tnico esporangio.
Fungos monocéntricos podem ser exemplificados pelas espécies Neocallimastix
frontalis, Neocallimastix patriciarum, Piromonas communi e Sphaeromonas
communis (Akin & Bonerman,1990).

A taxonomia desses fungos ainda ndo estd bem definida. A descoberta
de um fungo policéntrico, ou seja, varios esporangios associados a um unico
rizéide, em bubalinos, bovinos e ovinos (Borneman et al., 1989; Breton et al.,
1989), indica que a diversidade dos fungos encontrados nos ruminantes ¢ muito
maior do que se pensava.

O ciclo biolégico desses microrganismos envolve dois estigios: uma
célula flagelada mével, chamada de zodsporo, que transita livre na fase liquida
do rimen, sendo efémero e uma forma vegetativa, imével, fixa nas particulas da
digesta (Orpin,1977a; Bauchop,1979) e que apresenta capacidade reprodutiva,
pelo esporangio.

O organismo maduro consiste de um sistema rizoidal que pode ser
altamente ramificado ou simples e o esporangio (Orpin, 1989). O rizéide invade
a parede celular da planta e se desenvolve dentro do tecido (Bauchop, 1989),
podendo, assim, romper e degradar os tecidos fibrosos das plantas no rdmen
(Bauchop, 1979; Bauchop & Mountford, 1981).

Os zodsporos se desenvolvem dentro do esporingio e a dissolucdo
eventual de parte da parede deste resulta na liberacdo dos zodsporos flagelados
que apresentam movimento amebdide (Orpin, 1989) e podem aderir-se a um
fragmento de planta, desenvolvendo um novo organismo vegetativo, repetindo,

assim, o ciclo biolégico (Bauchop,1989).



Este zodsporo pode apresentar flagelo simples ou miltiplo, dependendo
do género (Orpin, 1989). O género Neocallimastix apresenta zodSporo
poliflagelado, enquanto que o género Sphaeromonas tem zoGSporo
monoflagelado.

Se o animal é alimentado uma vez por dia, a zoosporogénese € a
liberagdo do zodsporo do estidgio vegetativo ocorrem logo apds a ingestdo
(Orpin & Joblin, 1988). No género Neocallimastix, o pico da populagido de
zoosporos foi observado entre 15 e 30 minutos apés a alimentacao (Orpin, 1974;
1975), mas, nos géneros Sphaeromonas e Piromonas, o pico da populagdo de
zoOsporo ocorreu uma hora apds a alimentacio (Orpin, 1976; 1977b).

Os fungos ndo vivem exclusivamente no ambiente ruminal, mas também
no intestino dos ruminantes, segundo Grenet & Breton (1989). Os mesmos
constataram que a populacdo de fungos é menor no intestino do que no rimen,
mas seguem as mesmas alteragdes que ocorrem no mesmo. Assim, dietas
desfavordveis a presenca de fungos no rimen diminuem o nimero dos mesmos
no intestino.

A presenca de fungos no intestino indica que estes podem ser
transportados para fora do rimen, associados as particulas da digesta ou por

meio dos zodsporos e sobrevivem as condi¢des dcidas do abomaso.

2.2.3 Influéncia da dieta na populacio de fungos

O tipo de dieta que o animal hospedeiro ingere exerce influéncia
significativa na populac¢@o de microrganismos do rimen (Hungate, 1966).

Orpin (1977a) relatou que os componentes de vdarias forragens
induziram a esporogé€nese dos fungos no rdmen, resultando em aumento da

populagdo.



De acordo com Bauchop (1979), os fungos anaerdbicos vivem em maior
abundancia no rimen de animais que se alimentam de forragens maduras ou
fenos, em comparacdo com aqueles que se alimentam de forragens novas ou
grios de cereais. E provdvel que a pequena populagio de fungos geralmente
encontrada no rimen de ovinos alimentados com grdos nao seja devido a baixa
atividade amilolitica dos fungos e, sim, a incapacidade destes em sobreviverem
em pH abaixo de 6,8.

A relacdo positiva entre o teor de fibra e a populacdo de fungos também
foi demonstrada por Bauchop & Muontford (1981), Orpin (1984) e Bauchop
(1989). Os fungos sdo encontrados em pequeno nimero em animais que se
alimentam de dietas ricas em agticar, de pastos jovens (Bauchop,1989) ou de

dietas ricas em cereais (Bauchop & Muontford,1981).

2.2.4 Influéncia do enxofre na populacao de fungos

Estudos mostram que o enxofre contido na dieta de ruminantes € fator
significativo para o crescimento da populacdo de fungos anaerdbios no rimen
(Akin et al., 1983). Em estudos com ovinos, a populagdo de fungos cresceu
drasticamente apds a aplicacdo de fertilizantes sulfurosos na pastagem,
resultando em aumento de 38 % no consumo da dieta (Akin et al., 1983).

Dietas com baixa concentragcdo de enxofre podem ter efeito negativo na
populacdo de fungos no rdmen, podendo, em varios casos, torna-los ausentes
(Morrison et al., 1990). Suplementando-se feno de graminea tropical com
enxofre, de 0,04% para 0,07% de MS, observou-se aumento de bactérias,

protozodrios e fungos anaerdbicos no rimen (Morrison et al., 1990).



2.2.5 Interacoes dos fungos com os outros microrganismos ruminais

Entre os microrganismos do rdmen existem varias e constantes
interacdes. Os protozodrios engolfam bactérias e também competem com as
mesmas por substratos, como o amido e outros nutrientes, incluindo minerais e
vitaminas. Como conseqii€éncia, hd uma relagdo negativa entre o nimero de
bactérias e de protozodrios ciliados.

Estudos com ruminantes submetidos a dietas fibrosas de baixo teor
protéico sugerem que também ha interacdo competitiva entre protozoarios e
fungos. Em estudos envolvendo ovinos defaunados, as quantidades de zodsporos
no fluido de rimen eram de duas a cinco vezes maior do que em oOvinos
faunados e recebendo a mesma dieta (Bird & Leng, 1984). Protozodrios ciliados
podem ingerir bactérias de tamanho similar ao dos zodsporos, de modo que é
provavel que a predacdo de zodsporos por protozodrios também ocorra. Nao ha
nenhuma evidéncia direta, mas Orpin (1977a) também observou, em animais
defaunados, aumento na populacdo de fungos.

Em coculturas de Neocallimastix frontalis e Ruminococcus flavefaciens
(bactéria celulolitica), a atividade do fungo foi parcialmente inibida, enquanto
que, na presenca de Fibrobacter succinogenes, a atividade celulolitica nao foi
afetada (Bernalier et al., 1988 citados por Fonty & Joblin, 1990). Em trabalhos
desses mesmos autores, a incubacdo de Neocallimastix frontalis ou Piromonas
communis com Selenomonas ruminantium (bactéria proteolitica) levou a
inibi¢do completa da degradacdo da celulose pelos fungos. As interacdes entre as
bactérias e os fungos parecem ser bastante varidveis de acordo com as espécies e

os sistemas dessas interagdes ainda precisam ser elucidados.



2.3 Bactérias

As bactérias ruminais sa0 microrganismos que variam, em tamanho, de
1 a 5 wm. Esta populacgdo é a mais diversa no rimen, tanto em termos de nimero
de espécies quanto em capacidade metabdlica. A densidade de bactérias no
rimen € uma das maiores em qualquer ecossistema conhecido. Freqgiientemente,
sdo observados valores na grandeza de 10" células/ g de conteido ruminal
(Stewart et al., 1997) (Raskin et al., 1997). O nimero total de espécies ruminais
ndo € conhecido (Krause & Russel, 1996), porém, mais de 400 espécies ja foram
isoladas dos tratos digestivos de diferentes animais (Nagaraja et al., 1997). Mais
de 20 espécies apresentam contagens superiores a 10’/g (Russell & Rychlick,
2001).

Os principais grupos de bactérias ruminais estdo relacionados com o

processo de degradacao da fibra vegetal.

2.4 Protozoarios

Os protozodrios sdo microrganismos unicelulares, anaerébios, nao
patogénicos, que variam, em tamanho, de 20 a 200 pm (portanto, cerca de 10 a
100 vezes maiores que as bactérias) (Dehority, 1993). Apresentam uma
organizacdo interna complexa e altamente diferenciada, com estruturas
funcionais semelhantes a boca, esdfago, estdbmago, reto, dnus. Em algumas
espécies, ocorre ainda uma placa rigida, semelhante a um esqueleto (Dehority,
1993). A populagdo de protozodrios do conteido ruminal de animais
alimentados com diferentes tipos de dieta varia em concentracio, entre 10% e 10°
protozodrios/ml de contetido ruminal (D'agosto et al., 1998; Franzolin &
Dehority, 1996; D'agosto et al., 2001). Devido ao seu tamanho, essa

concentracdo, em geral, representa de 40% a 60% da biomassa microbiana total
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do rimen (Dehority e Orpin, 1997; Ezequiel, 2002). Como consequéncia, a
presenca de protozodrios no rimen traz efeitos benéficos e outros adversos para
a producdo animal. Alguns protozodrios sdo celuloliticos, mas os principais
substratos utilizados pela fauna ruminal como fonte de energia s@o os actcares e
amidos, que sdo assimilados rapidamente e estocados na forma de amilopectina
ou amido protozodrio (Williams, 1986). Portanto, os protozodrios desempenham
um efeito tamponante, pois as bactérias ndo t€m acesso a uma quantidade
excessiva de substratos prontamente fermentdveis. Conseqiientemente, a
presenca de protozoarios no rimen reduz o risco de acidose, em dietas ricas em
graos ou agucares (Dehority & Orpin, 1997; Lopes et al., 2002).

Uma caracteristica peculiar dos protozodrios € o quimotactismo, isto €, a
capacidade de se locomoverem num gradiente de concentracdo de acticares ou
glicoproteinas. Dehority et al., 1989 sugerem que o grupo holotrica é capaz de se
fixar a parede do reticulo e migrar em dire¢do ao rimen, logo apds a
alimentacdo do hospedeiro, possivelmente em funcdo do aparecimento de
acucares soluveis. Por meio deste mecanismo, 0s protozodrios maiores sao
seletivamente retidos no rdmen, o que lhes permite sobreviver neste ambiente,

uma vez que tém um tempo de geracao muito longo (Leng, 1989).

2.5 Fermentacao de carboidratos

Os principais produtos finais da fermentacéo da celulose pelos fungos
sdo o acetato, o lactato, o formato, o etanol, o CO, e o H, (Gordon & Phillips,
1989).

A degradacgdo fisica dos polissacaridios estruturais das plantas pelos
fungos € extremamente importante para o entendimento da contribuicio destes
na digestdo da fibra no rimen. De acordo com os trabalhos conduzidos por

Orpin (1984), os fungos ruminais ndo utilizam a pectina para o seu crescimento
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in vitro. Conseqiientemente, a perda de pectina pode contribuir para o “pool” de
carboidratos presentes no liquido de rdimen, tornando estes carboidratos
disponiveis para outros microrganismos. Da mesma forma, a arabinose, que
embora possa ser removida das xilanas pelas glicosidases desses
microrganismos e que nao € utilizada para o crescimento dos mesmos, também
contribui para o “pool” de carboidratos na fase liquida do rimen.

Embora os fungos do rimen colonizem, preferencialmente, os tecidos
lignoceluldsicos das plantas, seu papel na degradagdo de lignina néo esta claro.
In vitro, estes sdo capazes de solubilizar os polifendis precursores da lignina das
paredes celulares das plantas, mas ndo ha evidéncia de que sejam capazes de
utilizar a lignina como fonte de carbono (Orpin, 1984).

Segundo Bonerman et al.(1989), citados por Akin & Bonerman (1990),
os fungos mostraram a capacidade de produzir esterases que liberam os 4dcidos p-
cumadricos e ferdlicos dos seus ésteres metilicos e da parede celular da planta
intacta e, por isso, € possivel que essas enzimas desempenhem papel
significativo na degradacdo da parede celular das plantas ricas em compostos
fendlicos.

A producdo das enzimas que degradam as fibras e a utilizacdo dos
carboidratos s@o extra-celulares e ocorrem tanto no estigio vegetativo quanto no
estagio de adesao pelo zodsporo (Williams & Orpin,1987, citados por Fonty &
Joblin,1990).

A molécula de celulose presente na parede celular vegetal é o principal
fornecedor de energia aos ruminantes. Entretanto, outros componentes nao
celulésicos, como a lignina, podem exercer influéncia significativa na
susceptibilidade da celulose a hidrélise enzimdtica (Conner & Richardson,
1987). Cristalinizagdo também é mencionada por Akin (1986) como fator

limitante para a quebra desta cadeia em glicose. Segundo o mesmo autor, na
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forragem, a celulose livre de compostos agregados e quimicamente pura pode
ser completamente degradada pela populacdo microbiana ruminal.

Windham & Akin (1984) observaram que as bactérias ruminais s@o as
principais responsaveis pela degradacdo da fibra das forragens e que os fungos
ndo apresentaram atividade degradadora expressiva em tecidos lignificados ou
nao.

Entretanto, Akin et al., (1983) afirmaram que os fungos ruminais sdo
mais capazes de degradar tecidos lignoceluldsicos do que as bactérias. Akin
(1986) cita que os fungos ruminais podem proporcionar melhoria na degradagao
de tecidos lignocelulésicos de forrageiras tropicais.

Bauchop & Muontford (1981) observaram tendéncia dos fungos
ruminais colonizarem forrageiras fibrosas e de regides tropicais. Observaram
também que essa populacio é reduzida quando os ruminantes se alimentam de
forrageiras com baixo teor de fibra. Porém, apesar de Windham & Akin (1984),
em trabalhos anteriores, terem observado que dietas mais fibrosas propiciam
maior populacdo de fungos, os mesmos deduziram que devem existir outros
fatores, além da quantidade de fibra, que interferem no desenvolvimento da
populacao fungica ruminal.

Akin et al (1983) verificaram, in vitro, que, na auséncia de bactérias,
fungos ruminais degradaram 62% da matéria seca (MS) da forragem ingerida e
concluiram que esses microrganismos possuem papel importante na degradagao
da fibra das forrageiras, incluindo tecidos lignificados e contribuem para
aumentar o consumo de forragens pelos ruminantes. Orpin (1981) relatou que os
fungos ruminais podem solubilizar até 16% da lignina da fibra. Akin & Benner
(1988), inibindo o crescimento bacteriano no liquido ruminal, concluiram que a
atividade fingica foi responsdvel por perda de aproximadamente 70% de

matéria organica, enquanto que Windham & Akin (1984) relataram que a maior
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densidade do fungo ruminal celulolitico Neocallimastix frontalis resultou em
menor digestibilidade da MS.

Identificar e conhecer os mecanismos especificos pelos quais os fungos
ruminais degradam a fracdo fibrosa do alimento, tornariam possivel a
manipulagdo dos mesmos na biodegradacdo dos residuos lignoceluldsicos,
objetivando tornar fracdes pouco degradaveis da parede celular de plantas mais

disponiveis para ruminantes.

2.6 Método do niimero mais provavel

O método do niimero mais provavel permite estimar a quantidade de
organismos vidveis em uma amostra (Oblinger & Koburger,1984) e baseia-se na
probabilidade estatistica. Os resultados da andlise NMP estdo diretamente
relacionados com a freqiiéncia de ocorréncia de uma série de resultados
positivos muito provaveis de ocorrer quando um dado tipo de organismo estd
presente em aliquotas da amostra, numa série de diluicdes. A estimativa da
quantidade de organismos vidveis na amostra é obtida a partir de dilui¢des
decimais e da transferéncia de aliquotas para vdarios tubos, utilizando-se,
freqiientemente, de trés a cinco tubos por dilui¢do (Jacobs & Gerstein,1960).

Segundo Oblinger & Koburger (1984), a precisdo associada com a
técnica NMP ndo é equivalente a técnica da contagem direta, apresenta
problemas e esta sujeita a varias fontes de erro e, por isso, é importante que o
nimero de tubos inoculados por diluicdo seja de trés ou cinco, buscando maior
exatiddo do método. A série de trés tubos é a mais usada, embora tabelas para
outros nimeros de tubos, por exemplo, cinco por diluicdo, sejam encontradas na
literatura (Hoskins, 1933; Oblinger & Koburger, 1975; American Public Health
Association, 1980, citados por Oblinger & Koburger, 1984).
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Existem alguns fatores que contribuem para o erro no uso desta
metodologia, porém, a variacdo entre as aliquotas repicadas é o principal. A
dificuldade de obter uma amostra verdadeiramente representativa do lote
também contribui para a obtencdo de resultados errdneos, e, ainda, existe a
possibilidade da distribuicio desigual dos microrganismos.

O método NMP tem sido extensivamente usado para estimar 0os nimeros
das populacdes de bactérias e de fungos no conteido ruminal. De acordo com
Dehority et al. (1989), se o isolamento e a identificagdo das espécies
microbianas ndo sdo necessarios, o método NMP € mais simples e exige menor
tempo do que o método da contagem direta pelo procedimento de ‘toll tubes”
(Dehority, 1989). Além disso, a manutencdo das condicOes anaerdbias €
facilitada pelo uso do meio liquido, tanto na preparacao quanto na inoculag¢do do
meio.

O método NMP foi investigado por Dehority et al. (1989) para,
simultaneamente, estimar o nimero de bactérias totais e o nimero de bactérias
celuloliticas no rimen. Além disso, o tempo requerido para gerar os dados foi
menor do que aquele que seria necessdrio para estimar o nimero total de
bactérias usando o método ‘toll tubes”.

A desvantagem do método NMP estd na impossibilidade de isolar e
identificar os microrganismos. As aplicagdes do método NMP sdo numerosas,
porém, duas suposi¢des devem ser consideradas: a casualidade da distribui¢ao
dos microrganismos pela amostra, se estes nela existirem, e quando uma aliquota
€ colocada em meio apropriado e inoculada corretamente, observa-se resultado
positivo quando a mesma contiver um ou mais microrganismos presentes.

Quando a amostra homogénea € dividida em subamostras em uma série
de dilui¢des e distribuida em tubos contendo meio de cultivo, algumas das
aliquotas poderdo ndo conter os microrganismos visados. Por isso, o método

NMP, que ¢ baseado nessas subdivisdes da amostra, pode ser descrito como o
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‘método de diluicdo multipla em tubos até a extingao” (Oblinger & Koburger,

1984).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e instalacoes experimentais

O experimento foi conduzido no periodo de junho a novembro de 2003,
no Campo Experimental de Coronel Pacheco (CECP), pertencente a
EMBRAPA Gado de Leite, localizado em Coronel Pacheco, Minas Gerais,.
Foram utilizadas quatro novilhas 7/8 Holandés x Zebu, ndo gestantes, ndo
lactantes, com peso médio de 450 kg, fistuladas no rimen e providas de canulas
permanentes de litex. Os animais permaneceram em baias individuais com
aproximadamente 50 mz, recebendo alimento a vontade fornecido uma vez ao

dia, com livre acesso a dgua.

3.2 Tratamentos e delineamento experimental

3.2.1 Tratamentos

Os quatro niveis de S avaliados foram definidos a partir da
recomendacdo do NRC (2001) para o S total da dieta dos bovinos leiteiros de
0,32% da matéria seca ingerida por dia: Tratamento 1 (controle, 0,0% de S
adicionado a dieta); tratamento 2 (sub6timo, 0,16% de S adicionado a dieta);
tratamento 3 (6timo, 0,32% de S adicionado a dieta) e tratamento 4 (excesso,
0,48% de S adicionado a dieta).

O enxofre foi fornecido na forma de sulfato de amonio e o calculo da
quantidade tomou como base o consumo médio de MS verificado na semana
anterior. Nos tratamentos, foram considerados a quantidade de S verificado na

semana anterior mais o S contido na forragem. A forragem utilizada foi obtida
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de uma drea de capineira, isto €, a qualidade da mesma ndo poderia ser
rigorosamente controlada.

O S foi fornecido na forma de sulfato de amdnio por ser solivel e
metabolizavel pelos microrganismos anaerébios. Adicionou-se uréia ao capim
picado, a fim de que todas as dietas apresentassem 7% de proteina bruta na
matéria seca (NRC, 2001). Testes iniciais demonstraram que o S na forma de
flor-de-enxofre (enxofre elementar, Sp) ndo foi completamente solubilizado no
trato digestivo dos animais, ocorrendo, inclusive, o aparecimento de particulas
de S visiveis nas fezes.

A mistura mineral fornecida foi preparada pela NUTRIPLAN Ltda., de

Juiz de Fora, Minas Gerais (Tabela 1) de modo a nao conter S.

TABELA 1 Composi¢ao da mistura mineral fornecida, em percentagem.

Elementos %
Fésforo 8
Cilcio 15
Cobre 15
Zinco 39,6
Cobalto 0,5
Iodo 2,94
Selénio 0,2
Sédio 16,3
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3.2.2 Fornecimento aos animais

O sulfato de amonio e o sal mineralizado foram dosados diariamente no
momento do fornecimento do alimento em sacos de papel de 5x10 cm. As doses
da mistura mineralizada e do sulfato de amonio foram pesadas individualmente e
imersas no conteido ruminal pela cinula, permitindo a mistura rapida no rdmen.
Por ocasido da amostragem do contetido ruminal para as contagens microbianas
e a determinacdo de composi¢do quimica do mesmo, processaram-se as amostras
apos a retirada das mesmas.

Os animais receberam, diariamente, capim-elefante picado e maduro,
com aproximadamente 120 dias. Antes do fornecimento, a forragem era dividida
em quatro, para que a solugdo de uréia fosse adicionada nas quantidades
previamente calculadas para cada tratamento. As misturas forragem + uréia eram

homogeneizadas com garfo, pesadas e imediatamente distribuidas aos animais.
3.2.3 Delineamento, modelos estatisticos e analise estatistica

Os animais foram submetidos aos tratamentos num arranjo em quadrado
latino 4 x 4 (quatro animais submetidos aos quatro tratamentos), conforme a

Tabela 2. Cada periodo experimental teve a duracdo de 21 dias, sendo 7 dias de

adaptacdo e 15 dias de coletas.
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TABELA 2 Esquema dos tratamentos e dos animais em quadrado latino

Periodos (21 dias) Tratamentos (Ndmero dos animais)

0445 0525 1401 1439
1° 0,0 (1) 0,48 (4) 0,16 (2) 0,32 (3)
2° 0,16 (2) 0,0 (1) 0,32 (3) 0,48 (4)
3° 0,32 (3) 0,16 (2) 0,48 (4) 0,0 (1)
4° 0,48 (4) 0,32 (3) 0,0 (1) 0,16 (2)

O modelo estatistico adotado para a anédlise de variancia das médias dos

dados esta descrito abaixo:

Yijkl=pn+0i+D@{)j+P ()k+nl+xw0Oil + eijkl

sendo:

Y ijkl = valor para as varidveis consumo de capim-elefante, contagem
microbiana e digestibilidade

1 = média geral

0 i = efeito do quadrado latinoi (i=1,2,3 e 4)

D (i)j = efeito do animal j j =1,2,3 e 4)

P (i)k = efeito do periodo k (k=1,2,3 ¢ 4)

7t 1 = efeito do tratamento 1 (1=1,2,3 ¢ 4)

7 0 il = efeito da interagdo do quadrado i x tratamento 1

eijkl = erro associado a todas observagdes

Os dados de consumo de capim-elefante, protozodrios e digestibilidade
foram submetidos a anélise de variancia e do teste de Tuckey (SAEG, 2000).
Para avaliar o efeito dos tratamentos sobre a contagem de fungos e

bactérias ruminais, utilizou-se o delineamento em quadrado latino, em esquema
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de parcelas subdivididas com os tratamentos alocados nas parcelas e os dias na
subparcela, utilizando o PROC GLM do SAS, 1991.

As regressdes foram realizadas e obteve-se como varidvel dependente
consumo de MS e FDN, contagem de fungos ruminais e digestibilidade e,
como variavel independente, os tratamentos, sendo elas testadas em efeito linear

e quadratico pelo PROC REG do SAS, 1991.

3.3 Preparo das solucoes e dos meios de cultivo

3.3.1 Solucdo mineral

As solucdes minerais foram preparadas antecipadamente e armazenadas
em frascos de vidro com tampa, em geladeira a 5°C.
Solucao mineral I: 3,9 g KH,PO,
Soluc¢ao mineral I1: 3 g KH,PO,4; 3 g (NH,)>SO04; 6,01 g NaCl; 0,6 g MgSOy;
0,60 g CaCl,.2H,0.

3.3.2 Solucio de acidos graxos volateis (AGV), rezarzurina e heme

A solucdo de AGV foi preparada previamente e mantida, em frasco de
vidro, em geladeira a 5°C, com 17,0 mL de acido acético, 6,0 mL de acido
propidnico, 4,0 mL de 4cido butirico, 1,0 mL de acido n-valérico, 1,0 mL de
acido isovalérico e 1,0 de mL &4cido alfa-metil-butirico (Obispo & Dehority,
1992).

A solucdo de rezarzurina foi preparada dissolvendo-se 100 mg de
resarzurina em 100 mL de dgua destilada e mantida em frasco de vidro em

geladeira a 5°C (Obispo & Dehority, 1992).

21



Para a solugdo de heme 0,1% foram utilizados 100 mg de heme
dissolvidos em NaOH 0,02% e diluido para 100 mL de 4dgua destilada (Obispo
& Dehority,1992).

3.3.3 Solucio de diluicio anaerébica (ADS)

A solugdo de ADS estd descrita na Tabela 3.

TABELA 3 Composi¢do da solucgdo de diluicdo anaerdbia (ADS)

Solucoes Quantidade (mL)
Solugdo mineral I 90
Solugdo mineral II 90
Rezarzurina 0,1% 0,6

Agua destilada 785
Na,CO; 12% 25
Cisteina HCL 3% 10

Total 1000

Aliquotas de 9 mL foram transferidas para os tubos de ensaio que entao
eram vedados, lacrados e esterilizados (1 atm, 121°C, 20 min). O mesmo

procedimento era adotado para as garrafas contendo 180 mL de ADS.

3.3.4 Meio de cultivo

O meio de cultura para fungos foi preparado seguindo-se a
recomendacdo de Obispo & Dehority (1992). A composicdo do meio estd
descrita na Tabela 4. Este foi preparado sempre sob fluxo continuo de CO,. O
pH dos meios de cultura foi ajustado para 6,7 — 6,9, se necessario, com HCI ou

hidréxido de sédio 0,1 N. Ap6s 1 hora sob fluxo constante de CO,, aliquotas de
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8,5 mL foram distribuidos com o auxilio de pipetas, para os tubos de ensaio e

estes vedados com rolhas de borracha butil, lacrados e autoclavados .

TABELA 4 Composicdo do meio de cultura para fungos

Item Quantidades
Solu¢do mineral I 15 mL
Solug@o mineral II 15 mL
Solugdo rezarzurina 0,1% 0,1 mL
Solugdo heme 0,1% 0,1 mL
Glicose 0,1g
Celobiose 0,1g
Maltose 0,1g
Xilose 0,1g
Tripticase 02¢g
Extrato de levedura 0,05¢g
Solugdo de 4cidos graxos voléteis 0,45 mL
Liquido de rimen 20 mL
Carbonato de sédio 12% 3,33 mL
Cisteina HCI 3% 1,67 mL
Agua destilada q.s.p. 100,00 mL

3.3.5 Solucao de antibidticos
Antibioéticos foram utilizados no meio de cultura para a contagem de

fungos, objetivando inibir o crescimento bacteriano. Foram seguidas as

recomendagdes de Obispo & Dehority (1992). Em 100 mL de dgua destilada
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saturada com CO,, foram suspensos 1,21 g de penicilina sédica G (Sigma) e 0,2
g de sulfato de estreptomicina (Vetec Quimica Fina Ltda). Em cada tubo de
meio de cultura, foram adicionados, assepticamente, 0,9 mL da solugdo de
antibidtico. As concentragdes finais no meio de cultivo, portanto, foram 0,0109
g e 0,002 g, respectivamente. Eventualmente, devido ao atraso na aquisicao da
penicilina sddica, o medicamento benzetacil foi utilizado, ajustando-se as

concentracoes.

3.4 Amostragem do conteiido ruminal

Durante cada periodo experimental foram feitas quatro amostragens do
conteddo ruminal, sendo duas na primeira semana de coleta e duas na segunda,
de cada um dos quatro animais. A coleta do contetddo ruminal foi feita sempre
uma hora apds a alimentacdo. O conteddo ruminal foi amostrado colhendo-se
manualmente aliquotas de posicdoes diferentes do rdmen, sendo estas
imediatamente colocadas em garrafas térmicas devidamente identificadas,
desinfetadas e pré-aquecidas com dgua a 40°C. Apds as amostragens, as garrafas
térmicas eram armazenadas em caixa de isopor e imediatamente encaminhadas
ao Laboratério de Microbiologia do Riumen da EMBRAPA Gado de Leite,

localizado em Juiz de Fora.

3.5 Inoculacio para as contagens dos fungos e das bactérias

O procedimento de inoculag@o iniciava-se com a diluicdo das amostras
dos conteudos de rumen, de acordo com as recomendacdes de Obispo &
Dehority  (1992). Em um liquidificador/homogeneizador  (“Waring
Blender’marca Osterizer), previamente desinfetado, recebendo fluxo constante

de CO,, a velocidade méaxima de 2.000 rpm e constante, por 3 minutos.
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Homogeneizaram-se completamente 180 mL da solucdo de diluicdo anaerébica
contendo resarzurina e uma aliquota de 20 g do contetido ruminal, medida em
becker graduado de 20 mL. Em seguida, agitou-se com bastdo de vidro a
suspensdo homogenizada e, com uma seringa de plastico, estéril e capacidade de
5 mL, trasferiu-se anaerobiamente 1 mL (dilui¢io 10") da suspensio para os
tubos de ensaio proprios para culturas anaerdbias, lacrdveis (marca Bellco Glass,
Inc., Vineland, NJ, EUA mod. n° 2048-00150) contendo 9 mL de solugdo ADS
estéril (diluicdgo 10™). Essa diluicdo seriada era repetida até 107 e servim de
in6culo para as contagens de fungos e bactérias. Todos os tubos eram vedados
com rolhas de borracha butil, impermedvel a gases (Bellco, Inc. mod. n® 2048

11800) e selados com lacres rasgdveis de aluminio.

3.6 Estimativa das populacoes de fungos e bactérias

A estimativa das populacdes foi obtida pelo método do nimero mais
provavel (NMP), descrito por Obispo & Dehority (1992) a partir do resultado de
trés tubos contendo meio de cultivo e inoculados com uma determinada diluicao
do conteddo ruminal. A amostra era diluida a exting¢@o, isto é, pelo menos na
ultima diluicdo ndo era observado nenhum crescimento. Assim, a série de
dilui¢do para fungos, contendo meio de cultivo e antibidticos, era executada até
107 e, para bactérias contendo apenas meio de cultivo, até 10,

Os dados de fungos, bactérias e protozodrios totais foram transformados

para log;o (x + 1), conforme recomendag@o de Obispo & Dehority (1992).

3.7 Coleta, contagem e identificacao de protozoarios

Para as contagens de protozodrios, aliquotas das amostras do contetdo

ruminal eram obtidas das garrafas térmicas (Item 3.4) no momento em que as
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mesmas eram vertidas em recipiente sob fluxo de CO,, no Laboratério de
Microbiologia do Rimen, em Juiz de Fora, utilizando-se um recipiente plastico
de 10 mL. Este volume de contetido ruminal era entdo vertido em frasco de
vidro de 50 mL com tampa rosqueada. A este adicionou-se igual volume de
formalina (aldeido férmico 37% diluido 1:1 em 4gua destilada) constituindo
diluicdo 1:2 (D’Agosto et al., 1999). A suspensdo era, entdo, homogeneizada e
identificada para contagem posterior.

Para as contagens, uma aliquota de 1,0 mL. da amostra preservada era
transferida para tubo de ensaio de 16 x 150 mm, adicionando-se, em seguida,
trés gotas do corante lugol (5 g de iodo, 10g de iodeto de potdssio e dgua
destilada g.s.p. 100 mL) (D’ Agosto et al., 1999). A suspensao era agitada e, em
seguida, deixada em descanso por, pelo menos, quinze minutos.

Ap6s o periodo de descanso para a coloracdo, 9 mL de solu¢do de
glicerol a 30% foram adicionados ao tubo de ensaio, constituindo dilui¢ao final
de 1:20 do contetddo ruminal original. A aliquota diluida era pipetada para uma
camara de contagem do tipo ‘Sedgewick -rafter” (Thomas Scientific, Inc. No.
9851C20) montada sobre uma lamina de vidro, com as dimensdes de 20 mm X
50 mm x 1 mm, ou 1000 mm’ ou ainda 1 mL de volume, evitando-se, com isso,
que, durante o procedimento de contagem, os protozodrios fossem esmagados.
Os protozodrios eram entdo contados no aumento de 100 vezes, usando-se tela
de contagem de 25 mm’” na ocular do microscopio (D’Agosto et al., 1999). O
procedimento de contagem consistia em obter-se o nimero de protozodrios
presentes em 50 campos da tela, ao longo de toda a superficie da camara. Para
maior precisdo, girava-se a cdmara 180° e contavamse, novamente, 50 campos
da mesma tela. A contagem final consistia na média aritmética das duas
contagens. A quantidade de protozoarios por mL de contetido ruminal era entdo
calculada considerando-se que cada tela de contagem cobre a superficie de 25

mm’ (5 mm x 5 mm) ou 0,25 cm’. Uma vez que todos os protozodrios sdo
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acomodados no fundo da camara, quando suspensos em glicerol 30%, a
profundidade da célula ndo precisa ser considerada. Portanto, 50 campos x 25
mm’ = 1.250 mm’. Foram contados 1.000 mm*/1.250 mm’ ou 8/10 mm da
superficie total da lamina. Como o aumento utilizado no microscépio foi de 100
X, o fator de corre¢do usado foi 0,8 x 100 = 80.

Entdo, multiplicando-se a média de 50 campos por 80 e depois por 20,
(fator de correcdo da diluicdo do contetido ruminal), obteve-se o nimero de

protozodrios por mL de contetido ruminal.

3.8 Composicao quimica dos alimentos, da digesta e das fezes

As andlises das amostras da dieta (forragem + uréia + sulfato de
amoénio), do conteido ruminal (digesta) e das fezes, quanto aos teores de
matéria seca (MS), proteina bruta (PB) e o nitrogénio amoniacal (N-NHj3), foram
realizadas de acordo com as metodologias descritas em AOAC (1990). A fibra
em detergente neutro (FDN) e a fibra em detergente acido (FDA) foram
determinadas de acordo com as metodologias descritas por Silva (1990). A
digestibilidade aparente foi estimada utilizando-se como indicador interno a
matéria seca (MS) indigestivel, apds 144 horas de incubacao in vitro, conforme
descrito por Berchielli et al (2000).

Amostras de contetido ruminal foram coletadas para andlises de N-NH;

e pH.

3.8.1 Determinacao de enxofre

Amostras da forragem oferecida (capim-elefante + uréia), das fezes e do

sangue dos animais durante os quatro periodos foram analisadas para enxofre

(S), de acordo com metodologia proposta por Monttershead (1971). Seguindo as
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recomendagdes desse método, as amostras foram coletadas e levadas a estufa de
105°C para serem secas e armazenadas em frascos com tampa. Em seguida,
eram pesavam-se 0,5 g das amostras secas e moidas do alimento, da digesta e
das fezes. Amostras de sangue foram centrifugadas para a remocdo de células e,
em seguida, aliquotas de 0,5 mL de plasma foram usadas para a determinacéo de
enxofre. Todas as andlises foram feitas com réplica, e em tubos de ensaio
adaptados para o bloco digestor, eram pipetados 5 mL de mistura digestora
(previamente preparada) e levados ao bloco digestor a uma temperatura de 90°C,
por 40 minutos. Apés, eram colocados funis na parte superior dos tubos e a
temperatura era elevada a 250°C. As amostras eram digeridas em
aproximadamente 1 hora, e, apds, eram retiradas do bloco digestor e resfriadas a
temperatura ambiente. Depois, adicionavam-se 25 mL de mistura dacida
(previamente preparada) e, entdo, os tubos eram lavados com até 50 mL de dgua
destilada. As amostras digeridas eram armazenadas em frascos de plastico
identificados e reservados para leitura em espectrofotometro em 623 nm. Para a
determinagdo dos teores de S, para cada batelada de amostra digerida,
preparava-se uma curva padrio (0, 10, 15, 20, 25, 30 e 40 mg/L) de sulfato de

potassio, previamente preparado e armazenado em geladeira.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise bromatolégica

Como pode ser verificado nos dados da Tabela 5, houve uniformidade
na composicdo bromatoldgica do capim durante todo experimento. O capim
utilizado tinha aproximadamente 120 dias, sem adubag¢do recente. A composi¢ao
quimica do alimento € influenciada por varios fatores, como idade da forrageira,
condi¢des do solo e clima e, por isso, € tdo variada na literatura. Na Tabela 5
observam-se as condi¢des em que o capim deveria se apresentar para o presente
trabalho, que tinha por finalidade testar uma condi¢do drastica de alimentacao,
com fins exploratérios do efeito da adicdo de enxofre na forma de sulfato de
amodnio, sobre o consumo e as populacdes de microrganismos ruminais. Os
resultados encontrados estdo de acordo com os encontrados por Gomes et al.
(1994), que trabalharam com feno de capim-cameroom com tamanho de corte de
3 m, apresentando 74,4% de FDN e 49,0% de FDA. Vieira et al. (1997),
trabalhando com idades diferentes de capim-elefante, encontraram no capim de
124 dias, teores MS de 26,2%, FDN de 69,7% e FDA de 52,5%.

A proteina bruta do experimento foi controlada de acordo com cada
tratamento com o uso de uréia para ser utilizado o teor de 7%, conforme

recomendado pelo NRC (2001).
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TABELA 5 Efeito dos periodos experimentais nos componentes nutritivos do

Capim—elefante, em base de matéria seca.

Periodos Fracao (%)

MS FDN FDA PB
1° 40,72 77,61 43,94 5,89
2° 39,20 76,30 44,26 7,95
3° 39,57 74,73 45,54 6,73
4° 37,32 75,88 43,12 6,99
Media 39,20 76,13 44,22 6,89
DP 1,4 1,2 1,0 0,8

4.2 Contetido de enxofre na dieta, digesta e fezes

Os tratamentos apresentaram uma faixa de concentracdo de S que variou
de baixa a muito alta, para os tratamentos 1, 2, 3 e 4, como pode ser observado

na Tabela 6.

TABELA 6 Valores médios dos teores de enxofre nos tratamentos

Tratamentos Enxofre observado (% MS)
1 (0,0%) 0,15
2 (0,16%) 0,31
3 (0,32%) 0,46
4 (0,48%) 0,92

No presente trabalho, os tratamentos 1, 2, 3, e 4 serdo denominados
pelos valores de S observados, isto €, 0,15%, 0,31%, 0,46% e 0,92%.
Os teores de enxofre encontrados no alimento fornecido (forragem +

uréia), digesta, fezes e sangue estio apresentados na Tabela 7. Os teores médios
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de enxofre encontrados no alimento fornecido (forragem + uréia) ndo variaram
ao longo do periodo experimental. Constatou-se 1,47 g de S/kg de matéria seca
(MS) na dieta, o que pode ser considerado baixo se comparado com a faixa
relatada por Weston et al. (1988) de 1,7 a 1,8 g de S/kg de MS, em trabalhos
com carneiros. Os valores apresentados para digesta variaram entre 1,15 e 1,55
g S/kg MS e os valores apresentados para as fezes foram entre 1,65 e 2,35 g S/kg
MS. Segundo Kennedy (1974), o enxofre excretado aumenta de acordo com seu
consumo e a principal porcido do enxofre fecal é organica, oriunda de proteina
bacteriana (Bird & Hume, 1971).

As médias de concentracio de enxofre no sangue, apresentadas na
Tabela 7, indicam que ndo houve diferenca entre os tratamentos 2,2 mg/l.
Foram encontrados na literatura valores muito diferentes dos encontrados neste
trabalho. Weston et al. (1988) encontraram, em trabalho com ovelhas, 8,36 mg
S 1" e Rees & Minson (1978) encontraram, em experimento com ovelhas, 0,083
mg/L de enxofre no sangue. A reciclagem do enxofre do plasma para o rimen
contribui com aproximadamente 7 mg de S/dia/kg de peso corporal e a taxa em
que ocorre essa transferéncia estd relacionada também com as concentragdes de
sulfato no sangue (Kandylis, 1983).

Observou-se que a intoxicagdo dos animais ocorreu apenas no rimen
tendo os animais apresentado falta de motilidade ruminal e inapeténcia, ndo
ocorrendo sintomas de estresse nervoso e nem respiratério. Preston & Leng
(1987) alertaram que niveis mais altos do que os recomendados conduzem a
geracdo de grandes quantidades do géis sulfeto de hidrogénio que, quando

eructado, entra no pulmio e causa estresse nervoso e respiratorio.
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TABELA 7 Teores médios e desvio padrao de enxofre no volumoso oferecido,

digesta, fezes (g/lkg MS) e sangue (mg/L)

Tratamentos Volumoso DP Digesta DP Fezes DP Sangue DP

1 1,53 0,34 1,15 0,13 1,73 0,56 22 0,02
2 1,55 0,48 1,33 0,29 225 0,7 22 0,02
3 1,35 0,19 1,35 024 1,65 0,17 22 0,02
4 1,55 0,38 1,55 0,13 2,35 09 22 0,02

O volumoso oferecido nao inclui as doses de sulfato de amonio, pois
estas foram fornecidas via inoculag@o no rdmen.

Pode-se observar que, no volumoso oferecido, capim picado + uréia, os
teores de enxofre variaram pouco durante todo o experimento.

O mais alto teor de enxofre encontrado na digesta (1,55 g/kg MS) foi
observado no tratamento 0,92%, responsdvel também pela maior excrecao de
enxofre (2,35 g/kg MS). Pode-se observar ainda, no tratamento 0,31%, maior
excre¢do de enxofre (2,25 g/kg MS) do que no tratamento 0,46% (1,65 g/kg
MS), que continha uma maior quantidade de enxofre. Supde-se que, como o
volumoso analisado do tratamento 0,31% apresentou um maior teor de enxofre
(1,55g/kg MS) em pelo menos um periodo experimental do que o tratamento
0,46% (1,35g/kg MS), esta diferenca seria responséavel pela diferenga observada

nos valores de S das fezes.

4.3 Consumo de matéria seca

O consumo dos animais (Figura 1) manteve-se estavel nos tratamentos
0,15%, 0,31% e 0,46%, nao ocorrendo diferenca significativa entre os mesmos
(P>0,05). A média observada foi de 1,2 % do PC na matéria seca, sendo inferior
aos 2,2% PC encontrados por Gomes et al. (1994), em novilhas mesticas de

aproximadamente 370 kg PC consumindo feno de capim-cameroom com mais
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de 3,0 m de altura de corte no momento da fenagdo. O consumo foi uma das
varidveis observadas e teve como objetivo avaliar o efeito do S na ingestao de
forragens de baixo valor nutritivo. Kariuki et al. (1998) encontraram valores de
2,57% PC em consumo em capim-napier com 90 dias de corte. Lopes & Aroeira
(1998) encontraram 1,9% PC, em trabalho realizado com vacas em lactacdo e

capim-elefante com 60 dias de crescimento.

Consumo/%PC

lll

15% 0,31% 0,46% 0,92%

o - Ll
0,

Tratamentos

@ Consumo MS/%PC ElConsumo FDN/%PC

FIGURA 1 Meédias do consumo de MS e FDN pelo peso vivo.
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Os valores de consumo obtidos por Soares (2002) também foram
superiores, de 2,12% PC, quando utilizou-se capim-elefante com 60 dias
fornecido para vacas em lactagdo. O principal fator que pode ter afetado o
consumo dos animais esta relacionado aos teores de fibra em detergente neutro
(FDN) no capim (Tabela. 8). O consumo obtido por Lopes & Aroeira (1998),
utilizando capim-elefante com idade de corte de 60 dias, foi de 1,3% PC na
FDN, tendo, no presente trabalho, sido encontrado 0,92% PC na FDN. O capim-
elefante, utilizado com cerca de 120 dias de idade de corte, apresentou teor
médio de FDN de 76,13%, conforme Tabela. 5. Este valor foi superior ao
encontrado por Soares (2002) de 70,1% de FDN, com capim-elefante com 60
dias. Gomes et al. (1994) obtiveram um consumo de FDN de 1,6% PC, usando
feno de capim-cameroom de aproximadamente 90 dias. O efeito do teor de FDN
do volumoso utilizado pode ser observado pelos indicadores de consumo
(Tabela 8).

Os resultados encontrados na Tabela 6 foram determinados a partir da
quantidade de enxofre presente no sulfato de amdnio fornecido e sdo as médias
do enxofre na forrageira nos quatro periodos experimentais. Na Tabela 7 sdo
apresentados os consumos de MS e FDN por tratamento experimental. Pode-se
observar um discreto aumento de consumo no tratamento 0,31%, sendo possivel,
sugerir que esse tratamento acompanhou as recomendacdes da literatura.

O tratamento 0,92%, demonstrou queda no consumo em comparagao aos
outros tratamentos e causou leve intoxica¢do em dois animais. Durante o ensaio,
0os animais apresentaram inapeténcia e falta de motilidade ruminal,
caracteristicas de intoxicacdo por enxofre, conforme apresentado por Preston &
Leng (1987). Estes autores sugerem que excesso de enxofre na dieta pode causar
a reducdo do consumo. Doughety et al. (1965) observaram uma diminuicio da
motilidade ruminal quando utilizaram niveis de enxofre acima dos

recomendados. Quantidades maiores que a recomendada de enxofre podem ser
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prejudiciais para os microrganismos celuloliticos do rimen, reduzindo a digestao

de fibras (Hubbert et al., 1958).

TABELA 8 Consumo de matéria seca e FDN nos tratamentos.
Tratamento Matéria seca FDN

(% Peso corporal) (% Peso corporal)
0,15% 1,34 0,99
0,31% 1,41 1,02
0,46% 1,31 0,96
0,92% 0,75 0,71

4.4 Contagens das populacdes de microrganismos do riimen

4.4.1 Contagem da populacao de fungos

A estimativa da populacdo de fungos ruminais, obtida das médias dos
quatro periodos experimentais para cada tratamento, é apresentada na Figura 2.
Observou-se menor crescimento da populacao de fungos ruminais no tratamento
0,31%, quando comparado com os outros tratamentos. Pode-se considerar que o
tratamento 0,15% foi o que apresentou maior crescimento, que, segundo o NRC
(2001), € baixo para bovinos. O resultado observado difere do encontrado por
Morrison et al. (1990), que em dietas de baixa concentracdo de enxofre,
observaram efeito negativo na populagdo de fungos ruminais em carneiros.

A populacdo de fungos ruminais ndo apresentou diferenca entre os
tratamentos (P>0,05), como apresentado na Tabela 9. Apenas nos tratamentos
0,46% e 0,92% observou-se diferenca entre as coletas, devido ao ajuste da
metodologia. Esses resultados ndo confirmam os encontrados na literatura, que

relacionam o consumo de matéria seca com a populacdo de fungos ruminais.
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Bauchop & Muontford (1981) observaram tendéncia dos fungos
ruminais colonizarem forrageiras fibrosas, de regides tropicais e também que
essa populacdo € reduzida quando os ruminantes se alimentam de forrageiras
com baixo teor de fibra. Porém, apesar de Windham & Akin (1984), em
trabalhos anteriores, terem observado que dietas mais fibrosas propiciam maior
populagdo de fungos, estes deduziram que devem existir outros fatores, além da
quantidade de fibra, que interferem no desenvolvimento da populacdo fingica
ruminal.

No tratamento 0,31% observou-se que temos um menor crescimento de
fungos (Figura 2). No grafico da Figura 4 observa-se aumento na populacdo de
protozodrios, considerando que os protozodrios sdo predadores de fungos,
conforme estudos com ruminantes submetidos a dietas fibrosas de baixo teor
protéico. Pode-se  sugerir, entdo que houve interacdo competitiva entre
protozodrios e fungos.

Em estudos envolvendo ovinos defaunados, as quantidades de zo6sporos
no fluido de rdmen eram de 2 a 5 vezes maiores do que em ovinos faunados e
recebendo a mesma dieta (Bird & Leng, 1984). Protozodrios ciliados podem
ingerir bactérias de tamanho similar ao dos zodsporos, de modo que é provével
que a predacdo de zodsporos por protozodrios também ocorra. Além do efeito da
predacdo, pode-se considerar que esses resultados de contagem de fungos do
presente trabalho nio estdo de acordo com o descrito na literatura e nem com o
objetivo do trabalho. Isso pode ter ocorrido devido ao ajuste da técnica de
contagem durante o experimento e, por isso, pode ter influenciado na contagem

de fungos.
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TABELA 9 Estimativa da populacdao de fungos ruminais em relacdo as
coletas, aos tratamentos, para cada periodo de coleta (repeti¢do).

Coletas Tratamento

0,15% 0,31% 0,46% 0,92%
1 2,447 2,42° 3,28% 3,38°
2 3,62° 2,59° 3,39™ 2,01°
3 3,57° 2,58 2,27 3,2%
4 3,46° 3,13° 3,67° 3,72°
CV (%) 30,4

* Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tuckey ao nivel de 5 % de probabilidade (P > 0,05).
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3,50 4
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0,50 -

0,00

0,15% 0,31% 0,46%

Tratamentos

FIGURA 2 Gréfico de médias de contagem, por tratamento, da populacao de

fungos anaerébios totais
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4.4.2 Contagem da populacio de bactérias

Os valores das contagens bacterianas, observados na Figura 3, ndo
apresentaram diferengas entre tratamentos. Porém, o tratamento 0,31%
apresentou o maior consumo de MS, 1,41% MS PC e maior consumo de FDN,
1,02% FDN PC, mas as diferengas ndo foram significativas. Esses resultados
confirmam os encontrados por Morrison et al. (1990), que apresentaram
aumento de bactérias, protozodrios e fungos anaerébios no rimen, quando o
conteido de enxofre da suplementacdo de feno de graminea tropical aumenta de

0,04% para 0,07%.

TABELA 10 Estimativa da populacdo de bactérias ruminais em relagdo aos
tratamentos, em cada periodo experimental (repeti¢do).

Coletas Tratamento

1 2 3 4
1 2,5° 3,04° 2,89° 2,86°
2 2,75° 3,04° 3,04° 2,75°
3 3,04° 2,71° 3,04° 2,68"
4 2,63" 3,04° 2,65° 3,04°
CV (%) 18,9

* Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tuckey, a 5 % de probabilidade (P > 0,05).
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FIGURA 3 Médias das estimativas da populagdo de bactérias anaerdbios
totais, obtidas pelo método NMP, de quatro periodos
experimentais.

A andlise estatistica ndo detectou diferencas na populacio de bactérias

ruminais entre os tratamentos (P>0,05).
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4.4.3 Contagem da populacio de protozoarios totais

Nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos para
as contagens de protozodrios ruminais (P > 0,05), apresentadas na Figura 4. Os
valores das contagens de protozodrios apresentaram um pequeno aumento no
tratamento 2, que teria o teor de enxofre de 3,1 g de S/kg de MS, Tabela 5 e
seria o teor ideal indicado pelo NRC (2001). Niao foi observado nenhum efeito
especifico das doses de enxofre sobre estes grupos de protozodrios, nem efeito
dos animais. Em outras palavras, as populacdes de diferentes grupos de

protozodrios ndo variaram em fungéo das diferentes doses de enxofre fornecidas.

12,0
11,0
10,0 - ]
9,0 A .
8,0 - J_ |
70 - i
6,0 -
50 - i
4,0 -

n protozodrios x 105/g cont. ruminal

2,0
0,15% 0,31% 0,46% 0,92%

Tratamentos

FIGURA 4  Griéfico de médias de contagem de populag@o de protozodrios
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4.5 Parametros ruminais

4.5.1 pH

Observou-se variacdo do pH, mantendo-se dentro da neutralidade
(Figura 5) e, provavelmente, efeito da ingestdo de alimentos. O comportamento
do pH esta de acordo com os encontrados em dietas exclusivas de forragens,
cujos valores variam de 6,2 a 7,0, segundo Owens & Goetsh (1986). O enxofre
inorginico € transformado em aminoacidos pelos microrganismos do rimen
(ARC,1988). Um importante intermediario no metabolismo do enxofre no
rimen € o fon sulfeto. J4 em 1956, Anderson propos a reducdo microbiana do
sulfato a sulfeto, sendo a taxa de producdo de sulfeto rdpida. Segundo Bird &
Moin (1971), o pH 6timo para a redugdo do sulfato é 6,5. Para o crescimento
microbiano o pH ideal é 6,8, sendo esse apresentado em todos os tratamentos
principalmente nos tratamentos, 2, 3 e 4, nos horérios de 2, 4 ¢ 6 horas apds a

alimentacao.
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4.5.2 Nitrogénio amoniacal

Como pode ser verificado nos graficos da Figura 6, o nitrogénio
amoniacal se manteve constante em todos os tratamentos nos hordrios de 0 e 24
horas, sendo ambos anteriores ao fornecimento do alimento que continha uréia e
do fornecimento do sulfato de amdnio de acordo com o tratamento. Observou-
se, nos tratamentos 2, 3 e 4, um pico de nitrogénio amoniacal, no horario de 2
horas. Como a coleta para N-NHj era feita 2 horas apds a alimentacdo dos
animais e apés o fornecimento do tratamento, isso se deve, provavelmente, a
rdpida liberacdo de N-NH; no rdmen apds a solubilizacio do mesmo. Esses
resultados encontrados para nitrogé€nio amoniacal podem ser relacionados com a
suplementacao fornecida de sulfato de amoénio e uréia, principalmente, podendo
ainda ser originado da degradacdo do alimento, reciclagem da uréia via saliva ou

difusdo pela parede ruminal (Van Soest, 1994).
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4.6 Digestibilidade aparente

TABELA 11 Digestibilidade capim-elefante com 120 dias

Tratamentos Coeficiente de digestibilidade (%)
0,15% 30,56
0,31% 40,71
0,46% 45,99
0,92% 38,57

Conforme os dados da na Tabela 11, a digestibilidade aparente foi baixa,
devido, principalmente, a qualidade do capim e a dieta fornecida, sem
suplementacdo de concentrado. Os valores encontrados estdo abaixo dos
apresentados por Gomes et al. (1994), que encontraram em feno de capim-
cameroon com 3 m de altura de corte, digestibilidade de 50,4%. Soares (2002)
encontrou valores de 58,7%, 57,7% e 55,2% para o capim-elefante com idade de
corte de 30, 45 e 60 dias, respectivamente. Pode-se afirmar que o teor de FDN
do capim utilizado no trabalho foi de 76,14%, considerado alto, por isso
observando-se digestibilidade baixa.

Utilizou-se a matéria seca indigestivel (MSi) como indicador interno
para a obtengdo da digestibilidade, por ter sido demostrado por Detmann et al.
(2001) comportamento semelhante entre MSi e FDNi. Além disso, utilizou-se
MSi para reduzir custos e evitar o risco de intoxicacdo dos microrganismos

devido aos residuos de detergente aderidos a fibra.
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5 CONCLUSOES

Nas condi¢des em que o trabalho foi realizado concluiu-se que:

O consumo de matéria seca e FDN apresentaram tendéncia de
superioridade no tratamento 0,31% de S na dieta, podendo ser recomendado

como teor de enxofre na alimentagdo;

Teores de enxofre mais elevados do que os recomendados podem levar a

intoxicacgdo;

O tratamento 0,15% apresentou o maior crescimento de fungos
ruminais, mas o tratamento 0,31% foi mais eficiente em aumentar os
microrganismos ruminais (fungos, protozodrios e bactérias) e, com isso,

aumentando o consumo de forrageira de baixa qualidade.
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