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RESUMO. O experimento foi realizado no Departamento de Zootecnia da Faculdade de
Zootecnia ¢ Engenharia de Alimentos da Universidade de Sio Paulo, no Campus da USP,
em Pirassununga, Estado de Sio Paulo, e teve por objetivos estudar a variagio de pH e
identificar e quantificar os protozodrios ciliados do rimen de bovinos submetidos a dietas
com diferentes niveis de proteina nio degradivel no rimen (PNDR), denominados
tratamentos A-24%, B-30%, C-36% ¢ D-42%. Todas as ra¢des foram formuladas para serem
isoproteicas e isoenergéticas. A dieta teve um teor de PB de 11% e 63% de NDT, ¢ os
ingredientes que a compunham foram: farelo de soja, milho (graos), aveia (grios), sorgo
(graos), silagem de milho, farinha de sangue, farinha de carne, calcirio, sal e uréia, os quais
foram oferecidas a quatro bovinos adultos, mesticos europeu x zebu, dotados de cinulas
ruminais, com pesos médios de 600kg. Todos os animais eram castrados. O delineamento
estatistico utilizado foi o de Quadrado Latino (4x4). O ensaio experimental foi subdividido
em 4 periodos, cada um com 21 dias de adaptagio, ¢, nos dias 23 ¢ 24 de cada periodo,
foram feitas as colheitas das amostras do liquido ruminal antes da alimentagio e de 2 em 2
horas, durante um periodo de 8 horas, seguidas imediatamente da determinagio do pH. Os
resultados evidenciaram que o pH foi influenciado pelos niveis de PNDR, revelando
diferenca significativa no efeito tempo (horas apds a alimentacio, (p< 0,05), ¢ que a
presenca de uréia no rimen nos tratamentos A e B provocou intensa atividade ureitica no
rimen, favorecendo a multiplicagio de protozodrios ciliados do género Entodinium spp
(p<0,05).

Palavras-chave: bovinos fistulados, pH, proteina nio degradivel no rimen, protozodrios ciliados (Cilliophora).

ABSTRACT. Ciliated protozoa in the rumen of cattle under different levels of
undegradable protein diets. The experiment was carried out at the Zootechny and Food
Engineering Faculty of Universidade de Sao Paulo (Sio Paulo University - Brazil), and it
aimed to study the pH variation and also to identify and to qualify the ciliated protozoa in
the rumen of cattle under 24%, 30%, 36% and 42% of undegradable protein (PNDR) diets,
named as treatments A, B, C and D, respectively. All the diets had the same protein and
energy concentration (11% CP and 63% TDN), and they were composed of soybean meal,
corn barley and sorghum grains, blood and meat meal, corn silage, limestone, salt and urea.
Four crossbred European x Zebu steers, having a mean weight of 600kg and holding a
rumen cannulae were utilized in a 4 X 4 Latin Square design, with four periods, each one
containing 21 days of adaptation. On day 23 and 24 of each period, rumen fluid samples
were taken for pH determination. The results showed that pH was affected by PNDR level,
with significant difference of collection time after feeding (p<0,05), and the presence of
urea on diets A and B resulted in an intense ureal activity in the rumen, which stimulated
the multiplication of ciliated protozoa of the genus Entodinium spp (p<0,05).

Key words: cannulated cattle, rumen pH, undegradable intake protein, ciliated protozoa (Cilliophora).

Introducao

Os protozodrios ciliados associados aos fungos e
bactérias constituem uma importante fragio
microbiana do ecossistema ruminal,

desempenhando fungdes bioquimicas e fisiolégicas

importantes para os ruminantes, principalmente no
metabolismo dos nutrientes.

Pesquisas com dietas a base de trigo
(Kreikemeier ef al., 1990), milho e sorgo (Towne et
al., 1990a, b; Franzolin e Dehority, 1996)
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demonstraram altas concentragdes de protozodrios
no ramen sob essas condi¢des dietéticas.

Bonhomme (1990) sugere que a atividade
ureitica no ramen nio estd associada aos
protozodrios, mas 2 fragio contendo bactérias. De
acordo com Onodera et al. (1977), a atividade
ureolitica, que ¢ atribuida aos ciliados, pode ser
devida a bactérias contaminantes.

Purse e Moir (1966) notaram altas concentracdes
de protozodrios, quando o suplemento alimentar
continha uréia, quando alimentados com uma dieta
basal nio suplementada, ou com uma fonte protéica
de nitrogénio.

Bonhomme-Florentin e Durand (1974) e
Michalowski et al. (1987) observaram que nos ovinos
que receberam duas dietas baseadas em cereais, uma
suplementada com uréia e a outra com proteina de
soja, a populacio de ciliados foi maior no tratamento
com uréia, composta principalmente de ciliados do
género Entodinium. Nogueira Filho et al. (1999a)
também constataram que a inclusio de uréia na dieta
aumentou a populagio de ciliados do ramen,
revelando predominincia do género Entodinium.

Nogueira Filho et al. (1999b) concluiram que a
uréia adicionada i silagem de cana-de-agticar em
dietas para ovinos pode ter agido diretamente nas
divisdes celulares dos ciliados e também ter
propiciado um aumento linear nos protozodrios do
género Entodinium, Diplodinium, Ostracodinium e
Eudiplodinium. Belogrudov (1981) e Kuimov et al.
(1982), trabalhando com ovinos, também notaram o
aumento de protozodrios ciliados, quando fenos,
gramineas ou suplementos protéicos eram
substituidos por uréia na dieta.

Bragg et al. (1986) e Franzolin Neto et al. (1991)
detectaram niveis mais elevados de ciliados no
momento do arragoamento. Entretanto, Kurar et al.
(1988) e Nogueira Filho (1995) observaram efeito
contrario.

Na presenga de amido, a uréia tem um efeito
estimulatério sobre os ciliados. Adicionado a
carboidratos (amido e celulose), a uréia (0,01%)
prolongou o tempo de sobrevivéncia dos ciliados em
aproximadamente  30%  (Bonhomme-Florentin,
1974).

Conforme Campos ¢ Rodrigues (1984), a
eficiéncia da utilizagio de uréia serd maior quando a
amdnia for o primeiro fator limitante para a sintese
de proteinas microbiana. Assim, a utilizagio de uréia
serd maior em dietas com baixos niveis de proteina e
que contenham altos niveis de energia, minerais ¢
outros componentes que aumentam a atividade
microbiana no rdmen.

Coalho et al.

O rtmen caracteriza-se por ser um meio
anaerdbico, com cerca de 38-40°C de temperatura,
considerado ideal para o desenvolvimento dos
microrganismos, apresentando ainda um pH que
pode variar de 5,5 a 7,0. Os organismos celuloliticos
crescem em pH 6,7, ¢ desvios para cima ou para
baixo desse valor podem inibir o crescimento de
microrganismos.

Diminuig¢ées do pH ruminal costumam associar-
se aos decréscimos na degradabilidade da proteina. A
mixima atividade das enzimas proteoliticas sio
encontradas dentro das varia¢des normais de pH (5,5
- 7,0); por isso, uma inibi¢io enzimdtica nio seria a
causa do decréscimo, mas sim a diminuigio de
algumas cepas bacterianas e protozodrias capazes de
degradar peptideos e desaminar aminoacidos (Erfle
etal., 1982).

Segundo Marinho (1983), a distribuigio e o
desenvolvimento dos ciliados no ramen sio
influenciados pela dieta ingerida pelo animal, pelo
pH do contetido ruminal e pelas relagcdes que eles
estabelecem entre si e com a comunidade bacteriana.

A composicio quimica da dieta estd intimamente
relacionada ao valor de pH do liquido ruminal, que
favorecerd ou inibird o desenvolvimento de certas
espécies de protozodrios ciliados. Os componentes
energéticos ¢ nitrogenados da dieta sio os fatores
essenciais que determinam a concentragio da
micropopulac¢io do ramen (Hungate, 1966; Church,
1976).

Dijkstra et al. (1993) afirmam que incrementos
na concentracio de dcidos graxos voliteis reduzem
os niveis de pH e com isso incrementam a
velocidade de absor¢io de 4cidos graxos voldteis.
Outros autores (Orskov et al., 1971; Milton et al.,
1977) nio puderam variagbes na
concentragio de icidos graxos voliteis relacionadas a
administragio de quantidades crescentes de uréia ou
de farinha de pescado com racdes 3 base de amido.

Os objetivos deste estudo foram estudar a
variagio do pH do liquido ruminal ¢ identificar ¢
quantificar os protozodrios ciliados do rdmen de
bovinos, quando submetidos a dietas com diferentes
niveis de proteina nio degradivel.

constatar

Material e métodos

O experimento foi conduzido nas dependéncias
do Campus de Pirassununga da Universidade de Sio
Paulo, em Pirassununga, Estado de Sio Paulo.

Foram utilizados 4 bovinos adultos, mesticos
(europeu x zebu), machos, castrados, com pesos
médios de 600kg dotados de cinulas ruminais e
mantidos em baias individuais, os quais receberam 4
tipos de ragdes com os seguintes niveis de proteina
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nio degradivel: 24%, 30%, 36% ¢ 42%,
denominados, respectivamente, tratamentos A, B, C
eD.

A racdes foram pesadas e fornecidas em
quantidades equivalentes a 2% do peso corporal de
cada animal e distribuidas duas vezes ao dia, em duas
porcoes iguais, as 8h e 16h.

Todas as dietas foram formuladas para serem
isoproteicas ¢ isoenergéticas, com teores de 11% de
proteina bruta e 63% de nutrientes digestiveis totais.
As porcentagens de proteina total bem como os
ingredientes que compuseram as dietas sio
apresentados na Tabela 1, e a composi¢io
bromatolégica pode ser visualizada na Tabela 2.
Essas dietas foram analisadas no Departamento de
Zootecnia da Faculdade de Zootecnia ¢ Engenharia
de Alimentos da Universidade de Sio Paulo.

Tabela 1. Composi¢gio percentual das dietas em termos de
Matéria Seca (%)

Tratamentos

A-24% B-30% C-36% D-42%

Silagem de Milho 53,9 34,75 39,59 59,55
Sal 1,00 1,00 1,00 1,00
Uréia 1,25 1,25 - -
Calcirio 0,98 1,14 0,78 -
Aveia (Graos) 42,83 16,00 - -
Far. Sangue - - 5,00 5,00
Milho ( Graos) - - 52,23 -
Far. Soja - - 1,39 -
Far. Carne - - - 3,80
Sorgo ( Grios) - - - 30,66
Total 100 100 100 100

Tabela 2. Composi¢io bromatoldgica das ra¢des % MS

Amostras MS PB FB EE MM Ca P

Trat.A-24% 90,17 18,02 9,69 440 571 089 028
Trat.B 30% 89,31 14,00 435 376 391 0,64 0,117
Trat.C 36 % 88,71 1540 223 358 3,68 050 020
Trat.D 42% 88,85 22,66 255 332 725 138 0,77

Silagem de Milho 9426 8,40 2407 223 365 0117 0,113

O delineamento experimental empregado foi o
de Quadrado Latino (4x4), conforme Gomes (1972).
Os resultados foram analisados por meio do
programa computacional Statistical Analysis System
(SAS Institute Inc., 1985), sendo anteriormente
verificada a normalidade dos residuos pelo quadro
de Anova, e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey. Foi adotado um nivel de significincia de
5% para todos os testes realizados.

O experimento foi subdividido em 4 periodos,
cada um com 21 dias de adaptacio, sendo que, nos
dias 23 ¢ 24 de cada periodo, foram executadas as
mensuragdes de pH por meio de peagimetro digital
portitil, imediatamente ap6s as colheitas de liquido
ruminal, feita por meio de bomba de suc¢io manual
a vacuo.
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Tais amostragens foram realizadas ao longo do
dia no tempo 0O (imediatamente antes da
alimentagio) e a cada 2 horas (2, 4, 6, 8) apés o
arracoamento,  para  estabelecer as  curvas
quantitativas de aparecimento dos protozodrios
ciliados.

Do material proveniente do rimen, 10mL foram
transferidos para tubos de ensaio contendo o mesmo
volume de formaldeido diluido em dgua destilada a
1:2, para fixagio dos protozodrios ciliados.

O material obtido ficou em repouso por uma
noite, antes de ser submetido 2 diluigdo 1:20 em
solugio de glicerol a 50% em 4dgua destilada. O verde
brilhante foi o corante utilizado para a identificacio
dos protozodrios de acordo com Dehority (1977).

As contagens diferenciais dos protozoarios
ciliados por mililitro de liquido de rdmen foram
executadas pelo emprego da técnica descrita por
Dehority (1977), utilizando-se cimara de Sedgwick-
Rafter e ocular provida de reticulo com 0,4323mm?
de 4rea.

As  contagens feitas em 100  campos
independentes foram realizadas em duplicata ¢
considerada a média obtida.

Os géneros identificados foram: Ostracodinium
(Os), Diplodinium (Di), Eudiplodinium (Eu),
Entodinium (En), Epidinium (Ep).

Resultados e discussao

Os resultados observados para o pH médio do
liquido ruminal, a cada duas horas, no periodo de 8
horas, sio mostrados na Figura 1, o comportamento
do pH médio do liquido ruminal.

6,3 T T T
0 2 4 6 8

Tempo apoés a primeira alimentagéo (horas)

|—+—A-24% —m-B-30% —&— C-36% — D-42%|

Figura 1. Valores médios de pH no rtimen de bovinos
alimentados com ragdes contendo niveis diferentes de proteina
nao degradivel no rimen em fungio do tempo (horas)

O pH foi influenciado pelos niveis de PNDR,
revelando diferenga significativa no efeito tempo
(horas apds a alimentagio, (p<0,005), indicando que
houve variabilidade do pH do liquido ruminal em
fun¢io do arragoamento no periodo de 8 horas,
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entretanto, este efeito nao foi observado nos
tratamentos (p>0,05).

Provavelmente, uma maior proporgio de fragio
soltivel e um maior ritmo de degradagio ruminal do
amido da dieta justificam menores pH.

Hungate (1966), Church (1976) e Dechority
(1977) admitem que as flutuagdes no pH do riimen
refletem as variagdes nas quantidades dos dcidos
orginicos que acumulam no contedo ruminal e da
quantidade de saliva que ¢é produzida. Dessa
maneira, o pH ruminal geralmente atingird o nivel
mais baixo de duas a seis horas apds a alimentagio,
dependendo da natureza da dieta, e da rapidez com
que ¢ ingerida. Desse modo, dietas com grandes
quantidades de amido ou carboidratos soltveis
resultaria em valores de pH baixo, ao passo que em
dietas com preponderincia de celulose e outros
carboidratos que sio metabolizados vagarosamente, a
queda do pH nio seria tio acentuada.

Pela observacio na Figura 1, nota-se que os
menores valores médios de pH ocorreram 2 horas
ap6és a primeira alimentagio, corroborando
observagdes realizadas por Nogueira Filho (1995).

A concentragio de 4cidos graxos voliteis (AGV)
no rdamen reflete, em principio, a atividade
fermentativa por parte da fauna e flora ruminal. A
maior disponibilidade de N degradivel (Trat. A),
teoricamente, melhorou a  atividade  dos
microrganismos, podendo haver uma estreita
correlagio entre a concentragio e a prépria absor¢io
de AGV, reduzindo os niveis de pH e
incrementando a velocidade de absor¢io daqueles
icidos (Dijkstra et al., 1993).

Pela anilise da Figura 1, verifica-se que a
presenca da uréia no Trat. A (24% de PNDR) ¢ B
(30% de PNDR) foi a que mais resistiu a esse
abaixamento, provavelmente devido ao amido de
milho ser muito elevado naquelas racdes, e por
possuir um ritmo de degradacio mais lento e
gradual, provocando menores oscilagoes do pH
ruminal.

A Figura 2 mostra os totais de protozodrios
ciliados, destacando-se o género Enfodinium com
predominincia superior a 90% sobre os demais.

Os resultados obtidos para os géneros
Ostracodinium, Diplodinium, Eudiplodinium,
Entodinium ¢ Epidinium, a cada duas horas, no
periodo de 8 horas apdés a alimentagio, sio
apresentadas nas Figuras 3,4, 5, 6 ¢ 7.

No género Ostracodinium (Figura 3) constatam-se
diferengas (P<0,05) nas concentragdes dos ciliados
entre os tratamentos A, D e C no tempo de 2 horas
ap6s a alimentagio. Os tratamentos contendo uréia
na sua composi¢io (Trat. A e B) mostraram um

Coalho et al.

aumento na concentragio no tempo entre 0e?2

horas apds a alimentagio, observacoes que
coincidem com trabalhos de Purse e Moir (1966),
Bonhomme-Florentin e Durand (1974),

Michalowski et al. (1987); Belogrudov (1981);
Kuimov et al. (1982) ¢ Nogueira Filho et al. (1999a e
b). Nos tratamentos C e¢ D essa elevacio nio foi
verificada, mantendo um decréscimo até 6 horas
ap6s a alimentagio e tendéncia 2 normalizacio nos
tempos 6 ¢ 8 horas apds o arragoamento, fato que
ocorreu para os demais géneros estudados.

Epidinium

Entodinium

Eudiplodinium

Géneros

Diplodinium

Ostracodinium

0 20 40 60 80 100 120 140

Numero total de Protozoa (X10%/ml)

Figura 2. Valores médios da concentracio total de protozodrios
(X 10%ml) em bovinos alimentados com ragdes contendo niveis
diferentes de proteina nio degradivel no rdmen em fungio do
tempo (horas)

2.00

Numero de Protozoa
(10*/ml)
P
o

t T T T 1
0 2 4 6 8

Tempo apés a primeira alimentagéao (horas)

[—#—A-24% —-B-30% —A—C-36% —%—D-42%|

Figura 3. Ntmero de Ostracodinium spp (X 10%ml), durante os
quatro periodos experimentais em fungio do tempo de colheita
(horas).

Para Diplodinium (Figura 4), houve efeito
(p<0,05) para o tratamento e o tempo. Nio foram
observadas diferengas entre as médias de contagem
a0 longo do tempo para o tratamento C, mas para os
demais houve. Nos tempos 4 e¢ 6 horas nio foi
detectada diferenga entre as médias dos tratamentos,
mas nos demais tempos sim. A presenga da uréia no
tratamento A favoreceu o aumento do niimero desse
género no tempo entre 0 e¢ 2 horas apds a
alimentagio, fato que nio ocorreu nos demais
tratamentos.

No género Eudiplodinium (Figura 5), verifica-se
que os tratamentos B, C e D foram semelhantes no
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seu comportamento, havendo, porém, diferengas
(P<0,05) no efeito do tratamento e do tempo.
Entretanto, no tratamento A, provavelmente devido
a presenca de uréia e porcentagem mais elevada de
proteina degradada no rdmen, houve uma
concentragio mais elevada daquele unicelular no
tempo entre 0 e 2 horas apds a alimentagio.

7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00

0 2 4 6 8

Tempo ap6s a primeira alimentagéo (horas)

Namero de Protozoa
(X 10%ml)

[ —#—A-24% —B-B-30% —A— C-36% —%—D-42%|

Figura 4. Ntmero de Diplodinium spp (X 10%ml) durante os
quatro perfodos experimentais em fung¢io do tempo de colheita
(horas)

3.50
3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50

Numero de Protozoa
(X 104/ml)

Tempo ap6s a primeira alimentagéo (horas)

|~ A-24% —B-B-30% —A— C-36% —¢ D-42% |

Figura 5. Namero de Eudiplodinium spp (X 10%/ml) durante os quatro
periodos experimentais em fungio do tempo de colheita (horas)

Para o género Entodinium spp (Figura 6), houve
interagdo entre tratamento ¢ tempo (P< 0,05);
entretanto, foi observada diferenga significativa para
o efeito tratamento versus tempo (p<0,05).

250.00

200.00
150.00
100.00

Numero de Protozoa
(X 10%/ml)

50.00

2 4 6

Tempo ap6s a primeira alimentagao (horas)

o
o]

|——A-24% —B-B-30% —&— C-36% —% D-42%|

Figura 6. Ntmero de Entodinium spp (X 10%ml) durante os
quatro perfodos experimentais em fungio do tempo de colheita

(horas)

Na Figura 6, percebe-se que os tratamentos A ¢
B, ambos com wuréia em sua composi¢io,
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apresentaram curvas semelhantes, inclusive com
picos de aumento de concentragio de Entodinium
spp, no tempo 2 horas apés alimentagio. Por outro
lado, o tratamento C manifestou comportamento
oposto aos tratamentos A ¢ B, no tempo 2 horas ap6s
o0 arragoamento, fendmeno este surpreendente, uma
vez que, apds aquele tempo, voltou a se manifestar
em ndmero significativo.

Outro fato foi a presenga de mais de 90% de
protozodrios do género Entodinium no tratamento A,
- resultados semelhantes aos de Bonhomme-
Florentin e Durand (1974), que verificaram que a
uréia, quando oferecida em dietas com cereais,
permitiu a manutengio e aumentou a populagio de
ciliados daquele género, e por Belogrudov (1981),
Kuimov et al. (1982) ¢ Nogueira Filho et al. (1999a e
b), que constataram que a inclusio de uréia na dieta
aumentou a populagio de ciliados, revelando
predominincia do género Entodinium spp.

O género Epidinium (Figura 7), essencialmente
conhecido como degradadores de fibra, sé foi
detectado no tratamento D, em concentragdes
baixas, uma vez que todos os tratamentos
apresentaram niveis dessa fragio bastante aquém dos
padrées normais, favorecendo o aparecimento de

ciliados  degradadores de acucares  soldveis
(Entodinium ¢ Diplodiniuum).
1.00
g 0.80
g
& £ 0.60
82
o % 0.40 A
o
£
2 020
0.00 m = = - n
0 2 4 6 8

Tempo ap6s a primeira alimentagao (horas)

|——A-24% —B-B-30% —A—C-36% —% D-42%)|

Figura 7. Namero de Epidinium spp (X 10%/ml) durante os quatro
periodos experimentais em fungio do tempo de tempo de colheita

(horas)

Parece que o nivel de proteina bruta na ra¢io nio
favoreceu a elevacio da densidade populacional de
ciliados, com exce¢cdo dos tratamentos que
continham uréia, coincidindo com Franzolin Neto et
al. (1991), que detectaram niveis mais elevados de
ciliados no momento do arracoamento, decrescendo
até 12 horas depois, e aumentando em seguida até o
momento imediatamente anterior a oferta da dieta.
Entretanto, Kurar et al. (1988) e Nogueira Filho
(1995) obtiveram contagens de ciliados mais baixas
antes da alimentacio e aumentos até seis horas apds
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arragoamento de bufalos. Bragg et al. (1986)
constataram niveis elevados de protozodrios ciliados
imediatamente apds o arragoamento, contrariando os
tratamentos C e D deste experimento.

Concluindo, o pH foi influenciado pelos niveis
de proteina nio degradivel no ramen, indicando que
houve variabilidade em fung¢io do arracoamento
num periodo de oito horas apés a alimentacio, ¢ que
a presencga de uréia nos tratamentos A ¢ B provocou
intensa atividade ureitica no rtmen, favorecendo a
multiplicagio de protozodrios ciliados do género
Entodinium spp.
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