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RESUMO

Avaliaram-se os efeitos da inclusdo da torta de macatiba (TM) na dieta sobre a concentragdo e o perfil da
populagdo de protozoarios ciliados do rimen. Foram utilizadas oito vacas Holandesas, dispostas em dois
quadrados latinos 4x4 e alimentadas com diferentes niveis de inclusao da TM (0, 100, 200 e 300g kg'l de
matéria seca na dieta total). Para quantificacdo e identificacdo dos protozoarios, amostras de 1mL do liquido
ruminal de cada animal foram diluidas em 9mL de solug¢do de formaldeido a 10%. Apods diluigdes decimais
sucessivas em solucdo salina, os protozoarios foram quantificados em cdmara de Sedgewick. A identificagdo
foi realizada sob a luz da microscopia Optica, utilizando-se a objetiva de 40x para caracterizar o minimo de 100
individuos por amostra. As concentragdes de protozoarios pequenos (P<0,01), médios (P=0,05), grandes
(P=0,01) e o niimero total (P<0,01) apresentaram comportamento linear decrescente com o aumento dos niveis
de inclusdo da TM nas dietas. Foram encontradas caracteristicas morfologicas tipicas de 16 géneros de
protozoarios ciliados, sendo os géneros Entodinium e Eodinium os mais frequentes no liquido ruminal dos
animais avaliados. O perfil da populagdo de protozoarios ciliados sofreu pequenas alteragdes com a inclusdo da
TM, sendo observada alteragdo na participagdo percentual dos géneros Charonina (P = 0,03) e Polyplastron (P
<0,01). A utilizagdo da TM na dieta de bovinos promove redugdo na concentragdo ¢ modificacdo no perfil da
populacdo de protozoarios ciliados do ramen.
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ABSTRACT

The effects of meal macauba (MM) inclusion on the concentration and profile of the ciliate protozoa of the
bovine rumen were evaluated. Eight Holstein cows were used during second lactation, with average 480 kg of
body weight, arranged in two 4x4 Latin squares simultaneously and fed four diets with different concentrations
of the MM (0, 100, 200 and 300 g kg™). For identification and quantification of protozoa, samples of ruminal
fluid from each animal with 1 ml were diluted in 9 mL of 10% formaldehyde. After consecutive decimal
dilutions in saline solution, protozoa were assessed in a Sedgewick chamber. The identification was carried out
under the optical light microscope using a 40x objective to characterize at least 100 individuals per sample.
The concentrations of small (P<0.01), medium (P=0.05), large (P= 0.01), and the total number (P<0.01) of
protozoa decreased linearly with the increasing MM inclusion. Morphological characteristics typical of 16
genera of ciliates were found, being the Entodinium spp. and Eodinium spp. the most frequent in the rumen
fluid of animals evaluated. The profile of the population of ciliated protozoa suffer minor changes with the
addition of MM, with a change in the percentage share of Charonina spp. (P = 0.03) and Polyplastron spp. (P
<0.01). The use of the MM in the cattle diet promotes reduction in the concentration and change in the profile
of the population of rumen ciliates protozoa.
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INTRODUCAO

A macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd.
Ex Mart.) ¢ uma espécie nativa das florestas
tropicais e se destaca por ser uma palmeira
oleaginosa altamente produtiva e adaptada a
regides semiaridas (Braga, 1976). O fruto da
macatiba tem despertado grande interesse
socioecondmico por se tratar de uma importante
fonte de dleo vegetal, podendo ser utilizado para
a producdo de biodiesel, de cosméticos e de
alimentos (Coimbra e Jorge, 2012). Durante o
processo de extragdo do o6leo por prensagem
hidraulica, sdo geradas grandes quantidades de
biomassa residual, podendo representar mais de
500g kg™ do total do fruto processado.

Essa biomassa residual é denominada torta de
macauba (TM), a qual apresenta altas
concentracdes de carboidratos fibrosos e de
lipideos, sendo indicada como alternativa
econdmica na alimentagdo de ruminantes
(Azevedo et al., 2012; Azevedo et al., 2013a),
podendo ou ndo provocar alteragdes nos padroes
de consumo (Azevedo et al., 2013b; Azevedo et
al., 2013c¢).

Os protozodrios ocorrem em numero de,
aproximadamente, 10° células por mililitro de
contetido ruminal e sdo, na maioria, ciliados. Os
ciliados dividem-se em dois grandes grupos: os
holotrichas, que possuem cilios por todo o corpo,
e os entodiniomorfos, que somente possuem
cilios em regides discretas, geralmente
adjacentes ao citéstoma. Os holotrichas podem
engolfar granulos de amido, os quais sdo
degradados mais lentamente que a degradagdo
efetuada por bactérias ruminais, o que pode
contribuir para evitar queda brusca do pH em
animais alimentados com dietas ricas em
concentrado. Ja os entodiniomorfos sdo capazes
de aderirem-se as fibras e possuem atividade
celulolitica e hemicelulolitica (Williams e
Coleman, 1985).

Os protozoarios ciliados do rumen tém
crescimento estimulado ou inibido por fatores
dietéticos (Williams, 1986). A suplementagdo
lipidica em excesso na dieta de ruminantes pode
comprometer o crescimento microbiano ruminal
(Palmquist e Jenkins, 1980; Byers e Schelling,
1989), sendo as Dbactérias Gram-positivas,

1654

metanogénicas € 0s protozoarios 0s mais
sensiveis (Doreau e Ferlay, 1995).

Dado o teor elevado de lipideos na torta de
macauba, objetivou-se com esta pesquisa avaliar
o efeito do fornecimento do coproduto sobre a
concentragdo e o perfil da populagdo de
protozoarios ciliados do rimen de vacas leiteiras.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos adotados com os animais
foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimenta¢do Animal da Universidade Federal
de Minas Gerais (Protocolo: 87/2008). Foram
utilizadas oito vacas Holandesas com 480+26kg
de peso corporal, com média de producdo de
21,4+3,8kg por dia, na segunda lactagdo, idade
média de 4,1+0,2anos e com 45 dias de lactacio.
Os animais foram alojados em baias cobertas e
individuais, com seis metros quadrados, piso de
terra batida, bebedouros automaticos,
comedouros e saleiros individuais. As unidades
experimentais foram distribuidas em dois
quadrados latinos 4x4, balanceados para efeito
residual, sendo quatro diferentes niveis de
inclusdo da TM (0, 100, 200 e 300g kg™") na dieta
total e quatro periodos experimentais. Os
periodos experimentais foram de 21 dias cada,
sendo os primeiros 14 dias de adaptacdo dos
animais a dieta ¢ os ultimos sete dias para
realizagdo das coletas de dados.

As dietas experimentais foram formuladas de
acordo com as recomendagdes do NRC (2001)
para produgdo estimada de 25kg de leite, com
niveis crescentes de inclusdo da TM na matéria
seca (MS; Tab. 1). O volumoso e o concentrado
foram misturados nos cochos e fornecidos aos
animais duas vezes ao dia, em duas porgdes
iguais, uma pela manhd (sete horas) e outra a
tarde (17h), ajustados de forma a manter as
sobras em 200g kg' do oferecido. As
amostras dos alimentos fornecidos foram
coletadas diariamente, sendo identificadas e
acondicionadas em freezer para posteriores
analises laboratoriais. Todas as amostras foram
pré-secas em estufa ventilada a 55°C e,
posteriormente, moidas em moinho com peneira
de um milimetro. Logo apds, foram
acondicionadas em frascos identificados, para
posterior analise.

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.67, n.6, p.1653-1659, 2015



Efeito da inclusao da torta...

Tabela 1. Ingredientes e composi¢do quimica das dietas (g kg”' de matéria seca) e da torta de macatiba

(TM)
Concentragdes (g kg') da TM na dieta ™
0 100 200 300
Ingredientes
Silagem de milho 500,0 500,0 500,0 500,0 -
Caroco de algoddo 100,0 100,0 100,0 100,0 -
Milho moido 339,8 242.4 143,0 53,5 -
Farelo de soja 743 72,2 72,6 64,3 -
Torta de macatiba ' 0,0 100,0 200,0 300,0 -
Ureia + SA (1%) 6,7 8,5 10,1 13,0 -
Calcario calcitico 6,0 5,0 39 2,8 -
Fosfato bicalcico 2,1 2.8 3,6 4.4 -
Premix mineral-vitaminico 4.5 4.5 4,5 4,5 -
Composigao quimica
Matéria seca 565,0 563,4 563,0 568,8 878,7
Cinza 139,7 1194 118,2 117,1 50,1
Proteina bruta 147,6 147,6 147,8 147,9 66,4
Extrato de etéreo 47,8 64,0 80,0 95,8 197,3
Fibra em detergente neutro 430,9 479,8 538,2 5473 720,3
Carboidratos ndo fibrosos 234,0 189,2 115,8 91,9 -

T Composicao de 4cidos graxos da TM (por kg de acidos graxos): 3,2g C12:0; 2,6g C14:0; 205,2g C16:0; 39,5g C16:1
Cis-9; 15,0g C18:0; 490,9g C18:1 cis-9; 51,1g C18:1 cis-11, 14,3g C18:1 cis-12; 5,8g C18:1 cis-13; 154,0g C18:2 cis-
9 cis-12; 8,8 g CI18:3 n-3; 5,9g outros acidos graxos; 228,0g acidos graxos saturados; 768,3g acidos graxos
insaturados; 602,9g acidos graxos monoinsaturados; 165,4g acidos graxos poli-insaturados.

As amostras foram analisadas de acordo com a
Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 1997) para MS (método 934,01), cinzas
(método 942,05), proteina bruta (PB, método
954,01) e extrato etéreo (EE, método 920,39).
Fibra em detergente neutro (FDNa, Van Soest et
al., 1991) foi analisada no ANKOM200 Fiber
Analyzer (ANKOM Technology Corporation,
Fairport, Nova York, EUA). Sulfito de sodio e
alfa-amilase foram usados na determinagdo de
FDNa. O teor de carboidratos ndo fibrosos foi
calculado como: CFN = 100 - (% FDNa +% EE
+% PB +% de cinzas), de acordo com o NRC
(2001).

A composicdo de dacidos graxos da TM foi
determinada de acordo com Machmu Eller e
Kreuzer (1999). Realizou-se extracdo com
cloroféormio-metanol (2:1, v/v) e metilagdo dos
lipideos, sendo posteriormente determinados e
quantificados os acidos graxos em cromatografo
de gas HP 5890A (Hewlett-Packard, Avondale,
Pensilvania, EUA), equipado com um
Supelcowax 10-coluna (coluna capilar de silica
fundida, 30m x 0,32mm).

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.67, n.6, p.1653-1659, 2015

Ao final de cada periodo experimental, os
animais foram submetidos a jejum de sélidos por
12 horas, sendo, em seguida, imobilizados em
brete de contencdo para coletar amostra do
liquido ruminal. Apods a contencdo, foi realizada
a tricotomia e a assepsia, com solugdo de
polivinilpirrolidona-iodo diluido a 1%, em uma
area de aproximadamente cinco centimetros
quadrados, localizada na parte ventral do
abddmen esquerdo, abaixo da fossa paralombar e
cranialmente a articulagdo do joelho (Dirksen,
1993). Puncionou-se aproximadamente 15mL de
liquido ruminal, com o auxilio de cateter
(SolidorR, 14.2, Bio Med Health Care Products,
Haryana, {ndia) acoplado a uma seringa estéril.
As amostras foram armazenadas em tubos de
ensaio e transportadas em caixas isotérmicas, a
4°C, para o laboratorio.

Os tubos de ensaio foram homogeneizados em
vortex, durante um minuto, ¢ aliquotas de
1000uL foram transferidas para tubos contendo
9,0mL de formaldeido a 10%, para a
conservacdo dos protozoarios. Posteriormente,
foram realizadas diluigdes decimais sucessivas
em solu¢do salina, para a determinacdo do
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nimero de protozoarios em camaras de
Sedgewick (S52 glass, Pyser-SGI, Edenbridge,
Kent, Reino Unido). As concentracdes de
protozoarios pequenos (até 40 x 60um), médios
(até¢ 100 x 150pm) e grandes (maior que 100 x
150pum) por mililitros de liquido ruminal foram
determinadas apdés a  visualizagdo em
microscopio Optico, utilizando-se a objetiva de
10x (Dirksen, 1993).

A identificagdo dos protozoarios foi realizada em
laminas e laminulas, com adi¢do de uma gota da
amostra em solugdo de 107 e uma gota de
solugdo de lugol. A leitura e a identificagdo
foram realizadas sob a luz da microscopia optica,
utilizando-se a objetiva de 40x para caracterizar
o minimo de 100 individuos por amostra. Os
géneros de protozoarios foram classificados
segundo as caracteristicas morfologicas descritas
por Dehority (1993).

Os resultados foram analisados de acordo com o
procedimento GLM do SAS (versdao 9.0; SAS
Institute Inc., Cary, Carolina do Norte, EUA), em
dois quadrados latinos 4x4, para testar o efeito da
inclusdo da TM sobre a concentragdo e o perfil

da populagd@o de protozoarios ciliados do riimen.
Os dados de concentragdo de protozoarios foram
analisados apds transformagdo logaritmica
(log'’), e, em seguida, analise de regressdo foi
realizada para todas as variaveis obtidas no
estudo. Valores de probabilidade inferiores ou
iguais a 0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragdes de protozoarios pequenos
(P<0,01), médios (P=0,05) e grandes (P=0,01) e
o numero total de protozoarios (P<0,01)
decresceram linearmente com o aumento dos
niveis de inclusdo da TM nas dietas (Tab. 2). Os
menores numeros de protozoarios ciliados no
liquido ruminal de animais alimentados com TM
podem estar associados a menor ingestdo de
CNF e ao maior consumo de EE (Azevedo et al.,
2014), uma vez que a caréncia de carboidratos
soluveis resulta em diminuigdo significativa na
quantidade de protozoarios ¢ a suplementagdo
lipidica em excesso causa efeitos deletérios sobre
o crescimento microbiano ruminal (Palmquist e
Jenkins, 1980; Byers e Schelling, 1989).

Tabela 2. Concentragdes (x10*/mL de liquido ruminal) de protozoarios ciliados no liquido ruminal de
vacas leiteiras alimentadas com diferentes niveis de inclusdo de torta de macauba (TM)

Concentragdes (g kg™') da TM na dieta Valor de P
0 100 200 300 EPM Linear Quadratico
Protozodrios '
Pequeno 20,92 11,31 4,59 3,09 1,350 <0,01 0,75
Meédio 1,78 0,88 0,19 0,23 0,045 0,05 0,86
Grande 1,17 0,40 0,09 0,07 0,035 0,01 0,79
Total 23,87 12,59 4,87 3,39 1,750 <0,01 0,67

Pequeno (até 40 x 60pum), médio (até 100 x 150pm) e grande (maior do que 100 x 150pm).

Essa diminui¢do na concentragao de protozoarios
pode estar associada, ainda, a elevada
concentragdo de acidos graxos insaturados e a
concentragdo consideravel de 4&cidos graxos
laurico (C12:0) e miristico (C14:0) na TM (Tab.
1). Nesse sentido, pesquisas realizadas in vitro e
in vivo demonstraram que o0s protozoarios sdo
sensiveis aos acidos graxos insaturados oleico
(C18:1 cis-9), linoleico (C18:2 cis-9 cis-12) e a-
linolénico (C18:3 n-3) (Machmiiller et al., 1998;
Hristov et al., 2004) e aos acidos graxos
saturados ldurico e miristico (Dohme et al.,
1999; Faciola et al., 2013), sendo os dois ultimos
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0s que apresentam maior efeito tdxico sobre os
protozoarios ciliados do ramen (Machmiiller et
al., 1998).

Os protozoarios grandes foram o0s que
apresentaram maior sensibilidade a atividade
antiprotozoaria da TM. O consumo de 100, 200 e
300g kg' da TM diminuiu a concentragdo de
protozoarios grandes em 66, 92, 924 ¢ 95,9%
(isto ¢, em relagdio a dieta sem TM),
respectivamente. J4 as concentragdes de
protozoarios pequenos e médios foram reduzidas,
respectivamente, em 46, 78 e 50,6%; 78,1 e
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89,4% e 85,23 e 87,1%, quando comparadas as
concentragdes de protozoarios de animais
mantidos com a dieta sem TM. Esses resultados
evidenciam que a TM, quando adicionados a
dieta, proporciona um  potente  efeito
antiprotozoario.

Foram encontrados géneros de protozoarios
das  subclasses  Holotricha  (Buetschilia,
Isotricha e Dasytricha) e Entodiniomorpha
(Charonina, Entodinium, Diplodinium,
Eodinium,  Eremoplastron,  Eudiplodinium,
Diploplastron, Polyplastron, Ostracodinium,
Elytroplastron, Enoploplastron, Ophyroscolex e
Epidinium), com predominéncia dos
entodiniomorfos, que corresponderam em mais
de 70% da fauna, nos quatro niveis testados

(Tab. 3). Nesse contexto, observou-se que, nos
animais mantidos com a dieta sem TM, houve
predomindncia dos géneros Eodinium e
Entodinium, que corresponderam a 33,8 e a
33,3% dos protozodrios ciliados identificados,
respectivamente. Ja nos
animais mantidos com as dietas contendo 100 e
200gkg”’ do coproduto, o género de
maior predominancia foi o Entodinium,
correspondendo, respectivamente, a 354 ¢ a
30,0% dos protozoarios identificados. Com a
inclusio de 300g kg da TM, os géneros mais
frequentes passaram a ser novamente O
Eodinium e o Entodinium, correspondendo,
respectivamente, a 28,0 e a 25,4% dos ciliados
encontrados.

Tabela 3. Participagdo percentual dos géneros de protozoarios ciliados no liquido ruminal de vacas
leiteiras alimentadas com diferentes niveis de inclusdo de torta de macatba (TM)

Concentragdes (g kg'') da TM na dieta EPM Valor de P
0 100 200 300 Linear Quadratico
Géneros de protozodarios
Buetschilia 2,3 1,6 0,6 1,9 0,39 0,59 0,28
Isotricha 5,7 8.8 8,0 18,8 2,19 0,06 0,39
Dasytricha 0,7 6,1 0,3 0,1 0,96 0,42 0,17
Charonina 1,0 1,4 6,0 0,4 0,74 0,67 0,03
Entodinium 33,3 35,4 30,0 25,4 2,77 0,27 0,61
Diplodinium 7,1 7,1 10,7 1,8 1,74 0,48 0,25
Eodinium 33,8 21,6 15,5 28,0 3,22 0,47 0,07
Eremoplastron 7,0 5,2 4,5 3,2 1,30 0,21 0,94
Eudiplodinium 3,8 9,0 12,0 132 246 0,18 0,71
Diploplastron 3,7 2,0 9,5 3,5 0,87 0,42 0,29
Polyplastron 0,0 0,1 0,3 1,3 0,17 0,01 0,07
Ostracodinium 0,1 0,1 2,0 0,8 0,51 0,37 0,61
Elytroplastron 0,6 0,2 0,3 0,1 0,30 0,06 0,21
Enoploplastron 0,0 0,1 0,1 0,0 0,02 0,99 0,34
Ophyroscolex 0,1 0,1 0,1 0,1 0,03 0,92 0,90
Epidinium 0,8 1,2 0,1 1,4 0,34 0,79 0,53
Total identificado’ 997 1106 899 908 - - -

"Numero total de protozoarios identificados por grupo de tratamento.

A predominéancia do género Entodinium esta de
acordo com as observacdes dos autores que
investigaram as populagdes de protozoarios no
ramen de bovinos alimentados com dietas
contendo o6leo de soja, associado ou ndo a
monensina (Martinele et al., 2008), de ovinos
criados na caatinga (Matos et al., 2008), de
bovinos e bubalinos alimentados com dietas
suplementadas com monensina ou propolis
(Risponli et al., 2009) e em caprinos submetidos
a dieta com casca de soja, em substituicdo ao
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milho  (Carvalho et al, 2011). Essa
predominadncia pode ser justificada por esse
género apresentar varias espécies de ampla
distribuigdo e ocorréncia entre varios ruminantes
domésticos e selvagens (Ogimoto e Imai, 1981).

A proporgdo do género Charonina apresentou
comportamento quadratico (P = 0,03) com o
aumento da inclusdo da TM nas dietas, o que
pode estar associado a0 mesmo comportamento
quadratico da ingestdo de FDN pelos animais
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(Azevedo et al., 2014), uma vez que ambos
apresentaram valores méaximos em 200g kg™ do
coproduto na dieta. Essa observacao ¢ similar a
de Rufino et al. (2011), os quais, ao avaliarem o
liquido ruminal de caprinos alimentados com
diferentes niveis de inclusdo da TM, em
substituicdo ao carogo de algoddo, verificaram a
predominancia do género Charonina no liquido
ruminal de animais alimentados com dieta
contendo 100g kg™ da TM na matéria seca total.

Aumentos nos niveis de inclusdio da TM
resultaram em aumento linear (P<0,01) na
participacdo percentual do Polyplastron spp., o
que pode estar associado também ao consumo de
FDN (Azevedo et al., 2014), uma vez que os
entodiniomorfos sdo capazes de aderir-se as
fibras, engolfam material particulado e possuem
enzimas que digerem a celulose e a hemicelulose
(Williams e Coleman, 1985). Dessa forma,
Charonina spp. e Polyplastron spp. poderiam ter
utilizado os carboidratos fibrosos como fonte de
energia para o crescimento. Esse aumento na
participagdo percentual do género Polyplastron
pode estar associado, ainda, & maior tolerancia
desse género aos efeitos antiprotozodrios da TM.

A atividade antiprotozoaria da TM na dieta
poderia ter efeito positivo na eficiéncia de
utilizacdo da energia da dieta, uma vez que os
protozoarios podem ser responsaveis por até 37%
de metanogénese (Finlay et al., 1994), e,
portanto, uma redugdo dos ciliados pode resultar
em menor perda de energia a partir do rimen.
Além disso, pesquisadores tém relatado que a
supressdo de protozoarios estd intimamente
relacionada com a reduc¢do da concentracdo de
amoOnia no rumen e o aumento da eficacia da
sintese de proteina microbiana (Faciola et al.,
2013; Fiorentini et al., 2013).

Entre as implicag¢Ges dos efeitos da adi¢ao da TM
nas dietas desses animais, poderia ocorrer
reducdo na produgdo de metano, aumento de
proteina bacteriana disponivel para o animal e
melhora da eficiéncia de utilizagdo da energia
das dietas. Futuros estudos sdo importantes para
avaliar a produgdo de metano entérico com
adi¢do de TM na dieta de vacas leiteiras para
indica-la como possivel prebidtico.
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CONCLUSOES

A utilizagdo da torta de macatba na dieta de
bovinos promove redugdo na concentracdo de
protozoarios ciliados no liquido ruminal. A
inclusdo de 300g kg da torta de macatba na
dieta quase proporciona uma defaunacdo,
indicando que esse coproduto apresenta um
potente efeito antiprotozoario. Entretanto, o
perfil da populagdo de ciliados é pouco alterado
com a inclusdo da torta de macauba.
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