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Resumo

Os efeitos da utiliza¢io de sebo (SEBO) sobre contagem de
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protozodrios ruminais ¢ producio de acidos graxos volateis foram
estudados em um experimento de Quadrado Latino 3 x 3, utilizando-
se 6 fémeas bovinas (480 kg de P.V)) dotadas de canulas ruminais, para
avaliar trés dietas, sem ou com 3 ou 6% de sebo (SEBO). As coletas
de liquido ruminal foram feitas no 21° dia de cada subperiodo
experimental as 0, 1, 2, 3, 4, 6 e 8 horas apds a 1* refeicio. Houve
redugiio dos protozoarios totais, reducio do conteudo de dcidos graxos
totais ¢ mudanga no padrido de fermentagdo com aumento na
proporcao de dcido propionico e reducdo de acido butirico nas dietas

com 6% de sebo (SEBO).

Introducao

Animais de alta producio podem
sofrer balanco energético negativo durante
certas fases fisiologicas em que o consumo
de matéria seca é reduzido. Como a
quantidade de ra¢ido concentrada fornecida
a animais de alta produgdo apresenta um
limite fisiologico, a partir do qual acarretaria
problemas metabdlicos, a utilizacao de fontes
de gordura representa uma opgao para
reduzir o desequilibrio energético,
incrementando a densidade energética da
dieta ¢ mantendo um balan¢co mais
adequado entre carboidratos estruturais e nao
estruturais. Além disso, a gordura dietética
pode otimizar a utilizagdo de energia
digestivel devido a reduciao de perdas pela
producio de gis metano' e menor gasto
energético para sintese de gordura do leite”.

Entretanto, as gorduras dietéticas
podem causar alteracio no metabolismo
ruminal. Alguns autores citam efeito de
toxicidade da gordura dietética para
protozoarios e bactérias gram-positivas,
enquanto bactérias gram-negativas seriam

mais resistentes’. Como protozodrios sao
predadores de bactérias, a eliminacdo dos
mesmos pode promover um aumento no
numero de bactérias e alteragdes da ecologia
e metabolismo ruminal, podendo alterar o
conteddo total e propor¢Ses entre os acidos
graxos volateis. A investigacao e entendimento
destas ocorréncias sao importantes para o
éxito da utilizagdo de gordura na dieta dos
animais.

Este trabalho teve por objetivo analisar
a produgao de acidos graxos volateis e
proceder a contagem de protozoarios
ruminais em fémeas Holandesas dotadas de
canulas ruminais recebendo suplementagao
concentrada com diferentes niveis de sebo.

Materiais e Método

O trabalho foi realizado nas
instalacées da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sao Paulo, FMVZ, — USP, utilizando-se seis
fémeas bovinas com média de 480 kg de
peso vivo, portadoras de fistula ruminal. Foi
testado o efeito de trés niveis de sebo na
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dieta total (0, 3 ou 6%) sobre a produ¢ao
de Acidos Graxos Volateis (AGVs),
populagio de protozoarios ruminais, pH e
taxa de passagem. Foi utilizado o
delineamento experimental em Quadrado
Latino 3 x 3, com dois grupos de trés
animais em trés subperfodos experimentais
de 28 dias de duracdo. As dietas foram
isoprotéicas e tiveram a mesma propor¢ao
concentrado/volumoso, sendo o feno de
Tifton (Cynodon dactylon) o unico volumoso
representando 60% das mesmas.

Nas duas primeiras semanas os
animais permaneceram em fase de
adaptaciao ao alimento, sendo as dietas
formuladas para conter 13% de proteina
bruta*.

Foram realizadas medidas repetidas
no tempo para coletas de liquido ruminal
a0 longo do dia. As amostras foram
coletadas em trés pontos (antro e sacos
ventrais anterior e posterior) e realizadas as
Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, 6h e 8h apds o
arracoamento matinal realizado as 8:00 h. A
coleta referente a 0 h foi realizada
imediatamente antes dos animais receberem
a primeira refeicdo. Logo apds as coletas,
100 ml de fluido ruminal foram utilizados
para a determinacao do pH em potenciémetro
digital portatil da marca Corning modelo PS-
30, calibrados com solugoes tampao (Procyon
Intrumentagdo Cientifica Ltda.) de pH 4,0 e
7,0.

Para a determinacio de AGVs uma
aliquota de aproximadamente 100 ml de
liquido ruminal foi transferida para um tubo
de centrifuga e centrifugada a 3.500 rpm por
15 minutos. Transferiu-se 1 ml do
sobrenadante para um tubo de ensaio
arrolhado e adicionou-se 0,2 ml de acido
térmico, armazenando-o em congelador a
-20°C até o momento da analise. A
determinac¢ao dos AGVs contidos no liquido
ruminal foi realizada através de
cromatografia gasosa, segundo método
preconizado por Erwin, Marco e Emery’,
em laboratério da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da USP no Campus
de Pirassununga, SP. Para tal foi utilizado um
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cromatégrafo a gas modelo CG 37-D da
empresa Instrumentos Cientificos C.G. Ltda,
equipado com coluna de vidro de 4 pés de
comprimento ¢ 1/8 de polegada de
didmetro empacotada com Carbopack. Os
gases utilizados foram: nitrogénio, como gas
de arraste na vazao de 30 mililitros por
minuto; oxigénio, como gas comburente na
vazdo de 400 ml/min e hidrogénio, como
gas combustivel na vazio de 40 ml/min. As
temperaturas utilizadas para operacdo do
vaporizadot, coluna de separacao e detector
de ionizacao de chamas foram de 195, 120
e 205 graus Celsius, respectivamente. Foram
preparadas solucdes 0,1 N dos acidos acético,
propidnico, butirico, isobutirico, 2-
metilbutirico, valérico e isovalérico, a quais
tiveram suas respectivas normalidades
determinadas com maior acuidade através
da titulacio com uma solu¢ao padronizada
de KOH, de forma a produzir uma solucio
padrio de AGVs de concentracio
conhecida. Para cada determinacio foram
injetados 1,0 microlitro de amostra, sendo
o resultado obtido através de um integrador
que utilizou a solu¢iao padrio como base
para o calculo das concentracoes de AGVs
da amostra. O numero de repeticdes por
amostra foi aquele necessario para que a
diferenca entre as leituras fosse inferior a 5%.
A solucao padrio foi injetada a cada 10
inje¢oes sucessivas de amostras, tentando-se
evitar, desta maneira, possiveis distor¢oes das
leituras em funcio da contaminacido da
coluna.

Os céalculos foram realizados
comparando-se as amostras a uma solucdo
padriao contendo 63,5% de acido acético
(C), 21,0% de acido propionico (C,), 9,0%
de 4cido butirico (C,) e o restante (6,5%) de
isoacidos (isobutitico, 2-metilbutirico, valérico
e isovalérico). Assim como a amostra de
liquido ruminal, a solugdo padrio também
foi adicionada de 0,2 ml de acido formico
P.A. para cada 1 ml de solucdo de AGVs de
concentracao conhecida.

Para a contagem de protozoarios as
coletas foram feitas 0, 2, 4, 6 e 8 horas ap6s
o arracoamento matinal. As amostras foram



coletadas espremendo-se com as maos o
contetdo ruminal. Apés a obtencdo deste
material, 5 ml foram transferidos para tubos
contendo 5 ml de formaldeido 40% na
proporcao 1:1, posteriormente foi realizada
a contagem de protozoarios com auxilio de
microscopio.

A determina¢io do volume de
liquido e da taxa de passagem de liquido
pelo rimen foi realizada através do
polietilenoglicol de peso molecular 4.000
(PEG 4.000). As 7:00 h do 28° dia de cada
periodo de adaptacdo, foram introduzidos,
através da canula ruminal 300g de PEG
(Carbowax 4.000, marca Synth) previamente
diluidos em aproximadamente 500 ml de
agua, misturando-se em seguida o marcador
com o conteudo ruminal manualmente.
Amostras de liquido para determinag¢Ses das
concentracoes de PEG foram tomadas as
Oh, 1h, 3h, 6h, 9h, 12h e 24 horas. A amostra
referente ao tempo zero foi coletada
imediatamente antes da introducio do PEG,
sendo a agua e a primeira refeicio do dia,
fornecidas apds a coleta da 1h, ou seja, as
8:00 hs, ja que os animais foram privados de
beber dgua e se alimentar desde as 0:00 h
(meia-noite) do mesmo dia. O liquido ruminal
foi centrifugado por 10 minutos a 3.500 ppm
no local da coleta ¢ o sobrenadante
armazenado sob refrigeracio até a realizagao
das analises. A determinac¢ao da concentracio
de PEG foi realizada segundo o método
preconizado por Hyden".

Os resultados foram analisados através
do programa computacional Statistical
Analysis System’, sendo submetidos a andlise
de variancia pelo procedimento GLM

(PROC GLM).
Resultados e Discussao

Houve redu¢io da producio de
acidos graxos totais logo apds o
arracoamento matinal (Tabela 1). Ocotreu
uma mudanca no padrio de fermentacio
com incremento nas porcentagens de acido
propiénico (Tabela 3) e reducdo de acido
butirico (Tabela 4) em dietas com maior
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porcentagem de gordura.

Os efeitos de queda no conteudo de
acidos graxos volateis totais e na propor¢ao
acetato-propionato ocorreu mesmo em
dieta contendo 60% de volumoso,
provavelmente devido aos valores de pH
terem favorecido alipdlise, contribuindo para
presenca de 4cidos graxos livres no meio®.
Os valores de pH foram de 6,57; 6,42 ¢ 6,50
para dietas com 0, 3 e 6% de sebo,
respectivamente. Acidos graxos livres no
ambiente ruminal sao téxicos as bactérias
gram-positivas, em especial celuloliticas e
metanogénicas’ e provavelmente inibiram a
metanogénese, efeito este associado ao
aumento na producdo de acido propiénico
(Tabela 3) e diminuicio no acetato (Tabela
2) e butirato (Tabela 4). Efeitos similares
utilizando acidos graxos insaturados foram
relatados por Demeyer, Van Nevel e
Henderickx'"’, Demeyer et al."' e Prins, Van
Nevel e Demeyer'?, sendo atribuidos ao
efeito toxico dos mesmos. A ocorréncia de
efeitos similares sobre o padrido de
fermentacao dos AGVs com a utilizagio de
acidos graxos predominantemente saturados,
encontrados neste trabalho, sugere a
ocorréncia de alta atividade lipolitica.

Os resultados encontrados neste
trabalho estio de acordo com o trabalho
de Emanuelson, Murphy e Sindberg”. Um
trabalho de Chalupa et al." também
demonstrou decréscimo na proporcao
molar acetato/propionato no rumen de
novilhas holandesas suplementadas com 8%
de sebo, a0 passo que esta propor¢ao passou
a quase normal quando o lipidio foi
fornecido na forma de sabao de calcio. Este
resultado mostra a importancia da
dissociagao dos triglicerideos sobre seus
efeitos no rumen. Assim sendo, dietas com
maior propor¢ao de concentrado e valores
inferiores de pH ruminal podem alterar a
atividade lipolitica e consequentemente, o
efeito da suplementacio com gordura.

Observou-se uma reducao marcante
sobre a populacdo de protozoarios (Tabela
5). Este efeito deve-se principalmente a
toxicidade de acidos graxos livres no meio,
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no entanto, podem ter sido favorecidos pela
adsorcao de particulas, tornando-as

indisponiveis aos protozoarios, e pelo fato

de que lipidios nido fornecem energia para

crescimento microbiano. Este efeito esta de
acordo com varios autores

1,15

Os protozoarios exercem importante

papel na degradagdo de proteinas e amidos.

Tabela 01 - Efeitos de diferentes niveis de adigao de sebo sobre as concentragdes de AGVs (C,+C, +C,) no liquido ruminal (mM), em
diferentes horas de amostragem, coeficientes de variagao e probabilidades estatisticas. Pirassununga, SP, 1998

MS % de Gordura CV  Probabilidade Equat;.éo] R2
Tempo(Hs) 0 6 L DL
0 72,791 56,310 57,284 30,30 0,026 0,556 AGVs=73,613-2,557G 0,346
1 73,142 68,996 64,381 15,52 0,199 0,949
2 69,424 74,683 57,970 18,16 0,080 0,057
3 65,707 71,125 60,406 19,10 0,440 0,191
B 60,800 69,826 58,007 20,45 0,640 0,070
6 57,221 61,013 58,974 11,63 0,632 0,367
8 62,007 62,543 55,007 19,27 0,315 0,495

Ndmeros em negrito indicam que houve diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05) para efeito linear (L) ou desvio da linearidade (DL).
'AGVs = C,+C,+C,; G = % de gordura

Tabela 02 - Efeitos de diferentes niveis de adigao de sebo sobre as porcentagens molares de acetato (% molar) no liquido ruminal, coeficientes de
variagao e probabilidades estatisticas. Pirassununga, SP, 1998

MS % de Gordura CV  Probabilidade Equacao’ R?
Tempo (Hs) 0 3 6 L DL
0 70,234 71,150 69,361 3,735 0,362 0,193
1 66,433 71,667 70,324 9,339 0,351 0,362
2 72,481 72,138 70,116 3,934 0,159 0,542
3 72,169 70,921 69,781 3,788 0,080 0,959
- 72,971 71,698 69,548 3,949 0,022 0,687 A=73,117-0,57G 0,259
6 72,105 70,828 70,136 3,797 0,094 0,752
8 71,720 70,707 68,779 4,555 0,084 0,732

Numeros em negrito indicam que houve diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05) para efeito linear (L) ou desvio da linearidade (DL).
A = acético G = % de gordura

Tabela 03 - Efeitos de diferentes niveis de adi¢ao de sebo sobre as porcentagens molares de propionato (% molar) no liquido ruminal, coeficientes
de variacao e probabilidades estatisticas. Pirassununga, SP, 1998

MS % de Gordura CV  Probabilidade Equacao’ R?
Tempo(Hs) 0 3 6 L DL

0 17,179 16,236 19,800 15,51 0,065 0,062

1 14,634 16,218 19,676 17,55 0,0004 0,252 P=14,322+0,840G 0,513
2 15,666 16,088 20,060 15,74 0,002 0,082 P=15,075+0,732G 0,460
3 15,489 16,757 20,220 15,80 0,001 0,212 P=15,123+0,788G 0,517
4 15,246 16,305 20,439 16,88 0,0005 0,087 P=14,733+0,865G 0,555
6 15,537 17,091 20,102 15,72 0,0005 0,328 P=15,294+0,76G 0,481
8 15,334 16,605 20,864 18,69 0,003 0,230 P=14,852+0,905G 0,476

Numeros em negrito indicam que houve diferenca estatisticamente significativa (P < 0,01) para efeito linear (L) ou desvio da linearidade (DL).

P = propionico G = % de gordura
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Tabela 04 - Efeitos de diferentes niveis de adigao de sebo sobre as porcentagens molares de butirato (% molar) no liquido ruminal, coeficientes de

variagao e probabilidades estatisticas. Pirassununga, SP, 1998

MS % de Gordura CV  Probabilidade Equacao’ R?
Tempo (Hs) 0 3 6 L DL

0 12,585 12,612 10,837 12,22 0,078 0,235

1 18,931 12,113 9,999 59,22 0,074 0,550

2 11,851 11,772 9,823 13,83 0,024 0,180 B=12,163-0,338G 0,305
3 12,291 12,321 9,998 14,05 0,010 0,085 B=12,683-0,382G 0,353
4 11,782 11,995 10,011 13,11 0,028 0,092 B=12,148-0,295G 0,253
6 12,357 12,080 9,760 15,94 0,005 0,122 B=12,697-0.432G 0,360
8 12,945 12,686 8,394 27,58 0,012 0,137 B=13,617-0,758G 0,373

Numeros em negrito indicam que houve diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05) para efeito linear (L) ou desvio da linearidade (DL).

'B = butirico G = % de gordura

A defaunacao pode acarretar mudanca na
composi¢io da populaciao bacteriana
favorecendo espécies amiloliticas e
proteoliticas por estas nao serem ingeridas
pelos protozoarios, ou devido utilizacdo dos
mesmos substratos, ¢ 20 mesmo tempo
pode prejudicar outras que dependem da
acao dos protozoarios sobre o controle da
populacio de bactérias e quebra de
alimentos. Desta forma, aparentemente
bactérias amiloliticas e proteoliticas foram
beneficiadas e as celuloliticas e metanogéncias
prejudicadas, resultando em aumento de
acido propionico e reduc¢io de acético e
butitico.

Alguns autores sugerem que a
defaunacio ocasiona aumento da eficiéncia
de crescimento microbiano, como resultado
da diminuicdo de atividade predatéria dos
protozoarios contra as bactérias, fazendo
com que ocorra maior fluxo duodenal de
nutrientes da dieta ¢ aumento linear na taxa

de passagem de fluido ruminal com o
aumento de gordura na dieta"'*"". Entretanto,
os efeitos da suplementacio de gordura sobre
a taxa de passagem parecem estar relacionados
a proporcoes entre concentrado/volumoso
das dietas estudadas.

Os valores de volume de liquido
ruminal foram de 60,83; 61,25 e 64,23 litros
para animais recebendo 0, 3 ¢ 6% de sebo,
respectivamente. Os valores de fluxo de
liquido por quilo de matéria seca consumida
foram de 12,9; 13,4 e 13,7 litros e os valores
de taxa de passagem de liquido ruminal
foram de 8,3; 7,5 e 7,2% por hora,
respectivamente, para animais consumindo
de 9,48; 8,69 e 8,52 kg de MS por dia, nos
tratamentos com 0, 3 e 6% de sebo,
respectivamente.

Provavelmente a propor¢ao fixa de
60% volumoso na dieta provocou baixa taxa
de passagem podendo ter contribuido para
auséncia de efeito da gordura sobre a

Tabela 05 - Efeitos de diferentes niveis de adi¢ao de sebo sobre a contagem de protozodrios ruminais (x10%), coeficientes de variagio e probabilidades

estatisticas. Pirassununga, SP, 1998

Probabilidade Equacao' R2
L DL

MS % de Gordura cv
Tempo (hs) 0 3 6
0 202.8 170.0 60.5 55.15
2 187.0 199.8 456  56.72
4 194.0 219.0 59.5 54.29
6 158.5 187.1 52.0 54.06
8 170.5 197.5 56.1 59.37

0.003 0.248 P = 215,611-23,722G 0,563
0.0005 0.005 P = 214,833-23,555G 0,527
0.005 0.017 P = 224,750-22,416G 0,436
0.0045 0.0085 P = 185,805-17,750G 0,389
0.0223 0.0431 P = 198,555-19,055G 0,327

P = protozodrios totais, %G = porcentagem de sebo, NS = nao significativo.
2 Numeros em negrito indicam que houve diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05) para efeito linear (L) ou desvio da linearidade (DL)
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passagem de fluidos. Além disso, os valores
observados podem ser explicados devido
areducio da motilidade intestinal ocasionada
pelo aumento da secre¢ao do hormoénio
enterogastrona estimulada pela presenca de
lipidios no duodeno'. Esta distensio do
trato digestivo inferior bloqueia a mobilidade
do trato superior, sendo que uma pequena
alteracao no volume intestinal pode ter maior
acdo que grande alteracdo no volume do
conteudo ruminal'®".

Sendo assim, mesmo com a reducio
no numero de protozoarios nao foi
encontrado efeito significativo sobre a taxa
de passagem de liquidos, divergindo do
resultado encontrado por Weisbjerg®, onde
a taxa de passagem de fluido aumentou em
niveis de sebo de 2 e 4%, caindo para niveis
normais com suplementacdo de 6%.

A reducio dos valores de taxa de
passagem para menores valores de ingestio
de MS ¢ esperada, e certamente relaciona-se
a redugdes na ingestio de agua, fluxo salivar
e aumento no tempo de retencdo da matéria

seca no rumen. Obviamente, se a taxa de
passagem e o consumo de matéria seca forem
reduzidos, a intencdo em incrementar o
fornecimento de energia aos animais através
da suplementacio de gordura pode fracassar.
No entanto, esses efeitos indesejaveis parecem
ter sido amenizados pelo parcelamento da
dieta em quatro refei¢oes diarias.

Conclusao

As dietas com sebo reduziram a
concentragiao de 4cidos graxos volateis com
aumento na propor¢ao molar do propionato
e reducao nas propor¢oes molares do acetato
e butirato ¢ a adicao de 6% de sebo na dieta
provocou marcada redugdo na populacao de
protozoarios ruminais.

Volatile fatty acids production and counting of protozoa ruminate in

bovine supplemented with fat

Abstract

Effects of tallow (Tallow) supplementation on counting of protozoa
rumen and production of volatile fatty acids were studied in a Latin

Key-words:
Fermentation.
Ruminants.
Tallow.

Square (3 x 3) design, with six canulated heifers (480 kg body weight),
to evaluate three diets, without or with 3 and 6% of tallow. Ruminal
liquid collections were made at the twentieth first day of each
experimental subperiod at 0, 1, 2, 3, 4, 6, and 8 hours after first meal.
There was significant reduction of total protozoa in the rumen content
and change in the fermentation with increase in the molar percentage
of propionate and reduction in the molar percentage of butyrate at

6% of tallow.
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