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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Zootecnia
Universidade Federal de Santa Maria

AVALIACAO DE METODOS PARA ESTIMAR ADERENCIA DE BACTERIAS
RUMINAIS A PARTICULAS DE FORRAGENS
AUTOR: MARIANA PATRICIA MEZZOMO
ORIENTADOR: GILBERTO VILMAR KOZLOSKI
Local e data da defesa: Santa Maria, 26 de fevereiro de 2014

Foram conduzidos ensaios de digestibilidade in vitro com o objetivo de avaliar 0 uso
de potenciais marcadores de aderéncia bacteriana a particulas de forragens, nos quais foram
incubadas amostras de azevém (Lolium multiflorum), Cynodon spp., alfafa (Medicago sativa)
e amendoim forrageiro (Arachis pintoi) por 24 horas. Nos residuos da incubacdo foram
analisados a digestibilidade da matéria seca e a concentracdo dos marcadores de aderéncia:
N®, purinas, fésforo (P) e atividade enzimatica e suas variaveis. Foram realizadas incubagdes
para avaliar o grau de solubilizacdo do fosforo de amostras de forragem ao longo de 24 horas
e coletas de digesta ruminal com o objetivo de isolar bactérias ruminais e analisar a
composicdo quimica das bactérias associadas a fase liquida (BAL) e bactérias aderidas a
particula (BAP). Tambem foi avaliado se a metilcelulose, utilizada no processo de extracéo
das BAP, interfere na composicdo quimica das bactérias extraidas. Os dados foram analisados
utilizando modelos que incluiram o tipo de amostra ou de bactéria como bloco (blocos ao
acaso). Os resultados do teste de solubilizacdo do fosforo indicam que nas primeiras 3 horas
de incubagdo as concentragdes de fosforo nas amostras diminuiram de forma acentuada e apds
esse periodo tenderam a permanecer constantes. Verificou-se diferenca (P<0,05) na
composi¢do quimica das BAP e BAL em relacdo aos teores de nitrogénio, purinas, DAPA e
fosforo. Os dados obtidos com os ensaios avaliando o efeito da metilcelulose na composicao
quimica das bactérias associadas a fase liquida demonstraram que os teores de nitrogénio e
purinas quando expressos na propor¢do de matéria organica ndo foram afetados pelo
tratamento com metilcelulose (P>0,05). No entanto, observou-se diferenca em relacéo ao teor
de P (P<0,05). N&o foi observada correlagcdo entre digestibilidadede e os marcadores de
aderéncia bacteriana e entre os marcadores de aderéncia indicou correlacdo entre N*° e
acUcares redutores com substrato carboximetilcelulose e (P=0,001), N*° e agticares redutores
com substrato xilano (P<0,0001). Concluiu-se que a composicdo quimica das bactérias
associadas a fase liquida difere das bactérias aderidas a particulas de forragem e, em geral,
ndo é afetada pelo tratamento com metilcelulose. A concentracdo dos marcadores testados nao
apresentou correlagdo consistente entre si ou com a degradabilidade das amostras de
forragem. Excecdo foi a relacdo entre N*° e atividade enzimética, indicando que o is6topo foi
incorporado principalmente em proteinas enzimaticas bacterianas.

Palavras-chave: Aderéncia. Bactérias ruminais. Digestibilidade. Forragem. Marcadores.
Metilcelulose.
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In vitro assays were conducted to evaluate the use of potential markers of bacterial
adherence to particles of forage, in which samples of ryegrass (Lolium multiflorum), Cynodon
spp., alfalfa (Medicago sativa) and perennial peanut (Arachis pintoi) were incubated for 24
hours. In the residue of incubation were analyzed the digestibility of dry matter and
concentrations of markers of adherence: N15, purines, phosphorus (P) and enzymatic activity
and its variables. Incubations were performed to evaluate the degree of phosphorus
solubilization from the forage samples over 24 hours and samples of ruminal digesta were
collected in order to isolate rumen bacteria and analyzing the chemical composition of the
liquid phase associated bacteria (LAB) and bacteria adhered to particle (BAP). It was also
assessed whether methylcellulose, used in the extraction of the BAP process, interfere with
the chemical composition of bacteria extracted. Data were analyzed using a model that
included the type of sample or bacteria as a block (randomized blocks). The results of the
solubility test indicated that at the first 3 hours of incubation the concentration of phosphorus
in the samples dropped sharply and thereafter tended to remain constant. There was difference
(P <0.05) in the chemical composition of the BAP and BAL in relation to concentration of
nitrogen, purine, DAPA and phosphorus. The data obtained from the trials evaluating the
effect of methylcellulose on the chemical composition of bacteria associated with the liquid
phase showed that the levels of nitrogen and purine when expressed in proportion of organic
matter were not affected by treatment with methylcellulose (P> 0.05). However, a difference
was observed in relation to the content of P (P <0.05). No correlation was observed between
digestibility and bacterial adhesion markers and between the markers indicated correlation
between N* and reducing sugars with the substrate carboxymethylcellulose (P = 0.001), and
N with reducing sugars substrate xylan (P <0.0001). In conclusion, the chemical
composition of the liquid phase bacteria associated differs from the adherent bacteria and
particulate material in general was not affected by treatment with methylcellulose. The
concentration of the tested markers showed no consistent correlation between themselves or
with the degradability of forage samples. The exception was the relationship between N*° and
enzymatic activity, indicating that the isotope was incorporated mainly in bacterial enzymatic
proteins

Keywords: Adherence. Digestibility. Forage. Markers. Methylcellulose. Rumen bacteria.
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1 INTRODUCAO

A fermentacdo em ruminantes € um processo decorrente da atividade fisica e
microbioldgica que converte os componentes dietéticos a acidos graxos volateis, proteina
microbiana, vitaminas do complexo B, metano, diéxido de carbono, aménia, nitrato, entre
outros (OWENS e GOETSCH, 1993).

O primeiro passo para que ocorra a fermentacdo ruminal é a aderéncia dos
microrganismos as particulas de alimento, sendo esta uma etapa fundamental para 0 processo
de degradagdo dos alimentos (RODERICK e WITHE, 1990). Dessa forma, quantificar e
conhecer os fatores que afetam o grau de aderéncia e colonizagao bacteriana nas particulas de
alimento, particularmente nas de forragem, é tema relevante em nutricdo de ruminantes.
Alguns métodos tém sido descritos para se realizar esta quantificacdo, atraves da utilizacéo de
marcadores externos como os isétopos S* e N*° efou por meio de marcadores internos como
bases puricas e acido diaminopimélico (CARRO, 2001). No entanto, a maior parte desses
métodos é de dificil execucdo, demandam a realizacdo de uma série de etapas para 0 preparo
das amostras, a utilizacdo de padrdes e reagentes caros e equipamentos que utilizam
procedimentos analiticos complexos.

Nesse contexto, a utilizagdo do fésforo como marcador poderia ser uma alternativa. O
fosforo estd presente em todas as células vivas, desempenhando papel tanto estrutural quanto
funcional. A técnica para determinacdo de fosforo utiliza etapas para o preparo da amostra
que sdo de execucdo simples e requer 0 uso de reagentes e equipamentos convencionais
presentes em laboratorios de pesquisa. Este marcador j& foi utilizado para medir grau de
aderéncia bacteriana em amostras puras de celulose ou algoddo incubadas in vitro
(MOURINO et al., 2001). Contudo, ndo existe um marcador padrdo e ndo foi encontrado na
literatura estudos em que o fosforo tenha sido utilizado como marcador do grau de aderéncia
bacteriana em particulas de forragem.

O presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar potenciais marcadores de

aderéncia bacteriana a particulas de forragem incubadas in vitro.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fermentacao e microrganismos ruminais

O ramen é um ecossistema aberto e continuo, sendo considerado um ambiente ideal
para a manutencdo de uma populacdo microbiana. A oferta constante de substratos
provenientes dos alimentos consumidos pelo animal e a grande capacidade de armazenamento
do rumen proporcionam o volume e tempo de retencdo necessarios para que componentes
complexos da dieta possam ser digeridos e fermentados pelos microrganismos ruminais
(YOKOYAMA e JOHNSON, 1988).

Os polissacarido e proteinas da dieta sdo geralmente degradados pelos microrganismos
em produtos finais fornecendo os nutrientes para o metabolismo do animal hospedeiro.
Assim, a extensdo e o tipo de transformacdo dos alimentos é que irdo determinar a
performance produtiva do animal. A qualidade e quantidade de produtos fermentados no
rimen dependem do tipo e da atividade dos microrganismos ruminais (RODERICK e
WITHE, 1990).

Entre os principais carboidratos que compdem a parede celular das plantas, a celulose,
hemicelulose e a pectina constituem a principal fonte de energia para os ruminantes. O
aproveitamento desses compostos ocorre através de uma relacdo simbidtica entre 0s
microrganismos que estdo presentes no rdmen, sendo que a fauna microbiana do ramen é
constituida por bactérias (10*°— 10** por mL), fungos (10° — 10° por mL) e protozoarios (10*—
10° por mL) (HESPELL et al., 1997). Devido a sua maior biomassa e alta atividade, as
bactérias ruminais desempenham um importante papel na degradacdo bioldgica da porcédo
fibrosa da planta (KOIKE e KOBAY ASHI, 2009).

A digestdo da parede celular no rimen ocorre, predominantemente, pela acdo de
bactérias celuloliticas (WINDHAM, 1984). Entre as bactérias que habitam o rumen, as
Fibrobacter sucinogeneses, Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus, Butyrivibrio
fibrisolvens, Prevotella ruminicola, Eubacterium cellulosolvens e Eubacterium ruminantium
sdo reconhecidas como espécies de bactérias fibroliticas (STEWART et al., 1997). As
espécies F. sucinogeneses, R. flavefaciens e R. albus encontram-se no total de bactérias

celuloliticas presentes no rimen na propor¢do de 33,0%, 2,6% e 46,0%, respectivamente.
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Essas trés espécies, por possuirem uma maior habilidade em digerir celulose que as demais
espécies celuloliticas ruminais, sdo consideradas as representantes das espécies celuloliticas
no rimen (KOIKE e KOBAY ASHI, 2009).

O conteudo ruminal é heterogéneo, constituido por uma complexa massa sélida de
digesta suspensa em uma fase liquida, a qual produz varios microambientes (WILLIANS e
STRACHAN, 1984). Assim, de acordo com a forma que as bactérias interagem com as
particulas de forragem que chegam ao rdmen, estas podem ser classificadas em trés
populacdes distintas: 1) Bactérias associadas ao fluido ruminal, 2) Bactérias fracamente
aderidas a particula de alimento e 3) Bactérias fortemente aderidas a particula de alimento
(CZERKAWSKI e CHENG, 1988).

A populacéo associada ao fluido ruminal corresponde a uma mistura de bactérias que
se separaram das particulas de alimentos e de bactérias que sobrevivem de componentes da
fracdo solGvel dos alimentos. As bactérias presentes na porgdo liquida do rumen
correspondem a aproximadamente 20% do total de bactérias ruminais (MIRON, 2001) e nédo
apresentam grande participacdo na degradacao da fracéo insoltvel dos alimentos (LATHAM,
1980). As enzimas envolvidas na utilizacdo dos carboidratos ndo estruturais sdo mais ativas
nos microrganismos presentes na fase liquida e populagdo ndo aderida.

As bactérias fracamente aderidas a particula de alimento sdo facilmente removidas,
por uma lavagem delicada, enquanto que, as fortemente aderidas permanecem aderidas. Essas
duas populagdes sdo numericamente predominantes correspondendo entre 70 a 80% do total
das bactérias ruminais e do ATP produzido pelos microrganismos ruminais (FORSBERG e
LAM, 1977; CRAIG et al., 1987).Além disso, sdo responsaveis por 80% da atividade de
endoglucanase, 70% da atividade de amilase e 75% da atividade de protease. Elas também
apresentam valores muito superiores na atividade da hemicelulase e celulase em relacdo a
populacdo associada ao fluido (WILLIAMS e STRACHAN, 1984). Essas porcentagens
sugerem que as populacGes aderidas a particulas de alimento sdo primordiais na digestdo dos
alimentos no rimen (MIROM, 2001).

Willian et al. (1989) observaram que nas dietas ricas em forragens a atividade das
glicosidases ¢ méaxima na populacdo associada a fase liquida entre 1 — 2 horas ap0s a
alimentacdo, enquanto que as enzimas proteoliticas sdo mais ativas na populacdo aderida ao
final do periodo pdés-prandial. Em estudo avaliando a distribui¢do da atividade de enzimas
fibroliticas no conteddo ruminal em relacdo a composicdo de bactérias celuloliticas
envolvidas no processo de degradacdo de polissacarideos, Michael-Doreau et al. (2001)

observaram que as bactérias podem ndo estar distribuidas igualmente no conteddo ruminal, de
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forma que no somatorio das espécies fibroliticas F. sucinogeneses, R. flavefaciens e R. albus
estariam presentes em maior proporcdo na porcdo sélida do rimen em relagédo a fase liquida.
Segundo os autores, essa distribuicdo heterogénea das bactérias poderia explicar a maior
atividade fibrolitica dos microrganismos associados a fase sélida.

Devido a distribuicdo das espécies bacterianas de forma diferente nas fragGes de
bactérias associadas a fase liquida (BAL) e de bactérias aderidas a particula de alimento
(BAP) isoladas do conteddo ruminal (MERRY e MCALLAN, 1983), observou-se que a
composicdo quimica e as funcdes metabdlicas dessas duas populagbes sdo muito distintas
(LATHAN, 1980). Diversos estudos na literatura demonstraram diferengas nos valores
relacionados & matéria mineral, nitrogénio, bases puricas, &cido diaminopimélico (DAPA),
fosforo e na incorporacdo de is6topos como o N*°, entre essas duas populacdes. Martin et al.
(1994) relataram que os maiores valores nas concentragdes destes componentes observados
nas BAL quando comparados com os presentes nas BAP podem refletir diferentes estagios de
crescimento e nutricdo, assim como as mudancas na composi¢do dos microrganismos das
diferentes populacbes microbianas. A composicdo das bactérias ruminais pode ser
influenciada pela dieta e também pode sofrer alteracdes pela frequéncia na oferta de alimentos
(MCALLAN e SMITH, 1976). Hvelplundet al. (1986) verificaram que as concentracdes de N
nas bactérias ruminais variaram de 6,2 a 9,0% quando vacas foram alimentadas ao longo de
24 horas com dietas diferindo em relacdo a fonte e nivel de forragem.

No entanto, Merry e McAllan (1983) observaram que o contedo de lipideos nas BAL
foi significativamente menor que das BAP. Sabe-se que bactérias que crescem em um
ambiente com alta concentracdo de acetato acumulam grandes quantidades de lipidios
(LURIA, 1960) e que as concentragdes de acetato presas ao redor das BAP na matriz da fibra
sdo substancialmente maiores que na fracdo liquida da digesta (CZERKAWSKI e
BRECKENRIDGE, 1982).

As diferencas em relagdo a composicao quimica das populagdes associadas ao liquido

ruminal e das bactérias aderidas a particulas podem ser observadas na Tabela 1.



Tabela 1- Composi¢do quimica de populag@es bacterianas ruminais (mg/g MS)

Autor Dieta Bactéria MO N Purinas DAPA P Lipideos
Merry e McAllan,  Cevada, palha de cevada e BAL 843 80 - 3,81 12,8 124
1983 ureia BAP 913 70 - 2,20 9,7 244
Feno de graminea e BAL 770 68 - 2,23 - -
Legay-Carmier e concentrado BAP 836 66 - 1,39 - -
Bauchart, 1989 Feno de graminea, BAL 752 69 - 2,11 - -
concentrado e 6leo de soja BAP 810 55 - 1,33 - -
Olubobokun e Feno de Bermuda, feno de BAL - 87* - 1,92 - -
Craig, 1990 alfafa e concentrado BAP - 69* - 1,53 - -
BAL 815 82 - - - -
Cecava et al, 1990 Forragem e concentrado BAP 85 77 i i i i
Feno BAL 647 55 - 0,95 - -
i BAP 772 58 - 0,59 - -
I, L ek, ERs Feno e cevada BAL 603 55 - 1,52 - -
BAP 783 66 - 0,86 - -
Feno daelfk;i;n;uco(ljaﬁcfeno de BAL 799 69 8,5 i i i
Rodriguez, et al., (40g/kg de PV° ™) BAP 793 70 6.1 ) ) )
2000 Feno d:lft;i;rguctlan,cfeno de BAL 740 79 108 i i i
(80g/kg de PVO7) BAP 811 73 8,1 - - -
Feno de alfafa e conc.
Ranila e Carro, (80:20) Al i 0e ek ) ) )
2003 Feno de alfafa e conc.

(20:80) BAP - 52 3,82 - - -

MS: Matéria seca, MO: Matéria organica, BAL: Bactérias associadas a fase liquida, BAP: bactérias aderidas a particulas, conc: concentrado.

*% na matéria organica



Tabela 1- Composi¢do quimica de amostras de bacterias ruminais (mg/g MS)

(continuacdo)
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Autor Dieta bactéria MO N Purinas DAPA P Lipideos
Ramilrezz-gggez el betesr:;%%?rpegg Eg Ig?admel'nea E'z::; ) i i i 157%37 )
al. e concentrado ) i i i ’ )
Azevem + silagem e BAL 689 72 - - - 97
concentrado BAP 807 70 - - - 191
(67:33)
Feno de alfafa e BAL 734 83 - - - 87
, concentrado BAP 852 87 - - - 195
Gonzalez, et al., ,
2011 (45:55)
Feno de azevem e BAL 714 74 - - - 82
concentrado BAP 843 79 - - - 168
(40:60)
Feno de aveia e concentrado BAL 728 72 - - - 116
(67:33) BAP 803 75 - - - 213

MS: Matéria seca, MO: Matéria organica, BAL: Bactérias associadas a fase liquida, BAP: bactérias aderidas a particulas, DAPA: 4cido diaminopimélico.

*0% na matéria organica.
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2.2 Aderéncia de bactérias fibroliticas a particulas de forragem

Para a degradacdo de um substrato com estrutura complexa, como a celulose, a acado
de apenas uma espécie bacteriana seria incapaz de produzir a quantidade e diversidade de
enzimas necessarias para a digestdo quimica e estrutural dos tecidos vegetais. O processo
digestivo ¢ obtido através da complementacdo fisiologica de espécies bacterianas que
combinadas formam um complexo consorcio na superficie do tecido da planta (CHENG et al.,
1991).

O primeiro passo para a degradacdo do substrato insoltvel é a aderéncia bacteriana a
particula de alimento. Esse processo garante que a populacdo aderida permaneca mais tempo
no rimen, uma vez que, a particula de alimento fica retida e entdo essas bactérias sdo capazes
de se manter a uma taxa de crescimento mais lenta. Além disso, permite que as enzimas que
estdo presentes na membrana externa das bactérias entrem em contato com 0s substratos,
garantindo que os produtos finais da fermentacéo estejam preferencialmente disponiveis para
as bactérias aderidas (RODERICK e WITHE, 1990).

O fendbmeno da aderéncia € um importante fator na competicdo e sobrevivéncia dos
organismos ruminais, permitindo que eles alcancem a dominancia sobre um ambiente. As
bactérias podem se aderir a superficie de longas particulas disponiveis ndo apenas para evitar
serem lavadas junto com o fluido, o qual apresenta taxa de passagem mais rapida, mas
também para ter dominio sobre o seu substrato especifico e garantir o controle sobre a fonte
de alimento (VAN SOEST, 1994). O processo de aderéncia pode ser descrito dividindo-o em
4 fases: 1) O transporte da bactéria ao substrato fibroso; 2) Adesdo néo especifica de bactérias
em areas do substrato; 3) Adesdo especifica entre a bactéria aderida e o tecido digestivel
através da producdo de ligantes mais extensivos ou adesinas; 4) Proliferacdo de bactérias
aderidas e a formacdo de biofilmes em locais especificos do tecido vegetal. Cada uma dessas
fases depende que a etapa anterior seja completada com sucesso. (MIRON et al., 2001).

A formacdo dos biofilmes na superficie da particula de alimento é um processo
dindmico. Enquanto a sequéncia de etapas que leva a formacdo dos biofilmes permanece
exatamente a mesma, a participacdo dos microrganismos pode ser modificada a medida que
novos substratos insoluveis sdo introduzidos no ramen (MCALLISTER,1994). Na fase inicial
de contato das bactérias com o substrato observa-se uma adesdo nao especifica, a qual é
definida como a combinacao de processos reversiveis ou irreversiveis, sem o envolvimento de

adesinas especificas ou ligantes entre as bactérias e receptores do substrato. A interacdo entre
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as bactérias e o substrato vai envolver a acdo de forcas de van der Waals, ibnicas e
eletrostaticas (PELL e SCHOFIELD, 1993). Depois de concluida a fase da adesdo ndo
especifica, ocorre entdo a adesdo especifica que € caracterizada como um processo no qual
ligantes ou adesinas presentes na superficie celular das bactérias reconhecem receptores no
tecido do substrato. Miron et al. (2001) sugerem que as bactérias ruminais aderidas recebem
sinais estimulantes durante a digestdo inicial da parede celular de polissacarideos, para a
formacéo de ligantes e adesinas entre a camada externa do glicocalice da bactéria e o tecido
digestivel e para a producdo de enzimas celuloliticas.

Entre as estratégias utilizadas pelas bactérias ruminais para realizar a degradacdo do
material vegetal, a mais importante € a organizagdo das enzimas em celulossomas (BAYER et
al., 2004). Os celulossomas sd@o estruturas moleculares sofisticadas que facilitam o processo
de aderéncia (KRAUSE et al., 2003). Estas estruturas extracelulares parecem ser em muitos
casos essencial para a degradacdo da celulose cristalina e de polissacarideos associados a
parede celular da planta. O celulossoma é uma estrutura complexa constituida por diferentes
tipos de enzimas produzidas por varios organismos ruminais celuloliticos. Eles estdo
associados a superficie da célula bacteriana mediando a aderéncia da célula com o substrato
insoltivel e degradando os produtos sollveis para entdo serem absorvidos. As mudltiplas
unidades dos celulossomas sdo compostas por glicoproteinas, que integram varios tipos de
celulases e xilanases (KRAUSE et al., 2003).

Muitos fatores que podem afetar o processo de aderéncia tanto de bactérias nao
especificas quanto das especificas, tais como: fatores relacionados a bactéria como idade,
condicdo do glicocélice e competicdo microbiana; fatores relacionados ao substrato, incluindo
cuticula de protecéo, area superficial, hidratacdo, carga idnica e capacidade de troca cationica,
e fatores ambientais como pH, temperatura, presenca de O,, céations (Na*, Ca™ e Mg*?) e
carboidratos solGveis (MIRON et al., 2001).

A mastigacdo que ocorre durante a alimentacdo e ruminacgdo pelo animal hospedeiro
também desempenha um papel importante para romper as barreiras fisicas associadas ao
alimento como camadas protetoras de cuticula, expondo as por¢des mais digestiveis da planta
(MIRON et al., 2001). Também contribui no processo mecanico de reducdo do tamanho das
particulas do alimento, aumentando a area superficial disponivel para a aderéncia bacteriana e
ataque enzimatico (BOWMAN e FISKINS, 1993). A salivacdo durante a mastigacdo serve
para umidificagdo do alimento ingerido, a qual é um processo necessario para a associacdo
das bactérias a particula de alimento e iniciacdo da aderéncia. A saliva também atua como

tampé&o para o fluido ruminal auxiliando na prevencdo da queda do pH, sendo este de grande
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importancia pois as bactérias celuloliticas sdo particularmente sensiveis a baixos pH
(RUSSEL e DOMBROWSKI, 1980).

Os fatores que influenciam no balanco entre bactérias aderidas e nao aderidas incluem
fatores intrinsecos do substrato e do meio ambiente. A aderéncia a superficies é um
mecanismo competitivo por substrato, que pode resultar na substituicdo de células mais
velhas por células mais jovens, uma vez que a superficie € o local de maior atividade
metabdlica e sintese celular. Dessa forma uma maior quantidade de substrato mais facilmente
degradavel significa um rapido desaparecimento da superficie e uma maior quantidade de
fragmentos de substratos aparecendo na solugédo, o que favorece a secre¢do extracelular de
enzimas e uma maior quantidade de bactérias livres fermentando fibra (VAN SOEST, 1994).

2.3 Metodologias para estimar aderéncia bacteriana a particulas de forragem

A observacdo de residuos de digesta através da microscopia eletronica de varredura
(MEV) deu suporte ao conceito de que a aderéncia e a colonizacdo de particulas de gréos sao
0 primeiro passo para a digestdo do amido (MCALLISTER et al., 1990).

A MEV possibilita a visualizacdo da extensdo da degradacdo da parede celular por
diferentes tipos de microrganismos aderidos a particula em residuos de incubacdo. Lamed
(1987) demonstrou através da MEV a ocorréncia de protuberancias na superficie celular de
varias espécies de bactérias celuloliticas gram-positivas e gram-negativas. Guimardes-
Beelenet al. (2006) utilizaram a MEV para observar residuos de forragens incubadas em
ensaios de digestibilidade com o objetivo de caracterizar o efeito da presenca de taninos na
colonizagdo bacteriana. Essa técnica apesar de oferecer uma comprovacdo visual do processo
de aderéncia, no entanto ndo é possivel quantificar o total de bactérias que estdo associadas as
particulas de alimento. Outra questdo limitante relacionada ao emprego desse tipo de analise
esta relacionada a demanda por equipamentos especializados, uso de reagentes e fixadores de
preco elevado e tempo para o preparo das amostras.

Na literatura sdo descritos varios métodos que podem ser utilizados para estimar a
aderéncia bacteriana ao substrato, 0s quais se baseiam no uso de marcadores. O marcador
ideal deve apresentar caracteristicas como: ser facil de determinar e quantificar; ndo deve
fazer parte dos alimentos que serdo fornecidos aos animais experimentais ou incubados in

vitro/in situ; se distribuir de forma uniforme em todas as espécies de microrganismos



24

ruminais e ser biologicamente estavel (BRODERICK e MERCHEN, 1992) .Os marcadores
utilizados para estimar aderéncia bacteriana podem ser classificados em dois grandes grupos:
marcadores internos e marcadores externos.

Atualmente ndo existe um marcador especifico que consiga atender todos esses
requisitos citados anteriormente (BRODERICK e MERCHEN, 1992). Assim, a opc¢édo pelo
uso de um determinado marcador deve levar em consideracdo as vantagens e limitagGes que

este apresenta em relagéo a outros marcadores.

2.3.1 Marcadores externos

Os métodos que estimam a aderéncia bacteriana utilizando marcadores externos se
baseiam no principio de que estes devem ser administrados aos animais experimentais ou
meio de incubagdo para que possam ser incorporados pelos microrganismos ruminais e
formarem parte de sua estrutura (CARRO e MILLER, 2002).

Os principais marcadores externos empregados sio o N*°, S* e o P*. Esses is6topos
séo administrados aos animais ou adicionados no meio de incubagdo de ensaios in vitro. A
escolha pelo uso do N*® vem se intensificando devido as vantagens que ele apresenta em
relagdo aos outros isotopos. Entre elas podemos citar que o N**> ndo é um is6topo radioativo,
nédo apresentando assim riscos de contaminacdo ao meio ambiente; os alimentos ofertados aos
animais e testados em digestibilidade in vitro ndo apresentam enriquecimentos por N*°
superiores a sua abundancia natural (a quantidade que esse is6topo esta presente na natureza,
é de 0,366%); e por Ultimo, todos os microrganismos ruminais conseguem incorporar o N*° a
sua estrutura (CARRO, 2001).

O N* é fornecido ou adicionado na forma de sais amoniacais como, N**H,Cl e
(N*H,),S0., os quais sdo facilmente soltveis em agua. A determinacdo do enriquecimento
por N* é realizada por espectrofotdmetro de massa e caracteriza-se por uma analise precisa e
exata, podendo detectar enriquecimentos de até 0,001% acima do enriquecimento natural.
Kamoun et al. (2007) avaliaram a incorporacdo do N*° na proteina microbiana de bactérias
associadas a fase sélida, examinando como esta fracdo pode afetar a estimativa do total da
contaminagdo microbiana nos residuos de incubagéo.

No entanto, o elevado preco deste is6topo, que varia em funcdo da fonte e da

percentagem de enriquecimento com o atomo (pureza), limita a sua utilizagdo em
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experimento in vivo, tornando mais viavel a sua aplicacdo em estudos in vitro. Outro fator que
deve ser levado em consideracdo € o custo para a realizacdo das analises, que requerem
equipamentos complexos e caros, ficando fora de alcance de muitos laboratorios (CARRO e
MILLER, 2002).

2.3.2 Marcadores internos:

A principal caracteristica dos marcadores internos é que eles sdo constituintes das
células microbianas e, por isso, ndo ha necessidade de serem administrados ao animal em
experimentos in vivo ou no meio de incubagdo quando utilizados em experimentos in vitro e
in situ (CARRO, 2001).

Os acidos nucleicos (acido ribonucleico (RNA) e acido desoxirribonucleico (DNA)) e
purinas sdo muito utilizados como marcadores de aderéncia bacteriana devido as altas
concentracfes de DNA e especialmente do RNA presentes nos organismos unicelulares
(BRODERICK e MERCHEN, 1992). Os &cidos nucleicos sdo formados por nucleotideos, 0s
quais sdo constituidos por uma base nitrogenada, uma pentose e um fosfato. As bases
nitrogenadas sao derivadas de dois compostos parentais: pirimidinas e purinas. Tanto DNA
quanto o RNA possuem duas bases puricas: adenina e guanina (NELSON e COX, 2002).

As dietas consumidas pelos ruminantes apresentam grandes quantidades de acidos
nucleicos que, ao chegar ao rOumen, sdo rapidamente degradados e utilizados pelos
microrganismos ruminais. O emprego dos acidos nucleicos como marcadores se baseia na
ideia de que os &cidos nucleicos presentes na digesta sdo muito semelhantes aos encontrados
em amostras de bactérias ruminais mistas, indicando que os &cidos nucleicos presentes na
digesta sdo predominantemente de origem bacteriana (SMITH e MCALLAN, 1970;
MCALLAN, 1982). As purinas sdo comumente utilizadas como marcadores de fluxo de
proteina microbiana para o duodeno, no entanto sdo poucos os trabalhos que utilizam purinas
como marcadores de aderéncia bacteriana a particulas de alimento.

O método de determinacéo estabelecido por Zinn e Owens (1986) utiliza o principio
da hidrolise oxidativa dos &cidos nucleicos e na precipitacdo das bases puricas com nitrato de
prata (AgNO3) a um pH entre 2-3. A quantificacdo é feita por colorimetria, oferecendo dessa
forma um método conveniente para determinar purinas por ser robusto, simples, barato
(MAKKAR e BECKER, 1999).
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No entanto, o uso de purinas como marcador apresenta alguns inconvenientes como, a
possibilidade de parte das purinas presentes no residuo de incubacdo ser de origem dietética
associada a porcao indigestivel do alimento no rimen, ou seja, poderia superestimar a
quantidade de purinas bacterianas, uma vez que, 0 método apenas faz a quantificacdo total e
ndo identifica a origem das purinas. Outra limitacdo deste marcador esté relacionado com as
variagfes nas concentracdes de purinas entre as espécies de bactérias ruminais. Obispo e
Dehority (1999) observaram uma variagdo consideravel na concentracdo de purinas de 10
culturas puras de bactérias ruminais, que variaram de 0,69 a 5,57% da matéria seca, com um
valor médio de 2,98%. Ja em amostras de culturas mistas Clark et al. (1992) encontraram
variagOes ainda maiores com valores variando entre 2,4 e 13,02% , com média de 7,27%.

Acido diaminopimélico (DAPA) representa outro marcador interno bastante utilizado
no estudo da aderéncia bacteriana. O DAPA é um aminoacido que esta presente na parede
celular de vérias bactérias ruminais, sendo utilizado como indicador especifico de proteina
microbiana em amostras de digesta ruminal (WEBSTER et al., 1990). Merry e McAllan
(1983) estimaram através do DAPA que 50% das bactérias estavam associadas a particulas
indigestiveis apds 16 horas no rimen de novilhos consumindo dietas a base de cevada e feno.

O método tradicional utilizado para a quantificacdo do DAPA na digesta ruminal é
realizado através de uma hidrolise inicial da amostra, seguida por uma separa¢do dos
aminoéacidos por cromatografia de troca i6nica e, na sequéncia, uma rea¢do com ninhidrina. O
método proposto por Czerkwaski (1974) oferece uma metodologia mais acessivel para analise
do DAPA e menos onerosa, no entanto, é bastante trabalhosa, envolve muitas etapas para o
preparo das amostras e esta suscetivel a contaminagdo com aminodacido prolina.

Novas metodologias para a determinacdo do DAPA foram desenvolvidas, como a
proposta por Webster et al. (1990) utilizando a cromatografia liquida de alta performance
(HPLC). Esta andlise apresenta boa sensibilidade, boa reprodutibilidade para a determinacéo
do DAPA em amostras de bactérias e digesta ruminal e tempo de preparo das amostras muito
menor quando comparado com o método convencional de cromatografia por troca idnica.
Contudo, para a execuc¢do desta técnica torna-se necessario a disponibilidade de equipamentos
especializados 0 que tornam o custo para realizacdo da analise elevado.

A populacdo de bactérias colonizadas que degradam fibra pode ser estimada
indiretamente através da medida da atividade de enzimas fibroliticas dos microrganismos
associados a particula de alimento. As bactérias aderidas viabilizam o contato das enzimas

que estdo ligadas a sua membrana externa com o substrato, garantindo uma digestao eficiente.



27

A quantificacdo da atividade fibrolitica da carboximetilcelulase e xilanases sdo bons
indicadores da digestdo da fibra em dietas a base de gramineas e silagens (HUHTANEN e
KHALILI, 1992) e fornecem uma estimativa relativa da colonizagdo de forragens por
bactérias celuloliticas (BOWMAN e FIRKINS, 1993). Silva et al. (1987) ao medir a atividade
da carboximetilcelulase de amostras incubadas no rimen de ovinos por 24 ou 48 horas em
sacos de naylon verificaram uma alta correlagdo com a digestibilidade, concluindo que
estimativa da atividade enzimatica dos microrganismos aderidos a particula de alimento pode
ser utilizada para predizer a taxa e extensdo da degradacao da fibra no ramen.

Mourifio et al. (2001) propuseram o uso do fésforo como marcador de aderéncia
bacteriana. A colonizacdo das bactérias foi estimada em culturas de celulose pura para
garantir que todo fosforo presente no residuo fosse considerado de origem bacteriana.
Farenzena et al. (2014) também utilizou o fésforo como marcador microbiano em ensaios de
digestibilidade in vitro para avaliar a influéncia do pH e concentracfes soliveis no meio de
incubacdo sobre o grau de aderéncia bacteriana a particulas de forragens.

O fosforo faz parte das células vivas, estando presente nos sistemas moleculares que
envolvem o cddigo genético (DNA e RNA) e o armazenamento e transporte de energia
(ATP). Nas bactérias ruminais o fosforo desempenha papel tanto estrutural (acido teicoicoe
fosfolipidios) quanto funcional (nucleosideos, ATP, coenzimas). Dessa forma o fosforo é
parte integrante de todos os tecidos metabdlicos. Segundo Van Soest (1994), os
microrganismos ruminais contém altas proporcoes de DNA e RNA relacionados com a maior
parte das células e assim possuem alta exigéncia por fosforo. Assim como o nitrogénio da
ureia, o fosfato é reciclado via saliva e incorporado pelos microganimos.

A estimativa da adesao bacteriana ao substrato baseia-se no pressuposto de que apés a
degradacédo ruminal o fésforo presente no residuo é predominantemente de origem bacteriana.
No entanto, deve ser considerada a possibilidade do residuo conter fésforo que ndo seja de
origem microbiana, como o fésforo associado a estruturas indigestiveis do alimento, como a
lignina. A determinacgéo do fosforo no residuo de degradacdo ruminal pode ser realizada por
colorimetria como o método proposto por Fiske e Subbarov (1925). Este método compreende
uma primeira etapa na qual a amostra € queimada em mufla para obtencdo da matéria mineral
a qual passa por uma segunda etapa de digestdo acida, terminando com a analise colorimétrica
do residuo dessa digestdo. A técnica apresenta algumas vantagens como, a facilidade na
execucdo dos procedimentos, utilizagdo de equipamentos convencionais e boa repetibilidade

quando comparado com o uso de outros marcadores.



3 HIPOTESES

Existe relacdo direta entre a concentracdo do marcador de aderéncia bacteriana no
residuo de incubacdo com a degradacdo da forragem;
Assim como N* e purinas, o fosforo e atividade enzimatica podem ser utilizados

como marcadores internos de aderéncia bacteriana em amostras de forragem.



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar 0 uso de potenciais marcadores de aderéncia bacteriana a particulas de

forragens incubadas in vitro.

4.2 Objetivos especificos

- Avaliar o grau de solubilizacdo do fosforo de amostras de forragem ao longo de 24
horas;

- Isolar bactérias ruminais e analisar a composi¢do quimica das bactérias associadas a
fase liquida (BAL) e bactérias aderidas a particulas de forragem (BAP);

- Avaliar se a metilcelulose, utilizada no processo de extracdo das BAP, interfere na
composicado quimica das bactérias extraidas;

- Comparar o fosforo e atividade enzimética com outros potenciais marcadores do grau

de aderéncia bacteriana ruminal a particulas de forragem.



5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local e época

Os ensaios de digestibilidade in vitro foram conduzidos durante o periodo de
dezembro de 2012 a junho de 2013, no Laboratério de Bromatologia e Nutricdo de
Ruminantes (LABRUMEN) pertencente ao Departamento de Zootecnia da universidade
Federal de Santa Maria.

5.2 Avaliagéo de marcadores para estimar aderéncia bacteriana ruminal

Os marcadores avaliados foram: N*°, bases pricas, fosforo e variaveis extraidas por
sonicacao (proteina, atividade enzimatica e acUcares soltveis). Também foi realizada a analise
dos residuos de incubagdo por microscopia eletronica de varredura. As forragens utilizadas
foram: azevém (Lolium multiflorum lam), Cynodon spp., alfafa (Medicago sativa) e
amendoim forrageiro (Arachi spintoi). Foram utilizadas trés amostras de azevém, quatro de
Cynodon, quatro de alfafa e duas de amendoim forrageiro, uma de silagem de sorgo (Sorghum
bicolor, L. Moench). A maior parte das amostras foram obtidas/coletadas de diferentes areas
experimentais e ou laboratérios da UFSM. Uma amostra de Cynodon e a amostra de silagem
foram provenientes de uma propriedade rural. A composi¢do quimica das espécies forrageiras
estd apresentada na Tabela 2.

As amostras foram previamente secas em estufa com circulacao forcada de ar a 55°C
por 72 horas, moidas em peneira com porosidade de 2mm e, depois, armazenadas para a
conducgdo dos ensaios. Para cada amostra de forragem foram realizados dois ensaios de
incubacdo in vitro. Aproximadamente 5 g de amostra parcialmente seca (APS) das amostras
de forragem foram pesadas e colocadas em saquinhos de poliéster com dimensdes de 10 x 10
cm e porosidade de 50 pum. As amostras foram incubadas anaerobicamente em frascos de
vidro equipados com valvula do tipo Bunsen, em uma incubadora in vitro (TE-150, Tecnal)

com sistema de agitagdo e temperatura controlada de 39°C. O meio de incubagdo foi
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composto de 1600 mL de solugdo tamponante (ANEXO A) e 400 mL de fluido ruminal,
mantendo uma relacdo tampdao/fluido ruminal de 8:2. Foi utilizada uma relacdo de 1g de
amostra/100 mL de meio de incubacdo, de forma que cada frasco continha 20g de APS. O
fluido ruminal foi coletado de um bovino fistulado no rimen, pertencente ao LABRUMEN,
cuja dieta foi a base de forragem (azevém e feno de tifton). Para identificacdo das bactérias
aderidas a particula de forragem utilizando o isétopo N*°, no momento da incubagéo foram
adicionados 10mg/L de sulfato de aménio (NH3SO, com 99% dos atomos enriquecido com
le)_

Tabela 2- Composicéo quimica® das forragens

MO MM FDN FDA N P
Amostras MS
(% na MS)

AZ 1 85,75 86,52 13,48 48,50 24,79 3,77 3,25
AZ?2 93,02 88,3 11,7 43,25 20,48 3,19 2,91
AZ3 91,12 85,93 14,07 38,82 20,08 3,93 3,11
CYyl 93,20 91,68 8,32 70,63 28,95 2,29 1,64
CY2 92,70 89,73 10,27 59,58 24,96 3,07 1,68
CY 3 93,35 91,87 8,13 65,93 28,22 2,47 1,64
CY 4 93,58 92,6 7,40 67,33 31,24 1,75 1,52
ALF 1 91,74 87,65 12,35 48,25 26,88 3,57 2,06
ALF 2 94,25 89,19 10,81 40,06 21,96 3,69 1,76
ALF 3 92,87 89,38 10,62 53,72 31,71 2,92 1,58
ALF 4 92,53 88,45 11,55 33,81 17,92 3,49 1,21
AM 1 91,33 89,49 10,51 30,34 17,91 4,04 2,23
AM 2 92,59 89,95 10,05 32,12 20,08 4,26 2,36

SS 95,25 94,48 5,52 35,65 19,25 1,5 1,36

'MS= matéria seca; MO=matéria organica; FDN= fibra em detergente neutro; FDA= fibra em detergente 4cido;
N= nitrogénio total;, P= fosforo; AZ=azevém; CY= Cynodon; ALF= alfafa; AM= Amendoim forrageiro; SS=
silagem de sorgo.

Apos 24 horas, a fermentacdo foi interrompida, os saquinhos contendo o residuo das
forragens incubadas foram lavados em &gua corrente e tratados com solucdo fisioldgica,
lavados novamente com agua destilada. De cada frasco, dois saquinhos foram utilizados para
realizacdo da extracdo enzimatica e os outros dois secos em estufa com circulacédo forcada de

ar a 55°C para determinagdo da digestibilidade da matéria seca e analise dos demais
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marcadores de aderéncia bacteriana. A digestibilidade da fracdo insolGvel da matéria seca
também foi determinada. Para essa determinacao foram pesados 1g das amostras de forragens
separadamente em saquinhos de poliéster com dimensdes de 10 x 10 cm e porosidade de 50
um. Os saquinhos contendo as amostras foram mantidos por 3 horas em &gua destilada, a
39°C em sistema de agitacdo lento. Apds esse periodo os saquinhos foram removidos e secos

em estufa a 105°C.

5.3 Isolamento de bactérias ruminais

Nos dias em que foram realizados os ensaios in vitro, também foram coletadas
amostras de contetdo ruminal do mesmo animal, com o objetivo de analisar a composicéao
quimica das bactérias associadas a fase liquida (BAL) e bactérias aderidas a particula de
alimento (BAP), somando um total de 12 coletas com intervalos de 15 dias entre as elas.

Para obtencdo das amostras de BAL e BAP utilizou-se um protocolo adaptado de
Ranilla e Carro (2003), no qual, no primeiro dia de processamento das amostras foram
isoladas as BAL e no segundo dia de processamento foram isoladas as BAP (figura 1).

Em cada coleta foram removidos aproximadamente 3 kg de contetdo ruminal, o qual
foi filtrado atraves de duas camadas de gaze para separar a fase liquida da fase sdlida,
obtendo-se o filtrado 1 e residuo sélido 1. Apds a filtragem o residuo sélidol foi tratado com
solucdo salina 0,9% (1kg de residuo: 2L de solucdo salina) durante 15 minutos, a 39°C, para
remover as bactérias que ndo estavam fortemente aderidas a particula de alimento. Apds esse
periodo a amostra foi novamente filtrada para se obter o residuo sélido 2 e um filtrado 2, o
qual foi adicionado ao filtrado 1. As BAL foram obtidas por meio de etapas de centrifugacédo
com diferentes velocidades. A primeira centrifugacao foi realizada uma velocidade de1500 x
g por 10 min para remover particulas de alimento e fungos ou protozoarios os quais poderiam
estar presentes na amostra. Foi coletado o sobrenadante e armazenado em tubos com tampas
0S quais passaram por uma segunda centrifugacdo a 20000 x g por 10 minutos, na qual
descartou-se o sobrenadante, adicionou-se 10 mL de solucdo salina. Depois os tubos foram
agitados, passando entdo por uma terceira e ultima centrifugacdo a 20000 xg por 10 minutos,
sendo descartado o sobrenadante e coletado pellet de BAL.

O residuo sélido 2 foi submetido a um segundo tratamento com uma solugéo salina 0,9

% contendo 0,1% de metilcelulose (1kg de solido: 3L de solucdo salina + 0,1% de
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metilcelulose) com o objetivo de remover as bactérias aderidas a particula de forragem. Essa
amostra permaneceu em repouso por 24 horas a 4°C. Apds esse periodo de tratamento com
metilcelulose a solucdo contendo as particulas de alimento e bactérias aderidas foram
filtradas, a parte solida retida foi descartada e o filtrado passou pelos mesmos procedimentos
de centrifugagédo das amostras de BAL, para a obtencdo das BAP.

As amostras de BAL e BAP foram congeladas e posteriormente liofilizadas e moidas.
Foram realizadas as analises quimicas de matéria seca, matéria organica, matéria mineral,

nitrogénio, purinas, DAPA e fésforo.

5.4 Efeito do uso da metilcelulose na composi¢éo quimica das bactérias ruminais

A solucéo salina 0,9% contendo 0,1% de metilcelulose foi utilizada como tratamento
guimico com o objetivo de remover as bactérias aderidas a particula de alimento. Para se
analisar possiveis efeitos do uso da metilcelulose na composicao quimica das bactérias foram
realizadas trés coletas de conteido ruminal nas quais foram analisadas apenas as bactérias
associadas a fase liquida (BAL).

Ap0s o conteddo ruminal (aproximadamente 3 kg) ser filtrado, descartou-se a por¢édo
solida e separadas duas amostras do filtrado. Uma amostra do filtrado seguiu 0os mesmos
procedimentos realizados nos ensaios anteriores para a obtencdo dos pellets de BAL, sendo o
tratamento controle (T4).

A segunda amostra do filtrado foi submetida a tratamento com solucéo salina 0,9%
contendo 0,1% de metilcelulose por 24 horas, mantida em repouso a 4°C. Apoés esse periodo
realizou-se 0os mesmos procedimentos de centrifugages realizados nos ensaios anteriores para

a obtengdo do pellet de BAL tratado com metilcelulose (T>).
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Conteudo ruminal

< | Filtrar a amostra com 2 camadas de gaze
e 1 camada de tecido de nailon 50 pm
Residuo 1 Filtrado 1
Residuo + Solugao salina Filtrado 1 + Filtrado 2
0,9 %, a 39°C por 15 min
) Centrifugar a 500 x g Por
Filtrar a amostra com 2 camadas 5 min
de gaze e 1 camada de tecido
de nailon 50 um
| Coletar o sobrenadante
Residuo 2 Filtrado 2 -
| Centrifugar a 20000 x g
por 20 min a 4°C
Incubar com solugao salina 0,9% +
0,1% de metilcelulose a 4°C por 24h
Descartar o sobrenadante e adicionar
Filtrar em tecido de nailon 50 um 10 ml de solugao salina 0,9%
e centrifugar o filtradoa 1500 x g ‘
por 10 min
| Centrifugar a 20000 x g
Coletar o sobrenadante por 10 min a 4°C
|
Centrifugar a 20000 x g
por 10 min a 4°C Pellet
| BAL
Descartar o sobrenadante e
adicionar 10 ml de solug¢ao NaCl
0,9%
Centrifugar a 20000 x g Pellet
por 10 min a 4°C BAP

Figural- Procedimentos adotados para separar as bactérias associadas a fase liquida (BAL) e

bactérias aderidas a particulas (BAP).
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5.5 Teste de solubilizacéo do fésforo

Foram realizados testes para verificar a solubilizacdo do fosforo das amostras de
forragem utilizadas nos ensaios in vitro e duas amostras de gréos (farelo de milho e farelo de
soja) ao longo de 24 horas. Foram testados trés tempos de solubilizagdo: Oh, 3h e 24h. Para
cada amostra de forragem foram pesados aproximadamente 0,5g de APS em saquinhos de
nailon (3x4 cm, 25 um), em triplicatas para cada tempo de solubilizacéo.

Cada saquinho foi colocado em frascos de vidro onde foram adicionados 50 mL de
agua mais 5 mL de alcool etilico 95%. Os frascos foram mantidos em banho-maria a 39°C e
sistema de agitacdo constante. Apds o periodo de solubilizacdo as amostras foram lavadas em
com agua corrente e em seguida, as amostras foram colocadas em beckers de vidro e
queimadas em mufla a 600°C por 4h. Posteriormente, foi realizada a analise para

determinacdo do teor de fésforo no residuo.

5.6 Analises quimicas

Os teores de mateéria seca (MS) das amostras de forragem foram obtidos por secagem
em estufa a 105 C durante pelo menos 12 horas, e a matéria mineral (MM) pela queima em
mufla a 600°C durante quatro horas. O nitrogénio (N) total foi determinado pelo método
Kjeldhal (Método 984.13, AOAC, 1995) modificado conforme descrito por Kozloski et al.
(2003). A analise da concentracdao de fibra em detergente neutro (FDN) foi realizada
conforme Mertens (2002), exceto que as amostras foram pesadas em sacos de poliéster
(KOMARECK, 1993) e tratadas com detergente neutro em autoclave a 110°C durante 40
minutos (SENGER et al., 2008). Os teores de fibra em detergente acido (FDA) foram
determinados de acordo com AOAC (método 973.18, AOAC, 1995), mas sem uso de

amianto.
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5.7 Analises quimicas dos marcadores de aderéncia bacteriana ruminal

5.7.1 Determinacéo de purinas

O teor de purinas nas amostras de residuo de incubacdo foi quantificado de acordo
com Makkar e Becker (1999). A técnica foi realizada como descrito a seguir:

Para a confeccdo do padréo foram utilizados 25 mg de adenina e 25 mg de guanina, as
guais passaram pelos mesmos procedimentos que as amostras.

Foram pesados 200 mg de amostras de residuo parcialmente seco, em duplicata para
cada forragem e colocadas em tubos de 25 mL, vedados com tampa de vidro. A seguir foram
adicionados 2,5 mL de HCIO, e as amostras foram submetidas a banho-maria 90 — 95°C, por 1
hora sendo agitadas periodicamente.

Ap0s essa primeira etapa foi adicionado 7,5 mL de NH4H,PO,4 28,5mM. As amostras
foram novamente submetidas a banho-maria 90 — 95°C, por 15 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 4000 x g por 20 minutos.

Coletou-se uma aliquota de 0,250 mL do sobrenadante, pipetada em tubos de 25 mL.
Depois foi adicionado 4,5 mL de NH;H,PO,40,2 M e as amostras foram agitadas e adicionado
0,25 mL de AgNO30, 4M. As amostras foram mantidas a 4°C em repouso por 12 horas.

Apobs esse periodo as amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 20 minutos,
descartando-se o sobrenadante. Adicionou-se 4,5 mL de &gua destilada com pH ajustado para
2,00. A seguir as amostras foram novamente centrifugadas a 12000 x g por 20 minutos.

Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 5mL de HCI 0,5 M. As
amostras foram agitadas vigorosamente e submetidas a banho-maria 90 — 95°C por 30
minutos. A seguir as amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 20 minutos. O
sobrenadante foi analisado por colorimetria a 260 nm contra um branco de HCI 0,5 M. A

aderéncia bacteriana foi expressa como mg de purinas/ g de MS residual.
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5.7.2 Determinagdo de N

As andlises para determinacdo do is6topo N nos residuos de incubacdo foram
realizadas pelo Laboratério de Biotransformacdes de Carbono e Nitrogénio (LABCEN),
pertencente ao Departamento de Solos da UFSM.

As amostras de residuo foram previamente moidas com peneira de 5 mm e pesadas em
balanca de precisdo, aproximadamente 5mg de amostra em capsulas de estanho. Depois de
fechadas as capsulas foram introduzidas no espectrdmetro de massa para razdo isotdpica
(IRMS). O resultados e calculos na determinacdo de excesso de N™ estdo apresentados no
APENDICE A. Os valores de aderéncia bacteriana obtidos foram expressos em Excesso N*°

(1g/g MS residual).

5.7.3 Determinacéo de Fosforo

Para determinacg&o do teor de fosforo (P) nas amostras residuais foi utilizado o método
proposto por Fiske e Subbarow (1925). Foram pesados aproximadamente 0,200g de residuo
em duplicata por amostra em becker de vidro com capacidade de 20 mL e queimados em
mufla a 600°C, por trés horas. Ap6s foram adicionados 10 mL de uma solugdo digestora acida
contendo 3 partes de acido cloridrico (HCI) e 1 parte de &cido nitrico (HNO3) 10 %. Para
digestdo acida os beckers foram colocados em uma chapa de aquecimento e submetidos a
fervura até evaporar e chegar a um volume residual no becker de aproximadamente 2 mL.

Em seguida o contetdo foi transferido, lavando-se com agua destilada para um baldo
volumétrico de 25 mL e completando o volume com &gua destilada. A solucdo foi filtrada
com papel filtro para a posterior determinacdo colorimétrica do fésforo. Para esta analise
foram pipetados 1000 pL do filtrado, 1000 pL de solucdo complexante (ANEXO B), 100 pL
solucéo redutora (ANEXO C). Este meio de reacdo permaneceu em repouso em temperatura
ambiente por 20 minutos.

Foi realizada a leitura da absorbancia em um comprimento de onda de 660 nm, contra
um branco utilizando padréo de concentracdo de 22,8 mg % (p/v) mais &cido cloridrico 0,1 N

no lugar do filtrado. A aderéncia bacteriana foi expressa como mg de P/g de MS residual.
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5.7.4 Atividade Enzimatica

Para a extracdo das enzimas foi pesado aproximadamente 1 g de residuo Umido de
incubacdo de cada amostra em duplicata em beckers e depois adicionado 20 mL de solugédo
tampédo fosfato (ANEXO D), (pH 6,8) e 120 mL de mercaptoetanol. As amostras foram
submetidas a 5 ciclos de sonicacdo sob gelo por 30 segundos e em seguida filtradas.

Apobs o processamento de extragdo das enzimas foi realizada a incubagéo do filtrado
enzimatico com o substrato carboximetilcelulose 2% (p/v) e xilano 2% (p/v). Em tubos de
ensaio foi pipetado 1mL do filtrado mais 2 mL de carboximetilcelulose em triplicata, o
material foi incubado em banho-maria a 39°C por um periodo de 240 minutos em um sistema
de agitacdo lento. O mesmo procedimento foi realizado com o substrato xilano. Ao término da
incubacdo os tubos foram submetidos a banho-maria em &gua fervente durante 6 minutos.
Nesse material foi determinada a concentracdo de acUcares redutores por colorimetria, pelo
método DNS (3,5-dinitro-salicilato), adaptado de Miller et al.(1960). Também foram
pipetados 1mL do filtrado mais 2 mL de solugdo tamp&o em triplicatas, para se determinar o a
concentracdo de acuUcares redutores presentes no extrato enzimatico, seguindo o0 mesmo
procedimento adotado com os substratos carboximetilcelulose e xilano.

Em um tubo de ensaio foram pipetados 1mL de amostra e 1 mL da solucdo DNS
(ANEXO E), os tubos foram agitados e levados a incubacdo em banho-maria de
aproximadamente 100°C por 10 minutos. O material foi resfriado e adicionados 8mL de agua
destilada. Em seguida foi realizada a leitura de absorbancia em espectrofotdmetro num
comprimento de onda de 575 nandmetros contra branco (ImL de 4gua + 1 mL de solugéo de
DNS + 8 mL de agua), o padrdo a ser utilizado foi solucédo de glicose (1g/L)

A atividade enzimatica foi expressa em nmol de acucares redutores/lg MS
incubada/minuto de incubacéo.

5.7.5 Proteina total

A quantidade total de proteina presente no filtrado enzimatico utilizado para medir a
atividade enzimatica, foi medida através do método colorimétrico proposto por Bradford

(1976). Foram pipetados em tubos de ensaio 50 pL de amostra, adicionados 2,5 mL da
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solucdo comassie brilhante blue (ANEXO F), agitados e feita a leitura da absorbancia no
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 595 nm. Para a curva padrdo foi utilizado
como padréo albumina (Lmg/mL). A aderéncia bacteriana foi expressa como pg proteina/mL

de enzima

5.8 Microscopia Eletronica de Varredura

As analises dos residuos de incubagdo por microscopia eletronica de varredura foram
realizadas no Laboratério de Imunologia pertencente a Embrapa Clima Temperado, em
Pelotas.

Foi realizado um ensaio in vitro no qual foi incubada uma amostra de cada espécie de
forrageira (azevém, feno de tifton, feno de alfafa, amendoim forrageiro e silagem de sorgo)
seguindo 0 mesmo protocolo utilizado nos ensaios anteriores. Apds 24 horas a incubacéo foi
interrompida, os sacos contendo os residuos foram retirados, lavados com agua corrente e
solucdo salina por 15 minutos e novamente lavados com &gua destilada. Foi coletada uma
aliquota de cada residuo ainda imido sendo imediatamente colocada no fixador de Karnovsky
e mantida refrigerada a 4°C por 16h. O volume de fixador utilizado foi de 20 vezes o volume
de amostra. Depois 0 material foi retirado da solucéo fixadora e colocado em solugdo tampéo
de cacodilato de sodio 0,2M pH 7,2.Este procedimento foi repetido trés vezes, com duracao
de 15 minutos cada banho (1ImL/amostra).

A préxima etapa foi a realizacdo da segunda fixacdo, na qual foi colocado 1 mL da
solucdo tetroxido de 6smio 1%. Esta solucdo foi obtida a partir de uma diluicéo de tetréxido
de 6smio 2% em solucdo de cacodilato de s6dio 0,1M pH 7,2. As amostras permaneceram
com a solucéo fixadora por 2 horas aproximadamente e depois foram lavadas duas vezes com
H,0 tetradestilada por 10 minutos cada banho.

Em seguida, foram realizadas sucessivas desidrata¢cbes com alcool nas concentracdes
de 30, 50, 70, 90, 95%. Para cada concentracdo foram realizados dois banhos com duracao de
5minutos. Para completar o processo de desidratagdo foi utilizado etanol 100%, com trés
trocas, por 10 min cada banho. Posteriormente as amostras foram colocadas no aparelho de
PONTO CRITICO, com o uso de etanol 100% no aparelho. Neste ponto ocorreu a troca do
etanol 100% por CO, liquido, depois o aparelho foi aquecido e o CO, transformado em gas.

Apos a secagem da amostra esta foi montada em stub com etiqueta adesiva previamente
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colocada e o stub identificado. A seguir foi colocada a prata liquida ao redor do espécime,
para a melhor conducdo dos elétrons no microscopio eletrénico. Apds a secagem da prata, a
amostra foi metalizada com p6 de outro e observada no microscépio eletrénico de varredura,
modelo DSM 940 A ZEISS.

5.9 Analise da composicdo quimica de bactérias aderias a particula (BAP) e bactérias
associadas a fase liquida (BAL).

Os teores de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), nitrogénio (N) total, purinas e
fosforo nas amostras de BAP e BAL, foram analisados utilizando as mesmas metodologias
apresentadas anteriormente.

A determinacdo do teor de DAPA foi realizada de acordo com Czerkawski (1974). A
primeira etapa consiste na hidrolise das amostras, no qual foram pesados aproximadamente
0,2 g de amostra em tubos de vidro com tampa, adicionados 5 ml de HCI 6 N e colocados em
estufa a 105° C por 24 horas. Apds esse periodo as amostras foram filtradas através de papel
filtro tipo Whatman 42 ou similar. O residuo foi lavado varias vezes com agua destilada em
ponto de ebulicdo, até completar em torno de 50 mL de filtrado. Depois as amostras foram
secas em estufa a aproximadamente 55°C.

Na segunda etapa o residuo do hidrolisado seco foi redissolvido com 5 ml de tampéo
citrato-HCI 0,2 M (pH 2,0) (ANEXO 7), homogeneizado e centrifugado a 12000 x g por 20
min. Foi utilizada uma coluna cromatografica na qual ocorreu a separacdo dos aminoacidos
presentes no residuo, sob a infusdo continua de solucdo tampdo citrato-HCI (pH 3,0)
(ANEXO G) atraves do uso de uma bomba infusora, com um fluxo regulado para 50 ml/hora.
Foi injetado na coluna cromatografica 3mL do sobrenadante e apos serem infundidos 30 mL
do tampéo citrato-HCI 0,2 M foram realizadas coletas em intervalos de 5 mL somando um
total de 80 mL.

A determinacdo do DAPA no eluido foi realizada por colorimetria. Em um tubo de
ensaio foram adicionados 1mL de amostra (eluido) mais 1 mL de &cido acético glacial e ImL
de solucéo ninhidrina (ANEXO H). Depois os tubos foram colocados por 5 minutos em agua
fervendo, com os tubos tampados (papel laminado) e realizada a leitura colorimétrica em
comprimento de onda 420 nm. Os valores obtidos foram expressos como mg de DAPA /g
MS residual.
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5. 10 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando modelos que incluiram o tipo de amostra ou de
bactéria como bloco (blocos ao acaso). A composi¢do quimica dos dois grupos de bactérias
ou do tratamento com metilcelulose foi comparada pelo teste F. Os marcadores foram
comparados entre si, e com a degradabilidade das amostras de forragem, através de analise de

correlacdo. Todas as analises foram realizadas através do programa estatistico SAS (2009).



6 RESULTADOS

6.1 Solubilizacéo do fosforo

Os resultados obtidos com o teste de solubilizagdo do fosforo apresentados na Figura
2, indicam que nas primeiras 3 horas de incubacdo as concentracdes de fosforo nas amostras

diminuiram de forma acentuada e apés esse periodo tenderam a permanecer constantes.
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Figura 2 - Solubilizacdo do fosforo em amostras de forragens e concentrados ao longo de
24 horas.

6.2 Composi¢ao quimica das bactérias associadas a fase liquida e bactérias aderidas a

particula

As bacterias associadas a fase liquida (BAL) e as aderidas a particula (BAP),
apresentaram diferencas (P<0,05) com relagdo aos teores de nitrogénio, purinas, DAPA e

fésforo, sendo os valores de todos compostos inferiores nas BAP (Tabela 3).
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Tabela 3 - Composi¢do quimica de bactérias associadas a fase liquida e bactérias aderidas a

particulas de forragem

MO% N% N % Pur%  Pur% P % P % DAPA DAPA

ltem  aMS naMS naMO naMS naMO naMS naMO %naMS % naMO
BAL 690 72 104 17 25 15 22 03 0.4
BAP 687 60 88 13 1.8 0.9 13 0.2 0.2
DPt 750 084 060 018 016 010 023 004 0.05

p2 0.937 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.001 0.001

MO=matéria organica; MS=matéria seca; N=nitrogénio; Pur=purinas; P=fésforo; DAPA=4cido
diaminopimélico; BAL= bactérias associadas a fase liquida; BAP= bactérias aderidas a particulas de forragem.
1Desvio padrdo onde n=24, exceto DAPA onde n=12.

2Probabilidade do erro Tipo |

Os dados obtidos com os ensaios avaliando o efeito da metilcelulose na composicao
quimica das bactérias associadas a fase liquida estdo apresentados na Tabela 4. Os teores de
nitrogénio e purinas quando expressos na proporcao de matéria organica ndo foram afetados
pelo tratamento com metilcelulose (P>0,05). No entanto, observou-se diferenca em relacdo ao
teor de P (P<0,05) sendo o valor médio do teor de P para o tratamento controle de 24,06 mg/g

MO de residuo e para o tratamento metilcelulose de 18,90 mg/g MO de residuo.

Tabela 4 - Efeito da metilcelulose na composicdo quimica de bactérias associadas a fase

liquida
ltem % MO % N N % Pur % Pur % P % P %
na MS na MS na MO na MS na MO na MS na MO
CON 63.5 7.1 11.1 1.8 2.8 1.5 2.4
Metil 48.5 5.3 11.0 1.3 2.7 0.9 1.9
Dp? 3.69 0.39 0.36 0.16 0.11 0.13 0.19
P2 0.008 0.006 0.757 0.022 0.275 0.005 0.030

MO=matéria organica; MS=matéria seca; N=nitrogénio; Pur=purinas; P=fosforo; CON=controle,
Metil=metilcelulose.

1Desvio padrdo onde n=6

2Probabilidade do erro Tipo |
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6.3 Marcadores de aderéncia bacteriana ruminal

6.3.1 Correlacgdo entre os marcadores de aderéncia bacteriana ruminal

Na Tabela 5 sdo apresentadas as correlagdes entre os marcadores de aderéncia
bacteriana as particulas de forragens. Foi observada correlacdo significativa entre N*° e
purinas (P=0,015), N** e actcares redutores com substrato carboximetilcelulose (P=0,001),
N™ e aclicares redutores com substrato xilano (P<0,0001) e entre N'° e proteina total
(P=0,031). Foi observada tendéncia na correlacéo entre purina e agucares redutores no extrato
enzimatico (P=0,097).
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Tabela 5 — Correlagao entre os marcadorest de aderéncia bacteriana a particulas de forragem

Digest. Digest. Digest. 15 ) i AR-

MS EDN = N Pur P AR-CMC AR-Xil CON Prot

Digest. _ 0,83 0,99 -0,29 -0,03 -0,05 -0,37 -0,21 0,09 -0,26
MS2 (<0.0001) (<0,0001)  (0,132) (0,865)  (0,793) (0,055) (0,274) (0,632)  (0,183)
Digest. 0,83 ) 0,85 0,07 0,02 0,11 -0,04 0,11 0,12 0,01
FDN (<0,0001) (<0,0001)  (0,732) (0,912) (0,561) (0,851) (0,592) (0,554)  (0,951)
Digest. 0,99 0,85 _ -0,26 -0,01 -0,09 -0,34 -0,19 0,07 -0,27
Fl (<0,0001) (<0,0001) (0,182) (0,962) (0,642) (0,075) (0,339) (0,713)  (0,160)
NIE -0,291 0,067 -0,26 i 0,46 -0,03 0,58 0,71 0,15 0,41
(0,132) (0,732) (0,182) (0,015) 0,896 (0,001) (<0,0001) (0,442)  (0,031)

Pur -0,03 0,02 -0,01 0,46 : -0,19 0,07 0,26 0.32 0,07
(0,865) (0,912) (0,962) (0,015) (0,326) (0,718) (0,187) (0,097)  (0,708)
p -0,05 0,11 -0,09 -0,03 -0,19 ] 0,09 -0,01 0,001 0,17
(0,793) (0,561) (0,642) 0,896 (0,326) (0,658) (0,950) (0,996)  (0,388)
AR- -0,37 -0,04 -0,34 0,58 0,07 0,09 : 0,79 0,12 0,53
CMC (0,055) (0,851) (0,075) (0,001) (0,718)  (0,658) (<0,0001)  (0,524)  (0,004)
AR-Xil -0,21 0,11 -0,19 0,71 0,26 -0,01 0,79 ) 0,19 0,46
(0,274) (0,592) (0,339)  (<0,0001) (0,187) (0,950) (<0,0001) (0,342)  (0,014)
AR- 0,09 0,12 0,07 0,15 0.32 0,001 0,12 0,19 _ 0,04
COM (0,632) (0,554) (0,713) (0,442) (0,097)  (0,996) (0,524) (0,342) (0,853)
Prot -0,26 0,01 -0,27 0,41 0,07 0,17 0,53 0,46 0,04

(0,183)  (0,951)  (0,160)  (0,031)  (0,708) (0,388)  (0,004) (0,014)  (0,853)

!Marcadores: Pur = purinas, P = fésforo, AR-CMC = agucares redutores substrato carboximetilcelulose, AR-Xil = Ac¢lcares redutores substrato xilano, AR-Com=
Acucares redutores no extrato enzimatico, Prot = Proteina total; Digest. MS=digestibilidade in vitro da matéria seca, Digest. FDN=digestibilidade in vitro da fibra
em detergente neutro, Digest. FI=digestibilidade in vitro da fracdo insolivel da matéria seca.
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5.4 Microscopia eletrdnica de varredura

Os resultados das observacgdes por microscopia eletronica de varredura dos residuos de
incubacdo estdo apresentados nas Figuras 3-A, 3-B, 3-C, 3-D e 4-E. As observacgdes das
amostras de azeveém, feno de tifton e alfafa as quais foram submetidas a sonicacdo para a
extracao enzimatica estdo apresentadas nas Figuras 4-F, 4-G e 4-H.

Na Figura 5 é possivel visualizar a presenca de grande quantidade de fungos aderidos

as particulas de forragem e a formacdo de hifas.



Figura 3 —

Microscopia Eletronica de Varredura de amostras de residuo de forragens
incubadas in vitro por 24 horas. (A) Lolium multiflorum, (B) Cynodon
spp.,(C) Medicago sativa e (D) Arachis pintoi. As setas indicam a presenca de
bactérias aderidas na superficie da parede interna das células vegetais.

47
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Figura 4 — Microscopia Eletrénica de Varredura de amostras de residuo de forragens
incubadas in vitro por 24 horas. (E) Sorghum bicolor, L. Moench. As amostras (F)
Lolium multiflorum, (G) Cynodon spp., e (H) Medicago sativa foram submetidas a
sonicacdo. As setas indicam a presenca de bactérias aderidas na superficie da
parede interna das celulas vegetais.



Figura 5 —
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Microscopia Eletronica de Varredura de amostras de residuo de forragens
incubadas in vitro por 24 horas. (1) Lolium multiflorum, (J) Cynodon spp.,
(L) Medicago sativa e (M) Sorghum bicolor, L. Moench. As setas indicam
a presenga de esporangios aderidos na superficie da parede interna das
células vegetais das amostras nas figuras I, J e M, e a formacao de hifas na
figura L.



7 DISCUSSAO

7.1 Solubilizacéo do fésforo

No presente estudo verificou-se que a maior parte do fésforo presente nas amostras
testadas encontra-se disponivel, sendo rapidamente solubilizado no meio de incubagdo nas
primeiras trés horas de ensaio. Apés esse periodo a concentracdo de fosforo no residuo se
estabilizou até o final das 24 de incubacdo. Ramirez e Pérez (2009), ao estudar o efeito da
solubilidade do fosfato na cinética e atividade da fermentacdo ruminal de caprinos leiteiros,
observaram uma tendéncia global de diminuicdo da concentracdo de fésforo total e do fésforo
disponivel e que ambas as concentracbes se tornaram estaveis noventa minutos apos
alimentacéo.

A alta solubilizacdo do fdésforo combinado com a rapidez com que esse processo
ocorre, viabilizaria o uso do fésforo como marcador de aderéncia bacteriana. Uma vez que o
fésforo presente no alimento estad praticamente todo disponivel para ser utilizado pelos
microrganismos no rumen, o fésforo medido no residuo de incubacdo seria proveniente das

bactérias aderidas a esse residuo.

7.2 Composicdo quimica das bactérias associadas a fase liquida e bactérias aderidas a

particula

Os teores de N, Purinas, DAPA e P obtidos nas amostras de BAP e BAL observadas
no presente estudo estdo de acordo com resultados encontrados na literatura. Martin-Oriueet
al. (1998) ao analisar os constituintes de amostras de BAL e BAP extraidas do conteudo
ruminal também verificaram diferencas nas concentragdes de nitrogénio total, RNA, DAPA e
P, sendo estes valores significativamente mais baixos na BAP quando comparados com 0s
observados nas amostras de BAL.

A concentracdo de nitrogénio nas amostras de BAL foi superior a encontrada nas
BAP. Os dados na literatura relacionados a concentracdo de N nas populagdes livres e
aderidas sdo inconsistentes apesar de alguns autores ndo terem observado diferencas (CRAIG
et al. (1987), CECAVA et al. (1990), GONZALEZ et al., (2011)), outros autores observaram
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menores concentragdes nas BAL (BENCHAAR et al., 1995) enquanto que para outros foram
as BAP que apresentaram menores valores (MERRY e MCALLAN et al. (1983)

A influéncia da dieta na concentragdo de N nos microrganismos ruminais ainda é uma
questdo ndo resolvida na literatura. Alguns estudos demonstraram que a relagédo
volumoso:concentrado na dieta ndo afetou o teor de N nos microrganismos (YANG et al.,
2001). No entanto, Ranilla e Carro (2003), verificaram que alteragdes nas proporcgdes de
volumoso:concentrado ndo modificaram o conteddo de N das BAL, no entanto quando a
proporcao de volumoso na dieta foi maior (80:20), a concentracdo de N nas BAP foi maior.

Mudancas nas concentragdes de purinas estdo associadas a diferentes espécies
bacterianas. As bactérias gram-negativas apresentam maiores quantidades de RNA-N, em
relacdo as bactérias gram-positivas (OBISPO e DEHORITY, 1999). Além disso, a menor
concentracdo de purinas na PAB pode estar relacionada a menor taxa de crescimento desta
populacdo (CECAVA et al., 1990).

Rodriguez et al., (2000) verificou diferencas significativas entre as concentracGes de
purinas (umol/mg de MS) das populacdes bacterianas livres e aderidas de ovinos, sendo 0s
valores das aderidas menores. Os dados também indicaram que o aumento do consumo
produziu um aumento importante na concentragdo de purinas de aproximadamente 30% em
média.

As concentragfes mais baixas de DAPA nas amostras BAP comparados com 0s
valores das amostras de BAL observadas no presente estudo, também foram previamente
relatadas (MERRY E MCALLAN, (1983); OLUBOBOKUN et al., (1988) e MARTIM et al.,
(1994)) e podem ser explicadas pelo fato do DAPA ndo estar presente na parede celular de
bactérias coccus gram-positivas, as quais constituem uma por¢do consideravel das bactérias
que estdo associadas a parede celular das plantas que estdo presentes no ramen (LATHAM,
1980). As espécies gram-positivas também parecem formar a maior propor¢do da populagédo
bacteriana em vacas recebendo dietas a base de volumoso, quando comparadas com dietas
ricas em concentrado (NAGARAJA et al., 1978). Segundo Merry e McAllan (1983) a
concentracdo do DAPA em amostras de BAL e BAP pode variar de acordo com o tipo de
dieta e contribuicéo de cada grupo de bactéria na populagdo microbiana total.

Em relacdo a concentracdo de fdsforo, esta foi maior nas amostras de BAL. As BAL
representam aproximadamente 25% dos microrganismos ruminais e o seu teor de P (MERRY
e MCALLAN, 1983; RAMIEZ-PEREZ, 2009) pode representar até 50% do fésforo
bacteriano total. Essa maior concentracdo de P nas BAL pode estar relacionado com o volume

celular e acimulo de substancias apos alimentacdo (CRAIG et al., 1987).
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7.3 Efeito da metilcelulose no isolamento de bactérias aderidas a particula

As bactérias ruminais fazem uso de mecanismos de aderéncia para a promover uma
interacdo especifica ou ndo especifica com o substrato Dessa forma, a dissociacdo das
bactérias com as particulas requer o uso de uma combinacdo de métodos quimicos e fisicos,
capaz de interromper 0s varios mecanismos de aderéncia utilizados pelas bactérias
(WHITEHOUSE et. al, 1994).

Neste estudo para a remocgao das bactérias associadas as particulas da porcdo solida da
digesta ruminal foi utilizada uma adaptacéo do protocolo proposto por Ranilla e Carro (2003).
Este protocolo utiliza a combinacdo de um tratamento com metilcelulose mais
armazenamento e refrigeracdo por 24 horas, seguido por homogeneizacdo. A metilcelulose é
capaz de provocar o efeito de inibir o processo de aderéncia (KUDO et al, 1987) e também de
separar as bactérias das particulas (MINATO e SUTO, 1978).

No entanto os mecanismos utilizados pela metilcelulose para promover a essa
dissociacgéo ainda ndo sdo bem compreendidos. Resultados previamente relatados na literatura
indicaram que a metilcelulose demonstrou bons resultados em interromper as interacGes
especificas e ndo especificas das bactérias aderidas com o substrato. Pell e Schofield (1993)
obeservaram que a metilcelulose foi eficiente na separacdo de bactérias ruminais celuloliticas
da celulose sem afetar a atividade enzimatica e também bloqueou a degradacao da celulose.
Ranilla e Carro (2003) obtiveram uma remocao que variou entre 80,5 a 86,0% em dietas com
20 e 80% de concentrado respectivamente.

Para certificar que a inclusdo de metilcelulose ndo provocaria alterages na estrutura
das bacteérias, optou-se por realizar um ensaio avaliando o efeito da metilcelulose em amostras
de bactérias associadas a fase liquida. A utilizacdo de dois tratamentos: T; que seria
tratamento controle, utilizando somente solucdo salina e agitagéo para o isolamento das BAL
e T,: Neste tratamento as BAL passariam pelos mesmos procedimentos adotados para isolar
as BAP.

Comparando os resultados obtidos com uso dos dois tratamentos, ndo foi observada
diferenca na composi¢cdo quimica das BAL em relacdo aos teores de nitrogénio e purinas
quando expressos na propor¢do de matéria organica, no entanto observou-se diferenca em
relacdo ao teor de P. Os dados relatados por Ranilla e Carro (2003) indicaram que as

diferentes combinacfes de métodos quimicos e fisicos para isolar os microrganismos das



53

particulas parecem ndo ter causado efeitos adversos na integridade da célula bacteriana ou se

produziram, os efeitos tiveram a mesma intensidade em todos os métodos avaliados.

7.4 Marcadores de aderéncia bacteriana ruminal

A relagéo entre aderéncia e digestibilidade baseia-se no principio de que para ocorra
que a degradacdo do alimento no rimen, é necessario que as bactérias efetuarem uma etapa
inicial de adesdo ao substrato e com o auxilio de seus complexos enzimaticos realizarem a
degradacdo do alimento. Dessa forma, uma maior colonizacdo das particulas de alimento
proporcionaria uma maior eficiéncia na degradacao do mesmo.

Segundo Cheng et al. (1991), os quatro fatores principais que regulam a degradacéo da
fibra pelo ruminante seriam: 1) a estrutura e composicdo da planta, que regula o acesso da
bactéria ao nutriente; 2) a natureza da densidade da populacdo de microrganismos que
degradam preferencialmente a fibra; 3) fatores microbianos que controlam a adesdo e
hidrolise por complexos enzimaticos da populacdo microbiana aderida e 4) fatores
relacionados ao animal que aumentam a disponibilidade dos nutrientes através da mastigacao
e cinética da digesta.

No entanto no presente estudo ap0s 24 horas de incubacdo, ndo foi observada
correlacdo entre os marcadores de aderéncia avaliados e a digestibilidade dos alimentos
incubados in vitro. Este resultado pode ser explicado pelo método adotado, onde foi feita a
correlacdo dos marcadores entre si ou com a digestibilidade utilizando espécies forrageiras
diferentes como unidade experimental. As diferentes forragens apresentam caracteristicas
quimicas e histologicas diferentes, de forma que é provavel que diferencas em sua
digestibilidade ndo esteja diretamente associada a diferencas no grau de aderéncia bacteriana,
e sim por fatores inerentes a forragem. Desse modo, é improvavel que a quantidade de
bactérias aderidas fosse a mesma em todos as amostras para um mesmo nivel de degradacéo.

Da mesma forma, os diferentes marcadores ocupam diferentes compartimentos nas
células bacterianas, os quais podem variar entre espécies bacterianas e com sua atividade
metabolica. Em relacdo a este aspecto por exemplo, a alta correlacdo observada entre teor de

N™ e atividade enzimatica indica que este marcador foi utilizado preferencialmente para
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sintese de enzimas associadas a digestdo da fibra. Por outro lado, ndo existiu correlacdo entre
atividade enzimatica e degradabilidade da forragem.

Estes resultados indicam que a comparacdo de marcadores de aderéncia bacteriana
deve ser feita dentro de cada tipo de amostra/espécie forrageira, utilizando procedimentos ou
tratamentos que induzam variacdo da extenséo da degradagéo in vitro destas forragens. Por
exemplo, modificagdes no meio de incubacdo como pH, temperatura, presenca de cations
(Na', Ca™e Mg™), concentracdo de carboidratos soltveis (MIRON et al., (2001)), poderiam
inibir ou reduzir a aderéncia das bactérias ao substrato.

Farenzena et al. (2013), ao avaliar os efeitos da alteracdo no pH sobre a aderéncia
bacteriana as particulas de cynodon e azevém utilizando o fésforo como marcador de
aderéncia, verificou que tanto a degradabilidade quanto o teor de fésforo no residuo de
incubacdo foram linearmente e positivamente afetados pelo pH. Guimardes—Beelen (2006),
observaram que a presenga de taninos condensados em espécies de leguminosas como M.
hostilis, M. caesalpinifolia e B. cheilantha, afetou negativamente a degradabilidade ruminal
da matéria seca, proteina bruta e FDN, e também reduziu a aderéncia microbiana e atividade
da endoglucanase no contetdo ruminal.

Segundo Bowman e Firkins (1993), o N*° distribui-se rapidamente e é utilizado por
todas as espécies bacterianas, de modo que o enriquecimento do residuo de incubacdo com
N™ é representativo da biomassa total de bactérias aderidas a particulas. Por outro lado, a
atividade carboximetilcelulasica é especifica a algumas espécies bacterianas (CHESSON e
FORSBERG, 1988), tendo limitagbes como marcador da biomassa bacteriana total aderida no
residuo (BOWMAN e FIRKINS (1993)).

7.5 Microscopia Eletronica de Varredura

A analise dos residuos de incubagdo por microscopia eletrénica de varredura permitiu
uma estimativa visual do resultado da digestibilidade das forragens incubadas por 24 horas.
As imagens demonstram a grande degradacdo dos tecidos vegetais e a presenca das bactérias
aderidas a particulas. Foi possivel comprovar que mesmo apds 0s residuos passarem por
ciclos de sonicacdo para a extracdo de enzimas bacterianas, ainda é possivel identificar

bactérias e fungos aderidos a particulas, quando o esperado era que com este procedimento
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ocorresse 0 rompimento desses microrganismos, ou que estes tivessem a sua estrutura
danificada.

A grande presenca de fungos aderidos as particulas de forragem levantou
guestionamentos sobre a participacdo destes microorganismos no processo de degradacao das
forragens incubadas. Os fungos parecem ter uma importante funcdo na digestdo da fibra
porque sdo capazes de penetrar na cuticula e na parede celular de tecidos lignificados (AKIN,
1986) através de seus filamentos de crescimento e também sdo capazes de degradar materiais
mais recalcitrantes da parece celular como esclerénquima e tecido vascular (AKIN, 1989).
Mesmo os fungos altamente especializados que degradam lignina, iniciardo a degradacao dos
carboidratos estruturais uma vez que a lignina for removida dos tecidos (TEM TIAVE e
TEUNISSEN, 2001).

Contudo os fungos compreendem aproximadamente somente 8% da massa microbiana
ruminal, além de apresentar uma taxa de crescimento e de degradagdo muito mais lenta em
relacdo as bactérias. Apesar dos fungos preferencialmente colonizar tecidos lignocelulotiticos,
0 seu papel na degradacdo da lignina ainda ndao € bem compreendido e quantitativamente
também ainda ndo se sabe muito sobre a contribuicdo dos fungos ruminais na degradacéo da
parede celular e sobre o processo fermentativo em geral. Foi observado que em ensaios in
vitro os fungos sdo capazes de solubilizar parte da lignina presente na parede celular e que a

remocdo dos fungos do rimen reduziu a digestibilidade da matéria seca (FORD et al., 1987).



8 CONCLUSOES

A composicdo quimica das bactérias associadas a fase liquida difere das bactérias
aderidas a particulas de forragem e, em geral, ndo é afetada pelo tratamento com
metilcelulose. A concentragdo dos marcadores testados néo apresentou correlagéo consistente
entre si ou com a degradabilidade das amostras de forragem. Exceco foi a relacdo entre N*° e
atividade enzimatica, indicando que o isotopo foi incorporado principalmente em proteinas
enzimaticas bacterianas. Contudo, este resultado esta associado provavelmente a limitacGes da
metodologia utilizada no presente estudo, que utilizou diferentes amostras de forragem como
unidade experimental. Futuros ensaios com tratamentos e desenho experimental mais
adequado deverdo ser conduzidos na perspectiva de melhor responder as hipoteses

presentemente formuladas.
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Anexo A — Solugéo tamponante
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A solucdo tampdo do meio de incubacdo era composta de uma solucdo de trés

solugdes:

Composicgéo da solugdo tampao

Ingredientes:
Solugdo tampéo 1
Solucao tampéo 2
Solucéo redutora

Total

mi/litro
450
450
100
1000

Solugdo tampéo 1 (g/litro)

- 4,411g de Na,HPO,12H,0
- 2.893g de KH,PO,

- 0.233g de MgCI,6H,0

- 0.025ml de CaCl,*

Solugéo tampéo 2
- 3,127g de NH,HCO;
- 12,0409 de NaHCO;

Solucdo redutora:
- 3,99 de Cysteine HCL
- 1,0g de NaOH
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Anexo B — Solugdo complexante

Os reagentes foram pesados separadamente em balanca de precisao:
- 3,8 g de molibidato de aménio ((NH4)6Mo7 O24 4H20)
- 5 g &cido borico (H3sBOs3)

Os reagentes foram diluidos em aproximadamente 500 mL de &gua destilada, adicionados
70,7 mL &cido cloridrico concentrado (HCI) e em seguida transferida a solugdo para um baldo
volumétrico de 1L e completado o volume com agua destilada.



Anexo C — Solucdo redutora

Os reagentes foram pesados separadamente em balanca de precisao:
- 0,25 g acido amino - naftol — sulfénico (NH2C10H5(OH)SO3H)

- 0,50 g sulfito de sodio (Na2S03)

- 14,6 g de metabissulfito de sodio (Na2S205)

Diluidos e transferidos para baldo de 100 mL e completado o volume com agua destilada

68



Anexo D- Solugéo tampdo fosfato

Os reagentes foram pesados separadamente em balanca de precisao:
- 0,625¢g de Fosfato de Potassio Dibasico Anidro (Ko;HPO,);

- 5g de Fosfato de Potassio Monobasico (KH; PO,);

-0,65¢g Cloreto de Sodio (NaCl);

-0,045¢ de Cloreto de Célcio (CaCly);

-0,360 de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO,47h,0).

Ap0s a pesagem, cada reagente foi diluido em aproximadamente 100 mL de agua

destilada, em seguida misturados e completado o volume de 1 litros.
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Anexo E - Solucéo de 3,5-dinitro-salicilato (DNS 1%)

Para o preparo dessa solugéo era dissolvido com aquecimento:
- 5 g do &cido 3,5-dinitro-salicilico em 100 ml de NaOH 2N

-150 g de tartarato duplo de sddio e potassio em 250 ml de &dgua destilada.

As duas solucGes foram misturadas e transferidas para um bal&o volumétrico de 500
mL e o volume foi ajustado com agua destilada.
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Anexo F — Solucdo de comassie brilhante blue

-50 mL de etanol 95%
-100 mL de acido ortofosforico 85%

-100 mg de comassie brilhante blue

Os reagentes foram diluidos em agua destilada e depois transferidos para baldo
volumétrico de 1L e completado o volume com agua destilada.
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Anexo G — Solugéo tampéo citrato-HCI

Foram pesados 58,82 g de citrato (Na3CgHs0;.2H,0), adicionado agua destilada até
em torno de 850 ml. Em seguida foi adicionado HCI concentrado até atingir o pH desejado. A
solucdo foi transferida para baldo volumétrico de 1L e completado o volume com &gua

destilada.
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Anexo H - Solugdo ninhidrina:

Foram pesados 250 mg de ninhidrina p.a. adicionados 6 ml de &cido acético glacial e 4
ml de acido fosforico 6 M. A solucdo foi transferida para baldo de 100 mL e completado o

volume com &gua destilada.
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Apéndice A — Resultados e calculos do excesso de N*™ nos residuos de incubagéo

75

. N (% na %MS ) Excesso de N15  Excesso N15 (%  Excesso N15 (ug/
Amostra N°Ensaio C (%) N (%) l\(/IS) SISN™  pesiduo  15NScorrr M oo doNtotal)  naMS residugl) MS residua(l)g ’
A7 1 1 42.02768 1.417374 1.5838347 114.305 89.49 105.655 0.408 0.0417 0.000660503 6.61
2 41.68699 1.4205 15873276 114.816 106.166 0.408 0.0419 0.000664917 6.65
AZ 2 1 42.71104 1.383583 1.5019356  209.932 9212 208.042 0.443 0.0766 0.001149905 11.50
2 41.69959 0.989402 1.0740357 134.144 132.254 0.415 0.0489 0.000525597 5.26
AZ 3 1 42.81497 1.566291 1.7002721 124.184 92.12 120.269 0.412 0.0453 0.000770309 7.70
2 43.44759 1.338297 1.4527753 148.159 144.244 0.420 0.0540 0.000785171 7.85
cy 1 1 4471081 1.991473 2.2161954  116.603 89.86 109.947 0.409 0.0425 0.000942786 9.43
2 43.53923 1.674656 1.8636274  90.536 83.88 0.399 0.0330 0.00061564 6.16
cy 2 1 42.46912 1.53205 1.6924987 163.325 90,52 156.091 0.426 0.0596 0.001008306 10.08
2 42.35001 1.684702 1.861138  186.354 179.12 0.434 0.0680 0.001264996 12.65
cy 3 1 4429769 1.394649 15215459 192.713 91.66 188.743 0.437 0.0703 0.001069441 10.69
2 44.14545 1.318902 1.4389066  166.979 163.009 0.427 0.0609 0.000876394 8.76
cy 4 1 44.00236 0.970255 1.0395959 231.138 93.33 228.348 0.451 0.0843 0.000876259 8.76
2 44.25562 1.30701 1.4004183 282.279 279.489 0.469 0.1029 0.00144128 14.41
AF 1 1 43.77916 1.855476 2.0276211 57.912 9151 57.408 0.387 0.0211 0.000428527 4.29
2 4451854 1.743237 1.9049689 75.118 74.614 0.394 0.0274 0.00052217 5.22
AF 2 1 44.41805 1.416196 1.549788 87.013 91.38 86.221 0.398 0.0317 0.000492051 4.92
2 46.04796 1.401244 1.5334251 75.199 74.407 0.394 0.0274 0.000420779 421
AF 3 1 45.35084 1.305384 1.4408216 71.606 90.6 71.291 0.392 0.0261 0.000376485 3.76
2 43.297 1.211499 1.3371953 60.687 60.372 0.388 0.0221 0.000296146 2.96
AF 4 1 4559993 1.13902 1.2571962  77.642 90.6 78.017 0.395 0.0283 0.000356183 3.56
2 44.03645 0.864356 0.9540357 91.184 91.559 0.400 0.0333 0.000317416 3.17

AZ: Azevém, CY: Cynodon, AF: alfafa
& 15N'Scorr*: descontado o valor de § 15N'° do alimento; atm%: % de 4tomos no residuo
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Apendice A — Resultados e célculos do excesso de N*® nos residuos de incubacéo (Continuaco)

. N (% na %MS ) Excesso de N15  Excesso N15 (%  Excesso N15 (ug/
Amostra N°Ensaio C (%) N (%) l\(/IS) SISN™  pesiduo  15NScorrr M oo doNtotal)  naMS residugl) MS residua(l)g ’

AF1 1 48.04746 1.469309 1.6354734  72.508 89.84 72.875 0.393 0.0265 0.000432728 4.33
2 48.36497 1.72971  1.9253224 66.67 67.037 0.391 0.0243 0.000468418 4.68

AE? 1 49.60118 1.678397 1.871331 49.443 89.69 49.600 0.384 0.0180 0.000337678 3.38
2 50.16559 1.79108 1.9969672  66.004 66.161 0.390 0.0241 0.000480997 4.81

ss 1 43.90488 1.158553 1.2847117 179.358 90.18 179.303 0.432 0.0654 0.000840446 8.40

2 42.93323 0.879458 0.9752247  98.877 98.822 0.402 0.0361 0.000351827 3.52

A.F: amendoim forrageiro, SS: silagem de sorgo
MS; matéria seca; & 15N'Scorr*: descontado o valor de § 15N'5 do alimento; atm%: % de 4tomos no residuo

R isotdpica do padréo

0,366% (15N)
99,633% (14N)

R padrdo = 0,0036765 ou atm % padrdo = 0,3663

Excesso de N15 (% do N total)

R padrao = ( Excesso de N15 (%) = atm % amostra — atm % padrao

Excesso N15 (% na MS residual)
Delta da amostra:
_ Excesso de N15 (% do Ntotal) xN (% na MS)

1N amostra — 1N padrdo 100
samostra = | 14N TEN 14N x 1000
mpadrdo

% de 4tomos no residuo Excesso N15 (ug/g MS residual)

_ Excesso de N15 (% na MS residual)
- 100

damostra + 1) X 1000 X 1000

1000
damostra + 1)
1000

100 X R padrio X (

atm % =
1+ RpadraoX (
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Apéndice B — Digestibilidade in vitro e aderéncia bacteriana a particulas de forragens (marcadores: N*°, Purinas, F6sforo e variaveis da atividade

enzimatica)

Dig.  Dig Dig. N® Pur P nmol glic nmol glic mg ug glic

For. Rep. Ens. MS' FDN Fracdo (ug/gMS mg/gMS mg/g MS liber./g liber./g Proteina  liber./ml

insol  residual) residual residual MS/min(CMC) MS/min(xil) total Enzima
AZ 1 1 86.9 784 84.3 6.61 0.50 0.39 1834 808 0.28 62.6
AZ 1 2 86.6 77.9 83.9 6.65 0.46 0.69 1045 6020 0.34 57.4
AZ 2 1 88.1 783 81.9 11.5 0.57 0.82 1388 12179 0.33 86.7
AZ 2 2 88.8 78.6 83.1 5.26 0.43 0.53 428 5030 0.19 42.8
AZ 3 1 947  89.2 92.0 7.70 0.45 0.68 3052 16589 0.35 78.6
AZ 3 2 942  88.2 91.2 7.85 0.47 0.79 2364 13202 0.31 75.4
CY 1 1 548 416 45.0 9.43 0.54 0.49 3773 14443 0.30 121
CY 1 2 61.1 31.6 52.7 6.16 0.46 0.36 2397 10901 0.30 37.8
CY 2 1 73.2  66.1 65.1 10.1 0.58 1.47 2196 12303 0.54 103
CY 2 2 734  66.6 64.1 12.6 0.59 1.97 3246 14810 0.32 61.8
CY 3 1 70.7 634 63.2 10.7 0.84 0.71 1805 12114 0.29 78.0
CY 3 2 73.3  66.8 66.4 8.76 0.53 0.59 2393 12803 0.66 35.3
CY 4 1 66.5 57.6 57.7 8.76 0.32 0.70 1446 9314 0.25 50.6
CY 4 2 64.7 56.4 55.5 14.4 0.55 0.33 2310 11807 0.50 72.2

For=forragem; Rep=repeticdo; Ens=ensaio; Dig. MS=digestibilidade in vitro da matéria seca; Dig. FDN= digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro; Dig. Fragdo insol=
digestibilidade in vitro da fracdo insolivel do alimento; Pur=purinas, P=fosforo; nmol glic liber./g MS/min(CMC)= nmol de glicose liberada/g de MS/min substrato
carboximentilcelulose; nmol glic liber./g MS/min(xil)= nmol de glicose liberada/g de MS/min substrato xilano; pg glic liber./ml Enzima= nmol de glicose liberada/g de MS/min
no extrato enzimatico; AZ=azevém; CY=Cynodon.
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Apéndice B — Digestibilidade in vitro e aderéncia bacteriana a particulas de forragens (marcadores: N*°, Purinas, F6sforo e variaveis da atividade
enzimatica (continuacéo).

Dig.  Dig Dig. N® Pur P nmol glic nmol glic mg Mg glic

For. Rep. Ens. MS' FDN F_ra(;ao (ug{g MS mg/_g MS mg/_g MS Ilper./g Ilbe_r./g_ Proteina Ilber_./ml

insol residual) residual  residual MS/min(CMC) MS/min(xil) total Enzima
ALF 1 1 75.2  60.7 67.4 4.29 0.32 2.47 621 4064 0.22 48.9
ALF 1 2 742 573 65.2 5.22 0.32 2.34 1744 4471 0.39 72.7
ALF 2 1 788  63.6 68.4 4.92 0.45 1.01 618 4709 0.33 98.4
ALF 2 2 80.5 594 71.0 4.21 0.51 0.88 1093 4483 0.29 82.9
ALF 3 1 67.7 50.6 58.7 3.76 0.44 0.97 701 5630 0.32 53.9
ALF 3 2 66.8  49.2 57.6 2.96 0.42 0.95 1513 5844 0.31 57.6
ALF 4 1 838 618 74.4 3.56 0.39 1.01 1829 7927 0.46 101
ALF 4 2 83.7 616 74.3 3.17 0.36 0.80 1701 5773 0.34 50.7
AMF 1 1 910 764 87.5 4.33 0.37 0.40 555 6689 0.17 123
AMF 1 2 915 76.3 89.3 4.68 0.37 0.61 437 5030 0.17 45.0
AMF 2 1 90.3 754 86.9 3.38 0.57 0.60 506 4003 0.21 72.7
AMF 2 2 909 76.9 87.6 4.81 0.82 1.00 591 6800 0.25 92.1
SS 1 1 748  36.7 66.0 8.40 0.77 0.19 353 4480 0.22 89.6
SS 1 2 723 318 63.0 3.52 0.38 0.06 723 5226 0.19 44.0

For=forragem; Rep=repeticdo; Ens=ensaio; Dig. MS=digestibilidade in vitro da matéria seca; Dig. FDN= digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro; Dig. Fragdo insol=
digestibilidade in vitro da fracdo insollvel do alimento; Pur=purinas, P=fésforo; nmol glic liber./g MS/min(CMC)= nmol de glicose liberada/g de MS/min substrato
carboximentilcelulose; nmol glic liber./g MS/min(xil)= nmol de glicose liberada/g de MS/min substrato xilano; pg glic liber./ml Enzima= nmol de glicose liberada/g de MS/min
no extrato enzimatico; ALF=alfafa; AMF=amendoim forrageiro; SS=silagem de sorgo.



