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RESUMO GERAL

Objetivou-se avaliar o efeito de diferentes concentracfes de cloreto de sddio
(NaCl), cloreto de magnésio (MgCly,) e cloreto de célcio (CaCl,) sobre a condutividade
elétrica, fermentacdo e crescimento de microrganismos celuloliticos, glicoliticos e
amiloliticos advindas de liquido ruminal de bovinos e caprinos. Foram utilizados
liquidos ruminais de um bovino e um caprino, fistulados no ramen para obtencdo do
indculo. Avaliaram-se seis niveis de NaCl, MgCl, e CaCl, (0 mg/dL, 100 mg/dL, 200
mg/dL, 400 mg/dL, 800 mg/dL e 1600 mg/dL) e trés substratos (amido, celulose e
glicose), em delineamento inteiramente casualizado, no esquema fatorial 6 x 3 para
determinacdo dos pardmetros de crescimento microbiano. Nos experimentos com
bovinos, obteve-se efeito quadratico dos niveis de CaCl, sobre a concentracdo de
proteina microbiana nos meios com amido, e efeito quadratico para o MgCl, quando no
meio com celulose. Ocorreu efeito quadratico dos niveis de NaCl, MgCl, e CaCl; sobre
a concentragdo de proteina microbiana nos meios com glicose. A concentracdo de N-
NH; cresceu linearmente com o aumento dos niveis de NaCl e CaCl, no meio contendo
celulose. Ja as concentracdes de acetato decresceram linearmente em funcdo do aumento
do NaCl nos meios contendo amido, celulose e glicose. Obteve-se efeito quadratico para
0 substrato amido e celulose sobre as concentracBes de propionato nos niveis de NaCl.
Nos experimentos com caprino, as concentracdes de proteina microbiana aumentaram
linearmente com o aumento dos niveis do NaCl, MgCl, e CaCl,, quando o substrato foi
o amido. Ocorreu efeito quadratico do CaCl, sobre a concentracdo de proteina
microbiana quando o substrato foi a celulose. Contudo, nos niveis de CaCl, sobre a
concentracdo de N-NHj; existiu efeito linear crescente para amido. Em relacdo ao
MgCl,, possuiu efeito linear sobre a concentracdo de N-NH3; quando o substrato foi a
celulose. Observou-se efeito quadratico dos niveis de NaCl no meio contendo amido
sobre a concentracao de acetato. Houve efeito linear decrescente dos niveis de CaCl, no
meio contendo celulose sobre a concentragdo de acetato. Obteve-se efeito linear
decrescente dos niveis de NaCl e MgCl, no meio contendo amido sobre a concentracéo
de propionato. Obteve-se efeito linear decrescente nos niveis de NaCl, MgCl, e CaCl; no
meio contendo amido sobre a concentracdo de butirato e ocorreu efeito linear
decrescente do MgCl, no meio contendo glicose, Concluindo-se que 0s microrganismos
advindos de bovino na presenca do sal NaCl e do CaCl, at¢é 1600 mg/dL ou

condutividade elétrica de 34,81dS/m e de 22,95dS/m néo afetam a eficiéncia microbiana



xii

das bactérias fermentadoras de amido, celulose e glicose. O MgCl, também néo afeta a
eficiéncia microbiana das bactérias fermentadoras de celulose e glicose ao nivel de até
1600 mg/dL  ou condutividade elétrica de 24,11dS/m. Entretanto, a eficiéncia
microbiana das bactérias fermentadoras de amido € inibida a niveis acima de 800 mg/dL
ou com condutividade 18,22dS/m. Entretanto, os microrganismos advindos de caprino
na constituigdo do sal NaCl e do CaCl, até 1600 mg/dL ou condutividade elétrica de
34,81dS/m e de 22,95dS/m ndo afetam a eficiéncia microbiana das bactérias
fermentadoras de amido, celulose e glicose. O MgCl, também néo afeta a eficiéncia
microbiana das bactérias fermentadoras de celulose e glicose ao nivel de até 1600
mg/dL ou condutividade elétrica de 24,11dS/m. Entretanto, a eficiéncia microbiana das
bactérias fermentadoras de amido é inibida a niveis acima de 800 mg/dL ou com
condutividade 18,22dS/m.

Palavras chave: Agua, minerais, microrganismos ruminais, ruminantes
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of sodium chloride (NaCl), magnesium
chloride (MgCl,) and calcium chloride (CaCl,) different concentrations on the electrical
conductivity, growth and fermentation of cellulolytic, glycolytic and amylolytic
bacterias, resulting from cattle and goats. Were used cattle and goats rumen liquid, from
rumen cannulated animals to obtain the inoculum. Was evaluated six levels of NaCl,
MgCl, and CaCl;, (0 mg/dL, 100 mg/dL, 200 mg/dL, 400 mg/dL, 800 mg/dL and 1600
mg/dL) and three substrates (starch, cellulose and glucose) in a completely randomized
delineation in a factorial 6 x 3 to microbial growth parameters determination. In the
cattle experiments, was obtained a CaCl, quadratic effect levels on microbial protein
concentration in the starch medium, and an MgCl, quadratic effect in the cellulose
medium. Occurred a quadratic levels effect of NaCl, MgCl, and CaCl; on the microbial
protein concentration in glucose medium. While acetate concentrations decreased
linearly with the increase of NaCl in starch, cellulose and glucose containing medium.
Was obtained a quadratic effect to starch and cellulose medium, above the propionate
concentrations in NaCl levels. However in goat experiments the microbial protein
concentrations increased linearly with NaCl, MgCl, and CaCl, increasing levels, in
starch medium. Occurred a quadratic effect of CaCl, concentration on the microbial
protein in cellulose medium . However, at CaCl; levels on N-NHj; concentration existed
a linear increasing effect for starch. Regarding MgCl,, happened a linear effect on the
NH; concentration in cellulose medium. Was observed a quadratic effect levels of NaCl
in starch containing medium on the acetate concentration. There was a decreasing linear
effect of CaCl; levels in cellulose containing medium on the acetate concentration. Was
obtained a NaCl and MgCI, linear effect levels in starch containing medium on
propionate concentration. Was obtained a NaCl, MgCl, and CaCl; linear decrease levels
in starch containing medium on the butyrate concentration and was MgCl, declining
linear effect on glucose containing medium. Concluding that the bovine bacteria in
NaCl presence above of 400 mg/dL reduced the cellulose fermenting bacteria
efficiency. While glucose fermenting bacteria are tolerant to NaCl concentrations
supporting levels of up to 800 mg/dL and the amylolytic bacteria tolerate levels up to
1600 mg/dL. However, the MgCl, salt at levels of 1600 mg/dL does not affect the
efficiency of starch and glucose fermenting bacteria, on the other hand, the cellulose

fermentative bacteria have shown to be less tolerant to levels above 400 mg/dL.
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However, the CaCl, at the level of 1600 mg/dL does not affect the efficiency of starch,
cellulose and glucose microbial fermenting bacteria. However, the goats bacteria in the
constitution of NaCl salt to 1600 mg/dL does not affect the efficiency of starch,
cellulose and glucose microbial fermenting bacteria. At the same way MgCl, did not
affected the cellulose and glucose fermenting microbial efficiency at the level up to
1600 mg/dL. However, the microbial efficiency of starch fermenting bacteria is
inhibited at levels above 800 mg /dL. The CaCl, up to 1600 mg /dL does not affect the

microbial efficiency of starch, cellulose and glucose fermenting bacteria.

Keywords: Mineral, rumen microorganisms, ruminants, water
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1. REFERENCIAL TEORICO
1.1 Fontes de 4gua para o consumo animal

A 4gua é um recurso natural fundamental para producdo animal, devendo estar
disponivel em quantidade e qualidade. Ela deve ser limpa, inodora, incolor, insipida e
abundante. Ela é utilizada na dessedentacdo dos animais (PEREIRA et. al., 2009). Em
animais de climas quentes, tem efeito direto no conforto térmico pelo resfriamento,
desde que a agua se encontre em temperatura inferior a do corpo, e serve como veiculo
primario de transferéncia de calor atraves da evaporagéo cutanea e respiratoria (BEEDE
et. al., 1986).

A &gua pode ser obtida pelos animais a partir de trés fontes: a agua de beber, a
agua contida nos alimentos e a 4gua metabdlica da oxidacdo de reservas energéticas
(ESMINGER et. al., 1990). A agua a ser fornecida aos animais pode ter origem de
fontes naturais (represas, lagos e corregos) ou artificiais (bebedouros). Em ambos os
casos deve-se evitar a presenca de agentes contaminantes quimicos (sulfatos, amonia,
nitritos, nitratos e restos de defensivos) ou microbioldgicos (coliformes estreptococos
fecais, salmonelas e outros) (NCR, 2001; ARAUJO et al., 2011).

A ingestdo de agua pelo animal pode estar relacionada a diferentes variaveis tais
como: massa corporal, consumo de matéria seca, gasto de energia, efeitos das estacdes
do ano (temperatura, radiacdo e umidade), efeito da privacéo (disponibilidade e espaco
para 0 acesso nas fontes), da qualidade da agua, das espécies, das racas e dos diferentes
estagios fisioldgicos do animal: crescimento, gestacdo e lactacdo (NRC, 2007).

A baixa ingestdo de 4gua aumenta os valores de hematdcrito e a concentragdo de
ureia no sangue, reduz a taxa respiratéria e a contratilidade ruminal, acarretando
diminuicdo no peso corporal e na producdo de leite e pode ocasionar agressividade dos
animais em torno de bebedouros (RIBEIRO & BENEDETTI, 2010). Embora os
ruminantes possam tolerar 4gua de pior qualidade, algumas substancias presentes na
agua, em determinados niveis, podem ser fatais (RIBEIRO & BENEDETT]I, 2010).

A composicdo corporal de agua em um animal adulto é em torno de 55 a 70%,
nos animais jovens entre 80 a 85% e até 90% o0 peso corporal dos animais recém-
nascidos. A restricdo de dgua afeta o desempenho animal de forma mais extremo do que
quaisquer outros nutrientes (BOYLES, 1988). Portanto, a ingestdo de agua é mais
importante do que o consumo de alimentos (FARIES, et. al., 1997).

Os ruminantes necessitam do fornecimento constante de dgua de boa qualidade e

abundante. Para manter o bom funcionamento da fermentagdo e do metabolismo



ruminal, assim como; absorcdo e digestdo de alimentos, controle sanguineo, e as
demandas dos tecidos corporais (TAVARES, et.al.2011).

Dos animais domésticos, os caprinos sdo os mais eficientes no uso da agua. Séo
capazes de conservar agua pela reducdo das perdas urinarias e fecais, como descrito por
Aganga (1992), e também o consumo de agua nos alimentos € alto, dado a selecdo e
ingestdo de brotos (SILANIKOVE, 2000).

1.2 Qualidade da agua no Nordeste

A regido Nordeste € constituida por nove estados: Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, ocupando uma area
correspondente a 18,3% da area total do Pais. A area ocupada por essa regido nordestina
é de 1.219.000 km?, equivale a aproximadamente um quinto da superficie total do Brasil
e desta, 980.133 km?2 ¢é ocupada pela regido semiarida (CIRILO, 2007; MALVEZZI,
2007; IBGE, 2009).

A regido Nordeste esta situada geograficamente na por¢cdo central proxima a
linha do Equador e localizada sob a influéncia de diferentes massas de ar,
condicionando o predominio do clima semiarido, por conta das altas temperaturas e
maior nimero de horas de sol por ano, que implica em maior evapotranspiracdo
(SUASSUNA, 2007).

No periodo de seca, quando sdo mais elevadas as temperaturas e a
evapotranspiracdo da regido, os acudes, rios, barreiros e po¢os tém seus niveis de
concentracdo de sais mais elevados, que contribuem para a redu¢do do volume de agua
disponivel e para a concentracdo de solutos, principalmente sais, tornando a agua de
baixa qualidade. Nesta estacdo os animais exigem maior demanda de agua, a fim de
atender as suas necessidades fisioldgicas Silva Junior et. al. (1999). O fornecimento de
agua de ma qualidade pode trazer riscos a saude dos animais, com sérios reflexos
econdmicos.

Um dos fatores responsaveis pela salinizacdo dos solos do nordeste brasileiro € o
processo de concentracdo por evaporagdo, observando-se relagdo direta entre o indice de
aridez e o grau de salinizacdo das aguas. Portanto, a concentracao total de sais varia de
acordo com o zoneamento arido, observando-se ainda que o aumento da concentracdo
seja acompanhado pelo aumento de CI', Na* e Mg, (CRUZ & MELO, 1974).

Os sais mais predominantes no solo e na agua sao: o cloreto de sédio (NaCl), o

sulfato de magnésio (MgSQO,), o sulfato de sddio (Na,SQO,), o cloreto de magnésio



(MgCl,) e o carbonato de sodio (Na,CO3). Fatores como o pH e a temperatura podem
afetar a solubilidade destes sais, indices importante no estudo sobre qualidade das &guas
(ULZURRUN, 2000).

Silva Junior et. al. (1999), analisando &guas provenientes de diversas fontes nos
Estados da Paraiba, Ceara e Rio Grande do Norte, concluiram que as aguas do escudo
Cristalino do nordeste brasileiro possuem baixos niveis de sulfatos, carbonatos e
potéssio, além de constatarem a predominancia de aguas cloretadas sddicas

independentes do nivel de salinidade.

1.3 Qualidade da agua e sua composi¢ao para ruminantes

Qualidade da agua € de suma importancia para o animal, ndo apenas pelo fato da
ingestdo de alimentos, mas também para a salde deste, porque agua pode ser um
veiculo importante de contaminantes fisicos, quimicos e bioldgicos, que devem ser
evitados devido aos danos que causam aos animais. Além de colocar em risco a
seguranca dos produtos de origem animal que servem de alimento aos humanos.

A portaria n° 518 de 25 de mar¢o de 2004 do ministério da saide define dgua
potavel para o consumo humano cujos parametros microbioldgicos, fisicos, quimicos e
radioativos atendam ao padréo de potabilidade e que ndo ofereca riscos a saude, aspecto
importante para a producdo animal.

Portanto, a agua de qualidade apropriada além de ser palatavel e aceitavel, deve
estar também em concordancia com requisitos relacionados com a sua utilizacdo para
producdo animal de forma a assegurar a sua distribuicdo apropriada. A agua fornecida
aos animais no Semiarido Brasileiro é advinda de barragens, acudes, rios, barreiros e
POGOS.

A qualidade da &gua pode ser avaliada por suas caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas. Do ponto de vista microbiol6gico a &gua pode conter varios microrganismos
contaminantes como bactérias (Campylobacter jejuni, Escherichia coli e Salmonella -
1700 spp.), virus (adenovirus — 31 tipos, enterovirus — 71 tipos e rotavirus), protozoarios
(Balantidium coli, Entamoeba histolytica e Giardia lamblia), além de helmintos
(Ancylostoma duodenale, Ascaris lumbricoides, Dracunculus medinensis) de acordo
com Araujo et.al., (2011). Esses seres utilizam a agua como veiculo e, quando ingeridos

e alojados no organismo animal, podem causar graves danos ao desempenho deste,



algumas das principais enfermidades dos animais podem ser conduzida pela agua, a
exemplos da leptospirose, tuberculose, febre aftosa e da brucelose.

Um fator determinante como parametro de analise da agua € o seu aspecto
fisico-quimico. Na avaliacdo deste critério devem ser levados em consideracdo: 0s
solidos dissolvidos totais (SDT), pH, a presenca de nitrato, nitrito entre outros minerais.

A medida que o excesso de solidos (SDT) aumenta, a qualidade da agua piora,
causando rejeicdo na ingestdo de agua e perda do desempenho zootécnico. Acarretando
acumulo de minerais nos 6rgdos ou até mesmo causando complicac@es renais.

A salinidade de modo geral é 0 acimulo de sais na agua ou concentracao total de
minerais dissolvidos nela, e sendo expressa como a concentracdo total de sélidos
(minerais) dissolvidos (SDT) em unidades de miligramas por litro (mg/L) ou em partes
por milhdo (ppm), (CARVALHO, 2012). O teor de sais na dgua pode ser estimado
através da condutividade elétrica, sendo utilizadas as unidades de microMHO (UMHO),
18 micro Siemens por centimetro (uS/cm) ou deciSiemens por metro (dS/m) segundo
Pedrosa & Caetano (2002).

O Conselho Nacional de Meio Ambiente — CONAMA, por meio da Resolucéo
N°. 357, de 17 de marco de 2005, dispem sobre a classificacdo dos corpos de agua e
diretrizes ambientais para o seu enquadramento, podendo classificar a agua a partir do
seu teor de sal como: doce (dgua com salinidade igual ou inferior a 0,50%); salobra
(dgua com salinidade superior a 0,5% e inferior a 30%) e salina (dgua com salinidade
igual ou superior a 30 %).

Os animais também podem afetar a qualidade da agua com a contaminacao
urinaria e fecal. Os dejetos dos animais podem elevar as concentracGes de nitrato e
outros poluentes quimicos, além de aumentar a quantidade de microrganismos
patogénicos e helmintos (ARAUJO et.al., 2011.).

Todos esses patdgenos afetam negativamente o desempenho dos animais por
causa da patologia que provocam devido a reducdo do apetite, sintoma comum nos
animais doentes, com consequente reducdo na ingestdo de alimentos e perda de peso.
Além disso, os animais ainda sofrem com o estresse provocado com o manejo sanitéario,
agravando ainda mais a situacao.

Altos niveis de nitrato (NO3 acima de 100 ppm) podem diminuir a capacidade de
transporte de oxigénio do sangue causando problemas reprodutivos. Altos teores de
nitrito (NO, acima de 4 ppm) podem ocasionar morte de vacas (RIBEIRO et. al., 2012).



O pH expressa a concentracdo hidrogenidnica de uma solugédo aquosa, indicando
a sua acidez, neutralidade ou alcalinidade. A agua designada ao abeberamento dos
animais deve apresentar um pH entre 6,5 e 9. Se o valor de pH for menor a 6,5,
indicando uma agua intensamente acida, pode acarretar situacdes de acidose e reducao
na ingestdo dos alimentos. Podendo, acarretar danos das canalizacbes e dos
equipamentos de fornecimento. Agua fortemente alcalina, com valores de pH superiores
a 9, pode provocar distdrbios digestivos e diarreias, diminuicdo da eficiéncia de
conversdo alimentar e reducdo da ingestdio de alimentos (GOVERNO DE
PORTUGAL).

1.4 Efeito da &gua salina sobre o desempenho de ruminantes

A salinidade refere-se a quantidade total de sais minerais dissolvidos na &gua,
sendo que a tolerancia dos animais a salinidade varia de acordo com a espécie, a idade,
a necessidade de agua e as condicdes fisioldgicas.

Os principais minerais ou sélidos dissolvidos ocorrem na forma iénica, sendo
eles: magnésio, célcio, bicarbonato, ions de sulfato e o sddio, que normalmente formam
90% da concentracdo de solidos totais presentes na agua, sendo este Gltimo um dos mais
potentes, quando presente em altas concentracbes na agua ingerida pelos animais,
podendo causar diarreia, desempenhando um papel laxativo (ALBUQUERQUE, 2012).

Runyan e Bader (1994) relataram que adguas com condutividade elétrica (teores
de sais) entre 5,0 e 8,0 dS/m sdo adequadas para o fornecimento aos ruminantes, entre
8,0 e 11,0 dS/m devem ter seu fornecimento limitado aos ruminantes, incluindo os
caprinos e bovinos. Ja aguas com condutividade superior a 11,0dS/m séo consideradas
como de alto risco para animais jovens, gestantes e lactantes, enquanto que acima de
16,0 dS/m ndo tem condi¢des de uso para as espécies animais. Animais de aptiddo
leiteira sdo mais resistentes ao excesso de sal que os animais de corte. Se a salinidade
for apropriada, pode ser uma boa contribuicdo ao consumo de minerais (CERVONI,
2006).

Bagley et. al. (1997), relataram que dguas com teores de 1.000 ppm de SDT séo
considerados baixos, podendo ser ingerida por quaisquer ruminante. J&, em
concentragfes de SDT na &gua que variam de 1.000 a 4.999 ppm sdo ideais para
ingestdo apenas de ovinos e bovinos, entretanto podem ocasionar diarreias temporarias
ou ter méa aceitabilidade pelos animais ndo adaptados, porém néo ira prejudicar o

desempenho produtivo dos mesmos. ConcentracOes que variam entre 5.000 a 6.999 ppm



de SDT na agua, também podem ser fornecida aos ovinos e bovinos, porém animais
gestantes ou lactantes devem ter o consumo evitado.

Entre os elementos quimicos, 0 magnésio (Mg), quando presente em excesso na
agua, pode causar distarbios fisioldgicos, especialmente em associacdo com elevadas
concentracdes de sais (superior a 10,0 dS/m para caprinos/ovinos) e 6,6dS/m para
bovino.

Pierce (1957), analisando quatro niveis de NaCl (0; 1,0; 1,5 e 2,0%) na &gua de
beber para ovinos, o autor relatou que até 1% de NaCl na 4gua ndo interferiu 0 consumo
de alimentos ou o desempenho produtivo. Ja no nivel com 2% ocorreu reducdo no
consumo alimentar e diminui¢do no ganho de peso dos ovinos.

Em resultado idéntico analisado por Wilson (1966), fornecendo diferentes
concentracdes de sais na alimentacdo e na dgua para ovinos, verificou quem em niveis
acima de 2% ocorreu um aumento na ingestdo de agua, em virtude do maior volume
necessario para a eliminacdo dos sais. Acarretando, uma reducdo na ingestdo de
alimentos ocasionada pelo aumento das concentragdes de sais contidos nas ragdes ou na
agua.

Segundo Valtorta et. al. (2008), em estudo com vacas de alta producdo
fornecendo agua com trés concentracdes de SDT- 1.000, 5.000 e 10.000 mg/L, foi
observado um aumento na ingestdo de agua com elevadas concentrac@es de SDT, e sem
nenhum efeito sobre o consumo e o desempenho animal. Comprovando a adaptacdo
tamponante ruminal a ingestdo de diferentes niveis de SDT.

MCGregor (2004) relata que, em comparagdo com &gua potavel, os caprinos
podem apresentar uma aceitabilidade de dgua salobra com até 12.5dS/m. Estes animais
sdo capazes de adaptar-se ao consumo de dgua com niveis de salinidade de até 9.5dS/m,
mantendo a ingestdo de alimentos. Entretanto, niveis de salinidade superiores a esse
resultam em um declinio na ingestéo de alimentos.

Caprinos e ovinos apresentam diferencas no consumo de agua em condicdes
normais de alimentacdo. Aganga (1992) estudando caprinos da raca Maradi e ovinos da
raca Yankasa, observou diferenca significativa na ingestdo de &gua, onde caprinos
beberam menos agua (152,4 mL/Kg, 0,73/dia) do que os ovinos (202,5 mL/Kg,
0,73/dia), evidenciando que caprinos apresentam um melhor mecanismo de conservagéo
de agua. Além disso, o autor observou diferenca com relacdo a idade onde animais

jovens consumiram um menor volume de agua do que animais velhos. O consumo



maior por animais mais velhos deu-se por apresentar tamanhos maiores e por isso,
maior exigéncia de agua.

No estudo de Abou Hussien et. al., (1994), a ingestdo de 4gua com 9,500 mg/L
de solidos totais reduziu a ingestdo de ovelhas, mas ndo de cabras. O aumento do teor
de sal a partir de 9.500 a 17.000 mg /L SDT reduziu o consumo alimentar por ambas
espécies.

Abou Hussien et. al. (1994) concluiram que o mecanismo pelo qual as ovelhas e
cabras controlam a carga de sal por beber 4gua salina é diferente dos camelos. Ovinos e
caprinos excretam mais urina e aumentam a taxa de filtracdo para reduzir a carga
elevada de sal resultante do seu alto consumo de &gua salina. J& os camelos diminuem a
ingestdo de agua salina para reduzir o stress de sal.

Durante os periodos de seca, as cabras precisam de agua adequada para manter a
ingestdo de alimentos e para permitir refrigeracdo durante periodos quentes. Quando a
sombra é fornecida, cabras parecem consumir menos agua do que ovelhas, mas quando
a sombra é ausente, cabras parecem beber mais agua do que ovelhas. As cabras
preferem agua salina com até 12.500 mg/L so6lidos totais em comparagdo com agua
potavel. Com &gua salina, algumas cabras sdo capazes de manter a ingestdo de
alimentos com niveis de salinidade até 9.500 mg/L. Os niveis de SDT maiores do que
este resultado numa diminuicgdo na ingestdo de alimentos (MCGregor, 2004).

Niveis muito elevados de salinidade inibem o consumo de agua pelos animais e,
consequentemente, o consumo de alimentos. Outros sintomas podem ser associados a
sede excessiva, como dor abdominal, vOmito, diarreia, sinais nervosos (tremor,
cegueira, andar em circulos ou para tras, etc.), convulsdes e morte. Efeitos prejudiciais
da salinidade séo decorrentes, principalmente de seu efeito osmético. Os animais podem
se adaptar a salinidade da agua a ser ingerida. No entanto, é recomendado o
fornecimento gradativo da mesma, ja que a mudanga abrupta pode causar maiores

prejuizos a ingestdo de 4gua e alimentos.

1.5 Sais e Homeostase microbiana
A homeostase &cido-base tem func¢éo fisioldgica com o crescimento, reproducédo
e lactacdo, e influéncia direta no metabolismo e no desempenho animal (FAUCON, et
al. 1995). Portanto, qualquer alteracdo na homeostase pelo equilibrio acido-base vai

interferir no desempenho animal. Equilibrio &cido-base é a regulagdo da concentracdo



do ion hidrogénio nos liquidos corporais, 0 pH dos fluidos é o responsavel para que 0s
processos vitais ocorram normalmente (DEL CLARO, 2003).

Alguns minerais essenciais sdo exigidos diariamente em grandes quantidades na
alimentacdo dos animais, sendo responsavel pela manutencdo da homeostase corporal
como: célcio, fosforo, sodio, enxofre, potéssio, cloro e magneésio e em pequenas
quantidades o zinco, cobre, cobalto, manganés, selénio, iodo e cromo (MCDOWELL,
1992).

O sodio (Na) é o principal cation do liquido extracelular e importante
componente do esqueleto, e responsavel pelo total catibnico do plasma sanguineo. A
concentracdo do sédio € mantida constante pelo consumo e excre¢do de alimentos
(MEIRELLES, 2005). A excre¢do do sodio pelos rins envolve a filtracdo do sodio do
plasma nos glomérulos e entdo, sua reabsorcdo. A reabsor¢do de sodio necessita da
passagem de ions de hidrogénio ou potassio na direcdo oposta, portanto, importante
para manutengdo do equilibrio &cido-base (DEL CLARO, 2003). A absor¢do do sddio
ocorre também no rdamen.

O potéssio (K) é o principal cation do fluido intracelular, sendo
aproximadamente 89% do potassio corporal presente dentro da célula. Em ruminantes a
absorcdo ocorre no rimen, no omaso e no restante do trato gastrointestinal. Uma grande
parte do K no rumen é advinda da saliva (MEIRELLES, 2005). O excesso de potassio
na dieta em comparacdo ao sodio pode acarretar nos rins uma deficiéncia de sédio,
mesmo em niveis adequados (BLOCK, 1994). A excrec¢do de sddio e potassio na urina
obedece a uma relacdo de reciprocidade, na qual o potéassio é mantido pelo organismo
em detrimento do sédio.

O cloreto € o principal anion no plasma e no fluido intracelular. O metabolismo
do cloro é controlado pelos niveis de sodio. Quando um excesso de sodio € excretado
pelos rins, ha um excesso de cloreto também sendo eliminado, a fim de manter a
eletroneutralidade. Os ruminantes consomem alimentos pobres em cloretos, sendo
necessario a suplementagdo pelo NaCl (WHEELER, 1980). As principais funcdes dos
cloretos sdo no controle da pressdo osmotica e regulacdo do equilibro &cido-base.

Para que o0 processos vitais ocorram normalmente é de suma importancia que o
pH dos fluidos corporais sejam mantidos dentro dos limites (DEL CLARO, 2003).
Quando os ruminantes sdo alimentados por dietas ricas em carboidratos soltveis, pode
ocasionar uma acidose lactica, causada pelo aumento do acido lactico, afetando o pH

sanguineo. Esta acidose ocorre na maioria das vezes de forma aguda, quando ha uma



mudanca dréastica na alimentacdo. Os fluidos ruminais sdo tamponados por bicarbonato
e 0 pH dos fluidos corporais podem ou ndo diminuir durante a acidose, dependendo da
capacidade tamponante (DEL CLARO, 2003).

1.6 Os substratos e o crescimento microbiano

Vérios fatores podem influenciar a acdo da flora ruminal, sendo a dieta,
provavelmente, o fator mais importante que influencia o nimero e a proporcéo relativa
das diferentes espécies de microrganismos presentes no rumen. VOLTOLINI (2011)
afirma que a agua é um componente muito importante na dieta de ruminantes, pois esta
associada as funcdes relacionadas a digestdo e metabolismo animal.

Para que os microrganismos ruminais desenvolvam adequadamente e possam
degradar de forma eficiente os alimentos fibrosos, o hospedeiro deve oferecer condic¢des
fisioldgicas adequadas como pH, temperatura, anaerobiose, substrato e taxa de
passagem do alimento pelo trato digestivo.

A partir da digestdo dos alimentos, produzem os acidos graxos volateis, que
servem como fonte de energia, e também didxido de carbono, metano e amdnia. No
rimen, a aménia é convertida em compostos nitrogenados para manter o metabolismo
dos microrganismos e seu hospedeiro. Os microrganismos sao fonte de proteina natural
para 0s ruminantes. A sintese de proteina microbiana no rimen depende do crescimento
e da eficiéncia dos microrganismos na utilizacdo dos substratos energéticos e
nitrogenados, sendo o principal constituinte corporal do animal e, portanto, vital para 0s
processos de manutencao, crescimento e reproducdo (SILVA et. al., 2002; OLIVEIRA
et. al., 2007).

A taxa de fermentacdo da fibra é quem vai determinar a disponibilidade de
energia a nivel ruminal e consequentemente ira influenciar no desenvolvimento da flora
microbiana do ramen. Portanto, se a fibra possuir um baixo potencial fermentativo, o
beneficio de retengdo no rimen sera perdido (VAN SOEST, 1994).

A temperatura ambiente é outro fator que apresenta um grande impacto no
consumo de agua, pois advém em menor consumo de matéria seca e em aumento do
metabolismo da &gua para a manutencdo da temperatura corporal (NRC, 2007).
Experimentos realizados com caprinos e ovinos demostraram que 0s animais ingeriram
um volume maior de agua no periodo mais quente do dia (NEIVA et. al., 2004;
POMPEU et. al., 2009; FURTADO et. al., 2012).
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Para que os microrganismos se desenvolvam de forma adequada eles necessitam
de uma faixa de pH ideal. A utilizacdo de forragem pelos ruminantes depende da
atividade dos microrganismos ruminais, os quais sdo afetados pelas caracteristicas do
ambiente ruminal, e sua atividade fermentativa é sensivel as variagdes do pH do meio
(MOULD & ORSKOV, 1983). O pH ruminal varia de acordo com a dieta e com o
tempo ap6s a alimentacdo. As bactérias celuloliticas e protozoarios necessitam de pH
variando entre 6,2 e 6,8, para atuarem de forma adequada. De acordo com VAN SOEST
(1994), pH abaixo de 6,2 aumenta o tempo de colonizacdo da fibra e inibe a sua
degradacdo. No entanto as bactérias amiloliticas atuam em pH mais baixo (5,8), isso
demonstra que o pH do liquido ruminal afeta a degradacdo dos alimentos de forma
diferenciada, dando uma faixa de pH ideal entre 5,5 e 7,0 (FURLAN et al., 2006). Os
ruminantes matem os niveis de pH do meio ruminal adequados, através da saliva, que é

rica em bicarbonato de sodio e possui pH em torno de 8,1.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito de diferentes concentracfes de cloreto de sédio (NaCl),
cloreto de magnésio (MgCl,) e cloreto de calcio (CaCl,) sobre a condutividade elétrica,
o crescimento e fermentagdo por microrganismos celuloliticos, glicoliticos e
amiloliticos advindas de bovinos. Foram utilizados liquidos ruminais de um bovino,
fistulado no rimen para obtencdo do inoculo. Avaliaram-se seis niveis de NaCl, MgCl,
e CaCl; (0 mg/dL, 100 mg/dL, 200 mg/dL, 400 mg/dL, 800 mg/dL e 1600 mg/dL) e trés
substratos (amido, celulose e glicose), em delineamento inteiramente casualizado, no
esquema fatorial 6 x 3 para determinacdo das varidveis de crescimento microbiano.
Observou-se efeito quadratico dos niveis de CaCl, sobre a concentracdo de proteina
microbiana nos meios com amido, e efeito quadratico para 0 MgCl, quando no meio se
tinha celulose. Ocorreu efeito quadratico dos niveis de NaCl, MgCl, e CaCl, sobre a
concentracdo de proteina microbiana nos meios com glicose. A concentracdo de N-NHs
aumentou linearmente com o incremento dos niveis de NaCl e CaCl,, no meio contendo
celulose. J& as concentracdes de acetato diminuiram linearmente em funcdo do aumento
do NaCl nos meios contendo amido, celulose e glicose. Obteve-se efeito quadratico para
0 substrato amido e celulose sobre as concentracdes de propionato nos niveis de NaCl.
Concluindo-se que as bactérias fermentadoras de amido e glicose foram mais resistentes
em niveis 800 mg/dL e 1600 mg/dL de NaCl, MgCl, e CaCl,, sem interferir na
eficiéncia microbiana. Entretanto, as bactérias fermentadoras de celulose, na presenca
do sal NaCl e MgCl, acima de 400 mg/dL, prejudica a eficiéncia microbiana. Contudo,

0 CaCl,ao nivel de 1600 mg/dL ndo interferiu na eficiéncia microbiana.

Palavras chave: Cloretos, fauna ruminal, nitrogénio amoniacal, salinidade
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of sodium chloride (NaCl), magnesium chloride
(MgCl,) and calcium chloride (CaCl,) different concentrations on the electrical
conductivity, growth and fermentation of cellulolytic, glycolytic and amylolytic
bacterias, resulting from cattle. Were used cattle rumen liquid, from a rumen cannulated
bovine to obtain the inoculum. Was evaluated six levels of NaCl, MgCl, and CaCl, (0
mg/dL, 100 mg/dL, 200 mg/dL, 400 mg/dL, 800 mg/dL and 1600 mg/dL) and three
substrates (starch, cellulose and glucose) in a completely randomized delineation in a
factorial 6 x 3 to microbial growth parameters determination. Was obtained a CaCl,
quadratic effect levels on microbial protein concentration in the starch medium, and an
MgCl, quadratic effect in the cellulose medium. Occurred a quadratic levels effect of
NaCl, MgCl, and CaCl, on the microbial protein concentration in glucose medium.
Occurred a quadratic levels effect of NaCl, MgCl, and CaCl, on the microbial protein
concentration in glucose medium. While acetate concentrations decreased linearly with
the increase of NaCl in starch, cellulose and glucose containing medium. Was obtained
a quadratic effect to starch and cellulose medium, above the propionate concentrations
in NaCl levels. The NaCl salt presence above of 400 mg/dL reduced the cellulose
fermenting bacteria efficiency. While glucose fermenting bacteria are tolerant to NaCl
concentrations supporting levels of up to 800 mg/dL and the amylolytic bacteria tolerate
levels up to 1600 mg/dL. The CaCl, up to 1600 mg/dL does not affect the microbial

efficiency of starch, cellulose and glucose fermenting bacteria.

Keywords: Ammoniacal nitrogen, chlorides, ruminal fauna, salinity
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1. INTRODUCAO

Um dos principais desafios para a pecuaria nas regides semiaridas é a baixa
disponibilidade e qualidade das &guas ofertadas para os animais, prejudicando a
producdo destes. Entretanto, essas aguas subterraneas, que sdo consideradas marginais,
em muitas situacdes sdo as unicas fontes hidricas disponiveis para dessedentacédo
animal, pois a baixa qualidade da agua € definida pela salinidade que tem uma relagéo
direta com os tipos de rochas presentes nas areas cristalinas (ARAUJO, 2011).

De uma maneira geral, as &guas subterrdneas dos terrenos cristalinos, cujas
salinidades ultrapassam os 4.000 mg/L de solidos dissolvidos totais, apresentam como
principal caracteristica uma grande predominancia do ion Cloreto, que em mais de 93%
das amostras se destaca com ampla superioridade sobre os demais sais (LIMA et al.,
2000). Nessa faixa de salinidade, as aguas Cloretadas-Sédicas (48%), Cloretadas Mistas
(45%) e Cloretadas-Magnesianas (3%) séo os tipos quimicos dominantes (LIMA et al.,
2000).

Essas aguas séo as principais fontes da dessedentacdo animal na maior parte do
ano, e devido a essas caracteristicas salinas, algumas alteracbes podem ocasionadas,
como a mudanca do pH na microbiota ruminal que prejudica a capacidade de
aproveitamento dos nutrientes da digestdo. Quaisquer substancias que causem alteracdes
no ambiente ruminal prejudicara a fermentacdo microbiana refletindo no baixo
desempenho animal.

Existem poucas informacdes na literatura sobre o comportamento do ambiente
ruminal de animais recebendo agua salinas para diferentes sais presentes na agua. Este
conhecimento é de suma importancia para a regido semiarida brasileira em funcgéo do
expressivo rebanho existente.

Desta forma, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes concentracdes de cloreto
de sodio (NaCl), cloreto de magnésio (MgCl,) e cloreto de célcio (CaCl,) sobre a
condutividade elétrica do meio, fermentagdo e crescimento de microrganismos

celuloliticos, glicoliticos e amiloliticos advindos de bovinos in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram realizados ensaios in vitro no Laboratorio do Setor de Forragicultura do
Departamento de Zootecnia pertencente a Universidade Federal da Paraiba (UFPB), no
Centro de Ciéncias Agrérias, no municipio de Areia/PB, durante o periodo de outubro
de 2013 a agosto de 2014. O trabalho foi executado obedecendo as normas técnicas de
biosseguranca e ética e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, Centro de
Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (parecer nimero:
0109/2014).

O animal utilizado foi um bovino fistulado no ramen, que estava alojado na
Unidade de pesquisa de grandes ruminantes do Departamento de Zootecnia da UFPB. O
liquido ruminal foi coletado duas horas ap6s o arragoamento do periodo da manhd com
capim elefante (Pennisetum purpureum) triturado e concretado (proporcdo 70x30). Foi
filtrado em tecido de algoddo e encaminhado com controle de temperatura até o
laboratdrio, para obtencdo de inoculo contendo populacdo microbiana ativa. No
laboratério, o liquido ruminal foi colocado em repouso em banho-maria com
temperatura média de 39°C. Apds formacdo das interfaces, foi retirada a fracdo
intermediaria que serviu como indculo.

Foi utilizado, como meio de cultura, o tampdo de McDougall que contém 9,809
de NaHCOg; 4,659 de Na,HPO,*2H,0; 0,57g de KCI; 0,12g de MgSO,*7H,0 e 0,049
de CaCly, diluidos com agua destilada até o volume de 1000ml, ajustada para obter pH
final de 6,8 a 6,9 a 39°C.

Foram realizados trés experimentos, no primeiro testados seis niveis de cloreto
de sodio (NaCl), no segundo experimento foram testados seis niveis de cloreto de
magnésio (MgCly), no terceiro experimento foram testados seis niveis de cloreto de
calcio (CaCl,), todos adicionados no meio para ter concentracdo final de: 0 mg/dL; 100
mg/dL; 200 mg/dL; 400 mg/dL; 800 mg/dL; e 1600 mg/dL de meio de cultura. Cada
tratamento conteve trés repeticdes. Os experimentos foram realizados em delineamento
inteiramente casualizado, no esquema fatorial 6 x 3 (seis niveis de sal: NaCl ou MgCl,
ou CaCl,, e trés substratos: amido, celulose e glicose) com trés repeti¢des. As fontes dos
substratos foram o amido PA, carboximetilcelulose PA e a glicose PA.

Foram utilizados em cada frasco de incubac¢do 20 mL do meio de cultura (16mL

de tampdo de McDougall + 4 mL de in6culo) + 150 mg de substrato e as concentragdes
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dos sais. Foram utilizados amido, carboximetilcelulose e glicose como substratos para
0S microrganismos ruminais. Os tratamentos tiveram as seguintes constituigoes:
1. 4,0 mL de In6culo + 0,15 g de amido ou carboximetilcelulose ou glicose + 16,0

mL de tampéo de Mc Dougall + 0 mg/dL do sal;

2. 4,0 mL de Inéculo + 0,15 g de amido ou carboximetilcelulose ou glicose + 16,0

mL de tampéo de Mc Dougall + 100 mg/dL do sal;

3. 4,0 mL de In6culo + 0,15 g de amido ou carboximetilcelulose ou glicose + 16,0

mL de tamp&o de Mc Dougall + 200 mg/dL do sal

4. 4,0 mL de In6culo + 0,15 g de amido ou carboximetilcelulose ou glicose + 16,0

mL de tampéo de Mc Dougall + 400 mg/dL do sal;

5. 4,0 mL de Indculo + 0,15 g de amido ou carboximetilcelulose ou glicose + 16,0

mL de tampéo de Mc Dougall + 800 mg/dL do sal;

6. 4,0 mL de Inéculo + 0,15 g de amido ou carboximetilcelulose ou glicose + 16,0

mL de tamp&o de Mc Dougall +1600 mg/dL do sal.

Todos os frascos foram saturados com didxido de carbono, fechados com auxilio
de tampas especializadas e lacrados, evitando o contato com o meio externo. Em
seguida, incubados a 39°C no banho-maria, em agitacdo durante 48 horas. Durante este
periodo, foram avaliados os tempos de 48 horas de incubagdo, coletados por meio de
seringas evitando a entrada de oxigénio.

O potencial hidrogenibénico (pH) foi mensurado por potenciébmetro digital nos
tempos de 0 e 48horas. Foram retirados de cada unidade experimental ao longo dos
tempos 2,0 mL de amostra do meio de cultura que foram colocadas em tubos eppendorf
centrifugadas em microcentrifuga a 1200xg, por 10 minutos, sendo o sobrenadante
congelado para analises de nitrogénio amoniacal (N-NH3) e acidos graxos volateis
(AGV). O pellet formado, o qual continha microrganismos predominantes no liquido
ruminal, foi ressuspenso em solucdo salina 0,9% homogeneizados e recentrifugados a
1200xg, por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado. O pellet formado na dltima
centrifugacdo foi, ressuspenso em solucdo salina 0,9% e congelado a -10°C para
posterior analise de proteina microbiana.

Para analise de AGV, foram retirados 500uL do sobrenadante, adicionados
500uL de acido meta-fosférico a 25% e acondicionados em tubos eppendorf. A anélise
foi realizada em um Cromatografo Liquido de Alto Desempenho (HPLC), marca
SHIMADZU, modelo SPD-10A VP acoplado ao Detector Ultra Violeta (UV)

utilizando-se um comprimento de ondas de 210nm.
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As andlises de nitrogénio amoniacal foram determinadas através do método
colorimétrico de Chaney & Marbach (1962) e a quantificacdo de proteina microbiana
pelo método de Bradford (1976).

A condutividade elétrica (dS/m) foi mensurada nos tempos de 0 e 48 horas,
através de um condutivimetro. No tempo zero (Tabela 1) foram avaliadas a
condutividade nos seis niveis de sal, para os experimentos com cloreto de sodio (NaCl),
cloreto de magnésio (MgCl,) e cloreto de célcio (CaCly).

Tabela 1 — Valores médios de condutividade (dS/m) dos meios de cultura, em zero
hora de incubacdo em diferentes concentracdes de cloreto de sodio
(NaCl), cloreto de magnésio, cloreto de célcio.

Niveis de NaCl (mg/dL)
0 100 200 400 800 1600
Condutividade (dS/m) 9,73 12,70 14,08 17,48 20,55 29,09
Niveis de MgCl, (mg/dL)
0 100 200 400 800 1600
Condutividade (dS/m) 12,19 12,62 13,07 1391 1570 19,58
Niveis de CaCl, (mg/dL)
0 100 200 400 800 1600
Condutividade (dS/m) 53 535 6,24 6,29 7,62 12,26

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e de regressdao a 5% de
probabilidade, pelo procedimento GLM (General Linear Models Procedures) com uso
do programa SAS (2002). Quando houve interacdo entre substrato e niveis realizou-se o

teste tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito linear crescente dos niveis de cloreto de sédio (NaCl), cloreto de
magnésio (MgCly) e cloreto de calcio (CaCl,) sobre a condutividade em 48 horas de
incubacdo (Tabela 2). Quanto maior a concentragcdo dos sais no meio, maior foi a
condutividade.

Comparando a condutividade do meio as zero hora e 48 horas de incubagdo em
cada nivel de NaCl e MgCl, (Tabela 1 e 2), observam-se similaridades na condutividade
dos meios. Os niveis do CaCl,, aumentaram a condutividade em 48 horas de incubacao.
Assim, 0s microrganismos presentes nos diferentes substratos modificaram a

condutividade do meio (Tabela 1 e 2) quando o CaCl, estava presente.
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Tabela 2 - Valores de condutividade elétrica (dS/m) dos meios de cultura, em 48 horas
de incubacdo em diferentes concentracdes de cloreto de sédio (NaCl),

cloreto de magnésio (MgCl,), cloreto de célcio (CaCl,).

'NaCl/ (mg/dL) Probabilidade
Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 10,23a 11,31a 12,38a 14,57a 21,03a 33,84a 145 <,0001 0,1621
Celulose 9,80a 10,62a 11,45a 13,98a 20,24a 33,20a 145 <,0001 0,1003
Glicose 10,39a 11,38a 11,94a 14,10a 16,71b 3259a 1,45 <,0001 <,0001
*MgCl,/ (mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 11,70b 12,04b 12,51b 13,25b 15,26b 18,49b 0,14 <,0001 0,4061
Celulose 13,51a 13,88a 14,11a 14,92a 16,46a 22,61* 0,14 <,0001 <,0001
Glicose 11,44b 11,85b 12,24b 13,05b 14,61c 18,33b 0,14 <,0001 0,0102
*CaCly/ (mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 10,86c 11,43b 11,70b 12,50b 15,54b 28,49b 034 <,0001 <,0001
Celulose 13,69a 14,12a 14,43a 14,98a 17,55a 31,0la 0,34 <,0001 <,0001
Glicose 11,62b 12,01b 11,97b 12,53b 16,03b 28,29b 034 <,0001 <,0001

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade, *CV=
8,72%; *CV=0,98%; *CV=2,17%.

Alta pressdo osmotica causam mudancas morfologicas, bioquimicas e genéticas,
especialmente na membrana e na parte intracelular dos microrganismos. Além de afetar
no funcionamento e na reprodugdo dos microrganismos (CHEFTEL, 1992). As
bactérias Gram positivas sao mais resistentes a pressao osmatica que as bactérias Gram
negativas (EARNSHAW, 1995; SMELT, 1998), devido a morfologia da parede celular.

A resisténcia dos microrganismos a pressdo osmatica varia dependendo de
fatores, como: tipo de microrganismo (familia, espécie, cepa), fase de crescimento,
temperatura, pressao e tempo de tratamento, pH e composicdo do meio (PATTERSON
etal., 1997).

Obteve-se efeito quadratico dos niveis de NaCl sobre a concentracéo de proteina
microbiana em 48 horas de incubagdo nos meios com glicose (Tabela 3). Os meios com
glicose ao nivel de 880 mg/dL de NaCl foram os que proporcionaram maior
crescimento microbiano, com producdo de 1899,04 mg/dL de proteina microbiana, a
partir desse nivel a producédo decaiu.

Os meios que continham celulose ndo diferiram dos meios com amido até o
nivel de 400 mg/dL para concentragdo de proteina microbiana nos niveis de NaCl.
Obtiveram menores concentragdes microbianas no meio com amido em todos 0s niveis

comparado aos demais meios (Tabela 3), possivelmente os microrganismos que
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cresceram no meio com amido sdo menos tolerantes ao NaCl. Os microrganismos que
cresceram no meio com celulose tiveram a menor concentragdao ao nivel de 800 mg/dL
(572,97 mg de proteina microbiana/dL de meio). Os microrganismo que utilizam
celulose podem ter sua producéo afetada com altos niveis de NaCl no meio (Tabela 3).

Observou efeito quadratico para o MgCl, em 48 horas de incubacdo quando o
meio se tinham celulose e glicose (Tabela 3). A maior concentracdo microbiana foi ao
nivel de 588 mg de MgCl, /dL.

Os meios com amido foram 0s que obtiveram os maiores concentracbes de
proteina microbiana aos niveis de MgCl, em relacdo aos demais meios, sua maxima
producdo microbiana foi ao nivel de 800 mg/dL (4635,83 mg de proteina
microbiana/dL). Os meios com celulose obtiveram as menores concentragcdes de
proteina microbianas, na presenca de MgCl, (Tabela 3).

Foi observado efeito quadratico sobre a concentracdo de proteina microbiana
para 0s meios com amido, celulose e glicose ap6s 48 horas de incubagdo em diferentes
concentragdes de CaCl, (Tabela 3).

Tabela 3- Valores de proteina microbiana (mg/dL), a 48 horas de incubacdo, em

diferentes concentracdes de cloreto de sodio (NaCl), cloreto de magnésio
(MgCl,) e cloreto de célcio (CaCl,)

'NaCl/ (mg/dL) Probabilidade
Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido  792,1b 872,4b 831,3b 7658b 876,6b 6758b 140,7 0,1930 0,3330
Celulose 6358b 781,3b 826,6b 848,8b  572,9c 526,03b 140,7 0,0139 0,4530
Glicose  1536,1a 1876,1a 1848,7a 1683,5a 1899,0a 1257,6a 140,7 0,0002 <,0001
’MgCly/ (mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido  3612,5a 3407,5a 3665,8a 3459,2a 4635,8a 2005,8c 184,7 0,1113 0,4298
Celulose 2279,1c 2580,8b 2764,1b 2844,2b 3150,8b 2702,5b 184,7 10,6445 <,0001
Glicose  3130,8b 3640,8a 4077,5a 2829,2b 2777,5b 3237,5a 184,7 <,0001 <,0001
*CaCl,/ (mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido  8889a 871,1a 740,0ab 757,8a 7989a  894,4a 237,7 0,0081 0,0004
Celulose 317,8b  502,2a  425,6b 534,4a 281,11b  421,1b 237,7 0,1746 0,0039
Glicose  911,1a 841,1a 903,3a 883,3a 674,44a 555,6ab 237,7 0,0005 0,0009

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas n&o diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade, 1CV= 13,25%;

2CV=24.67%; °CV= 13.36%.

A menor concentragdo microbiana para o amido foi ao nivel de 300 mg de

CaCl/dL, com producdo estimada de 740,0 mg/dL, a partir desse nivel a concentracdo
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microbiana aumentou. O ponto de maximo crescimento microbiano para celulose foi ao
nivel com 180 mg/dL e ponto de minimo para a glicose foi no nivel de 609 mg/dL.

Os meios com amido e glicose ndo diferiram entre si em relagdo a concentracao
de proteina microbiana nos niveis de CaCl,, em 48 horas de incubacdo (Tabela 3). Os
meios com celulose obtiveram as menores concentracdes de proteina microbiana,
demostrando que estes microrganismos sao mais sensiveis as altos niveis de CacCls.

Segundo Oliveira (2007), bactérias fermentadoras de carboidratos estruturais que
degradam a celulose e hemicelulose da parede celular dos vegetais apresentam uma taxa
de crescimento relativamente mais lenta e dependem de amdnia e de acidos graxos de
cadeia ramificada (isovalerato e 2-metilbutirato) para sintese de proteinas. Os meios
com glicose e amido tem maior velocidade de crescimento em comparagdo com 0S
meios com celulose. Isto proporciona uma maior concentracdo de microrganismos e
consequentemente uma maior producdo de proteina microbiana no meio.

No rdmen, competicdo por carboidratos livre é intensa, e mesmo com uma
preferéncia de um substrato sobre o outro, espécies bacterianas com uma afinidade
baixa para um determinado substrato podem ndo ser capazes de competir com outros
microrganismos por este substrato. Esse efeito de preferéncia foi observado em
experimento in vitro realizado por Thurston et. al. (1993) que observaram que a bactéria
R Albus tinha uma afinidade menor para celobiose (3,16mM) do que outras bactérias
ruminais e uma maior afinidade pela glicose, forma prontamente disponivel para ser
fermentada. Essa afinidade pode ter interferido na concentracdo de proteina microbiana
do experimento, os meios com glicose nos diferentes niveis de NaCl, MgCl, e CaCly,
em 48 horas de incubacdo obtiveram concentracdes maiores de proteina microbiana em
relacdo aos meios com celulose (Tabela 3).

Nédo foram observados efeitos dos niveis de NaCl, MgCl, e CaCl,, sobre a
concentracdo de N-NH3; em 48 horas de incubacdo nos meios contendo amido e glicose
(Tabela 4).

Obteve-se efeito linear crescente dos niveis NaCl e CaCl, no meio contendo
celulose sobre a concentracdo de N-NH3; em 48 horas de incubagdo (Tabela 4). Porém,
os niveis com MgCl, apresentaram efeito quadratico no meio contendo celulose, a

menor concentracdo de N-NHj; foi no nivel de 400 mg de MgCl,/dL.
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Tabela 4 - Valores de nitrogénio amoniacal (N-NH3z) em mM as 48 horas de incubacéo,
em diferentes concentragdes de cloreto de sodio (NaCl), cloreto de célcio

(CaCly) e cloreto de magnésio(MgCly).

'NaCl/ (mg/dL) Probabilidade
Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L Q

Amido 9,11a 5,25a 7,86ab 5,06a 5,61b 10,88b 313 0,1710 0,0402
Celulose 393a 6,23a 6,29p 10,60a 22,46a 26,91a 313 <0001 0,0116
Glicose 7,58a 5,95a 12,83a 8,58a 6,26b 8,26b 3,13 0,7648 0,8670

’MgCl/(mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q

Amido 461b 494b 5,46b 2,31b 4,18b 5,25b 1,67 0,7430 0,1387
Celulose 13,87a 14,71a 9,47a 7,49a 105l1a 16,35a 1,67 0,0101 <,0001
Glicose 6,14b 4,75b 4,51b 6,19a 4,71b 4,50b 1,67 0,4041 0,9867

*CaCl, /(mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q

Amido 193a 2,15a 1,84b 5,23a 1,29¢ 0,37c 1,49 0,0527 0,1075
Celulose 3,60a 4,03a 5,22a 4,29a 10,72a 17,70a 1,49 <,0001 0,2842
Glicose 2,88a 4,46a 2,84ab 4,52a 4,30b  4,25b 1,49 0,3725 0,4336

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade,
1CV=33,28%; °CV= 23.11%; *CV= 32,84

Altas concentracGes de amonia e ureia estdo relacionadas ao excesso de proteina
degradada no rimen e/ ou as baixas concentracdes de carboidratos degradados no rimen
(RIBEIRO et al., 2001). Assim, quanto maior o teor de N-NH3 no meio tende-se ter
uma menor concentracao de proteina microbiana, isso pode ser verificado nas Tabelas 5
e 6. Segundo Remond et. al., (1993) em condig¢des in vivo constataram gque o aumento
da osmolaridade apo6s a injecdo intraruminal de NaCl diminuiu ligeiramente absorcéo de
N-NHs. O aumento da ingestdo de sal e, portanto, a pressao osmética do rimen pode
afetar a populagdo de microrganismos e metabolismo. Bergen (1972), constatou que
aumento da pressdo osmdtica no ramen até 400 mOsmol /kg inibe a digestdo da
celulose em bovinos. Verificou-se na Tabela 4 que os niveis de NaCl, MgCl, e CaCl,
ndo interferiram na digestdo da celulose.

Houve efeito linear decrescente da concentracdo de NaCl nos meios contendo
amido, celulose e glicose em 48 horas de incubagdo sobre a concentracdo de acetato
(Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores de acetato (mM), a 48 horas de incubagdo, em diferentes
concentragdes de cloreto de sodio (NaCl).

'NaCl/ mg/dL Probabilidade
Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 34,0ab 41,24a 37,83a 31,49a 28,59a 32,23a 3,90 0,0200 0,0300
Celulose 38,99a 35,35ab 37,74a 25,96a 22,3l1a 252la - <,0001 0,0002
Glicose 26,77b 31,71b 30,91a 26,52a 25,66a 24,43a - 0,0488 0,7552

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade, 1CV=
12,63%.

N&o ocorreu diferenca significativa em relacdo aos substratos estudados, a partir
do nivel de 200 mg/dL a 1600 mg/dL de NaCl.

N&o houve efeito de substrato nos meios contendo MgCl, e CaCl, em 48 horas

de incubacdo sobre a concentracdo de acetato (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores de acetato (mM), a 48 horas de incubacdo, em diferentes

concentragdes de cloreto de magnésio (MgCl.) e cloreto de calcio (CaCl,).

Niveis de Minerais/ (mg/dL) Probabilidade
0 100 200 400 800 1600 EP L Q

'MgCl, 26,06 23,65 2534 2298 2242 2463 224 0,3344 0,0018
‘CaCl, 24,56 24,22 2407 2435 2537 1981 510 00521 0,1527

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade,
1CV=9,29% e CV=21,52%.

Houve efeito quadratico dos niveis de MgCl, em 48 horas de incubacdo, com
maior concentragdo de acetato em 130 mg/dL.

Quando se aumentava os niveis de CaCl, no meio observou-se menor producao
de acetato. Provavelmente os microrganismos que utilizam a rota do acetato para
reoxidacdo do NADH, sdo sensiveis aos niveis de CaCl, no meio.

Houve efeito quadratico para o substrato amido e celulose em 48 horas de
incubac&o sobre as concentracGes de propionato nos niveis de NaCl (Tabela 7).

Tabela 7 — Valores de propionato (mM), a 48 horas de incubacdo, em diferentes

concentragdes de cloreto de sadio (NaCl).

'NaCl/ mg/dL Probabilidade
Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 22,78ab 2598a 26,70a 21,67a 18,13a 2529a 3,10 0,6689 0,0079
Celulose 2567a 22,43a 26,02ab 16,58a 12,30a 15,04b -  <,0001 0,0003
Glicose 18,31b 20,68a 20,25b 16,83a 16,64a 1491b - 0,0265 0,7176

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade,
'cv=15,28%.
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Nos niveis de NaCl, o propionato comportou-se de forma quadratica para 0s
meios com amido e celulose com menores concentragdes estimadas em 660 mg/dL e
464 mg/dL, respectivamente. N&o houve efeito de NaCl sobre a concentracdo de
propionato quando se tinha no meio glicose. Porém, os meios que continham amido
tiveram maiores concentracfes de propionato ao nivel de 1600 mg/dL de NaCl do que
0s meios com celulose e glicose (Tabela 7).

N&o houve efeito dos substratos quando no meio tinha MgCl, e CaCl, sobre as

concentragdes de propionato (Tabela 8).

Tabela 8 - Valores medios de propionato (mM), a 48 horas de incubacdo, em diferentes

concentracdes de cloreto de magnésio (MgCl,) e cloreto de calcio (CaCl,).

Niveis de Minerais/ (mg/dL) Probabilidade
0 100 200 400 800 1600 EP L Q

'MgCl, 17,71 1564 16,76 14,86 14,75 16,65 2,04 05953 0,0025
‘CaCl, 17,26 1584 1547 17,29 16,72 1498 3,32 10,3326 0,4579

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade,
1CV=12,75%; 2CV=20,44%.

Houve efeito quadratico para o MgCl, com a maior concentracdo de propionato
no nivel de 200mg/dl (16,76 mM). Nao houve efeito do CaCl, sobre a producdo de
propionato.

Algumas espécies bacterianas quando o meio ndo é propicio para reoxidacédo do
NADH, via rota do acetato, utilizam as rotas do propionato para este fim (MOSS, et. al
2000). Como se pode observar na Tabela 8, a auséncia de efeito do CaCl, sobre a
producdo de propionato, demonstra que 0s microrganismos que utilizavam a rota do
acetato ndo mudaram a rota de reoxidacdo do NADH, para propionato. Isso demonstra
que a inibicdo da producdo de acetato esta ligada a diminuicdo de respectivas espécies
microbianas que utilizam a rota de acetato para reoxidacdo do NADHo.

Ocorreu efeito quadratico dos niveis de NaCl sobre os meios com amido e efeito
linear decrescente sobre a celulose ap6s 48 horas de incubacdo sobre as concentrages
de butirato (Tabela 9).



33

Tabela 9 - Valores médios de butirato (mM), a 48 horas de incubacgédo, em diferentes

concentragOes de cloreto de sddio (NaCl).

'NaCl/mg/dL Probabilidade

Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 11,60ab 13,74a 13,53a 11,22a 9,55a 13,4la 164 0,9536 0,0090
Celulose 13,57a 10,89a 13,83a 8,83a 6,38a 7,95b - <,0001 0,0004
Glicose 9,41b 11,31a 11,00a 8,84a 8,72a 8,00b - 0,0263 0,6687

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade,
CV=15,41%.

Os meios com amido obtiveram a maior concentra¢do de butirato no nivel de
120mg/dl com producdo de aproximadamente 13,74mM. O NaCl nédo influenciou na
producdo de butirato para os meios com glicose.

As bactérias que utilizam a rota do butirato para reoxidacdo do NADH,,
geralmente apresentam apenas esta rota para este determinado fim, néo tendo enzimas
capazes de fazer este mecanismo e produzindo outro produto final (MOSS, et. al 2000).
Assim, provavelmente as bactérias celuloliticas produtoras de butirato sdo sensiveis ao
NaCl no meio.

N&o houve efeito dos niveis de MgCl, sobre os meios com celulose, em 48 horas
de incubacdo sobre a concentragéo de butirato (Tabela 10).

Tabela 10 - Valores médios de butirato (mM), a 48 horas de incubacdo, em diferentes

concentracdes de cloreto de magnésio (MgCly).

MgCl,/ mg/dL Probabilidade
Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 937 807 762 686 801 8,78 1,17 10,6955 0,0470
Celulose 824 850 9,15 955 785 8,46 - 0,6475 0,8541
Glicose 10,43 7,92 895 751 7,67 894 - 0,5563 0,0093

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade,
CV=13,92%.

Contudo, ocorreu efeito quadratico do MgCl, sobre os meios com amido e
glicose com menores concentragdes de butirato nos niveis de 240 mg/dL e 180 mg/dL,
respectivamente. O efeito quadratico pode estar associado a mudanca de populagdo
microbiana apo6s os niveis de 240 mg/dL e 180mg/dL de MgCl, no meio com amido e
glicose, respectivamente.

N&o houve efeito sobre a concentracdo de butirato em 48 horas de incubacéo em
CaCl, (Tabela 11).
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Tabela 11 - Valores de butirato (mM), a 48 horas de incubacdo, em diferentes
concentragdes de cloreto de célcio (CaCly).

CaCl, /mg/dL Probabilidade
0 100 200 400 800 1600 EP L Q

Buu mM 882 821 901 921 905 812 1,70 04780 0,2187

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade,
CV=19,55%.

N&o se obteve efeito das concentracdes de CaCl, sobre a producédo de butirato,
com valor médio de producdo para o butirato de 8,73mM (Tabela 11). As bactérias
produtoras de butirato ndo foram sensiveis ao CaCl, até a concentragdo de 1600 mg/dL
no meio (Tabelall).

Houve efeito linear decrescente dos niveis de MgCl, e CaCl, sobre o pH do

meio com amido, em 48 horas de incubacdo (Tabela 12).

Tabela 12 - Valores de pH, a 48 horas de incubacdo, em diferentes concentracfes de

cloreto de sodio (NaCl), cloreto de magnésio (MgCl,) e cloreto de célcio (CaCl,).

'NaCl/ (mg/dL) Probabilidade
Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 6,90a 6,77b 6,74b 6,83b 6,88b 6,600 (19 0,1675 0,3410

Celulose 6,50b 737a 7,15 7,23a 7,43a 7,4la (0,19 0,0004 0,0034
Glicose 7,15a 7,06ab 6,95ab 7,05ab 7,01b 6,70b 0,19 0,0100 0,5479

*MgCl,/ (mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 6,86a 6,71b 6,62b 6,89a 6,52b 6,33b 0,12 <0001 0,6813

Celulose 7,05a 7,05a 7,0la 7,00a 6,95a 6,87a 0,12 0,0468 0,8592
Glicose 6,56b 6,58b 6,64b 6,52b 6,54b 6,32b 0,12 0,0049 0,3521

CaCl,/ (mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 6,32b 6,39 6,24b 6,22b 571b 544b (010 <,0001 0,1347

Celulose  6.94a 6,942 693a 6,80a 66la 641a 010 <0001 04083
Glicose 650b 648b 6,13b 609 563b 523c 010 <0001 0,0015

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade,
1cv=2,81%; 2CV=1,88%; 3CV=1,65%.

N&o houve efeito do NaCl sobre 0 pH no meio com amido. Entretanto, houve
efeito linear decrescente tanto do MgCl, quanto do CaCl, quando no meio tinha

celulose, e efeito linear crescente quando o sal foi o NaCl (Tabela 12).
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Quando se tinha no meio 0 mg/dL de NaCl, o substrato celulose foi o de menor
pH quando comparados com os substratos glicose e amido. Nos niveis de 100, 200 e
400 mg/dL de NaCl, o meio com amido proporcionou menor pH do que 0 meio com
celulose. No meio com celulose nos niveis de 800 e 1600 mg/dL de NaCl, foram os de
maior pH quando comparados com glicose e amido.

No animal in vivo, o potassio é o principal cation intracelular, sédio é o principal
cation extracelular, e Cloro é o principal anion extracelular. As concentracdes relativas
destes trés elementos criam um gradiente eletroquimico através das membranas
celulares que é essencial para o transporte de nutrientes e geracdo de energia, e eles
indiretamente ajudam na manutencdo do equilibrio do pH. Desequilibrios destes
elementos resultam numa variedade de distirbios que podem culminar com a morte
celular (GRANTHAM E LINSHAW, 1984). Portanto, aguas salinas por possuirem altos
niveis desses sais podem acarretar em distarbios metabdlicos para os animais.

Nos meios em que se tinha amido como substrato observou-se menor efeito do
sal NaCl sobre os microrganismos presentes, mesmo quando se tinha concentragoes
elevadas deste sal no meio, demonstrando que os microrganismos amiloliticos séo
menos sensiveis ao NaCl. Por outro lado no meio em que se tinha celulose, a partir de
400 mg/dL de sal no meio, este inibiu o crescimento dos microrganismos. Observa-se
este comportamento através das menores concentracdes de proteina microbiana e &cidos
graxos volateis, e maior producdo de aménia quando se tinha 800 e 1600 mg/dL de
NaCl no meio. Os microrganismos celuloliticas parecem ser sensiveis a concentracfes
superiores a 400 mg/dL de NaCl ou 17,48dS/m no meio.

Da mesma forma, observa-se que no meio em que se tinha glicose, houve queda
no crescimento microbiano na concentracdo de 1600 mg/dL de NaCl. Os
microrganismos utilizadores de glicose parecem ser sensiveis a concentracdes
superiores a 1600 mg/dL de NaCl ou 29,09dS/m no meio.

Assim, provavelmente quando os bovinos estiverem consumindo agua com
niveis altos de NaCl (acima de 400 mg de NaCl/ml de &gua), ou com condutividade
acima de 17,48 dS/m tendo o NaCl como principal sal, a fermentacdo microbiana no
ramen poderé ser afetada, principalmente quando a dieta tiver maiores proporcoes de
carboidratos fibrosos. Cardon (1953) avaliou como ingestdo elevada de sal afeta a
digestdo da celulose e verificou que a atividade microbiana no rimen é afetada

negativamente pela elevada ingestdo de sal. A Celulose digestivel, energia bruta
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digestivel e pH no rimen apds fermentacdo sdo igualmente afetados pela alta ingestédo
de sal.

Nos meios em que se tinha amido e glicose como substrato observou-se menor
efeito do sal MgCl, sobre os microrganismos presentes, mesmo quando se tinha
concentracdes elevadas deste sal no meio, demonstrando que 0S microrganismos
amiloliticos e glicoliticos sdo menos sensiveis ao MgCl,. Por outro lado no meio em
que se tinha celulose, a partir de 400 mg/dL de sal no meio, este inibiu o crescimento
dos microrganismos. Observa-se este comportamento através das menores
concentracdes de proteina microbiana e acidos graxos volateis, e maior producdo de
amonia quando se tinha 400 mg/dL de MgCl, no meio. Os microrganismos celuloliticos
parecem ser sensiveis a concentracGes superiores a 400 mg/dL de MgCl, ou 13,91dS/m
no meio.

Nos meios em que se tinha amido como substrato observou-se menor efeito do
sal CaCl, sobre os microrganismos presentes, mesmo quando se tinha concentragoes
elevadas deste sal no meio, demonstrando que os microrganismos amiloliticos séo
menos sensiveis ao CaCl,. Por outro lado no meio em que se tinha celulose e glicose, a
partir de 1600 mg/dL de sal no meio, este inibiu o crescimento dos microrganismos.
Observa-se este comportamento através das menores concentragdes de proteina
microbiana e acidos graxos volateis, e maior producdo de aménia quando se tinha 1600
mg/dL de CaCl, no meio. Os microrganismos celuloliticos e glicoliticos parecem ser

sensiveis a concentracdes superiores a 1600 mg/dL de CaCl, ou 12,26 dS/m no meio.
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4. CONCLUSAO

As concentracdes de 800 mg/dL e 1600 mg/dL dos sais NaCl, MgCl, e CaCly,
ndo interferiram na eficiéncia microbiana das bactérias fermentadoras de amido e
glicose.

Entretanto, as bactérias fermentadoras de celulose, na presenca do sal NaCl e
MgCl, acima de 400 mg/dL, prejudica a eficiéncia microbiana. Porém, o CaCl, ao nivel

de 1600 mg/dL ndo interferem.
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CAPITULO 111

Efeito de diferentes concentracdes de sais sobre os parametros ruminais de caprinos
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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito de diferentes concentraces de cloreto de sédio (NaCl),
cloreto de magnésio (MgCl,) e cloreto de calcio (CaCl,) sobre a condutividade elétrica,
o crescimento e fermentacdo de bactérias celuloliticas, glicoliticas e amiloliticas
advindas de caprinos. Foram utilizados liquidos ruminais de um caprino, fistulado no
rimen para obtencdo do inoculo. Avaliaram-se seis niveis de NaCl, MgCl, e CaCl, (0
mg/dL, 100 mg/dL, 200 mg/dL, 400 mg/dL, 800 mg/dL e 1600 mg/dL) e trés substratos
(amido, celulose e glicose), em delineamento inteiramente casualizado, no esquema
fatorial 6 x 3 para determinacdo dos pardmetros de crescimento microbiano. As
concentracdes de proteina microbiana cresceram linearmente com o aumento dos niveis
do NaCl, MgCl, e CaCl,, quando o substrato foi 0 amido. Obteve-se, efeito quadratico
do CaCl; sobre a concentracdo de proteina microbiana quando o substrato foi a celulose.
Todavia, nos niveis de CaCl, sobre a concentracdo de N-NHj existiu efeito linear
crescente para amido. Em relacdo ao MgCl,, possuiu efeito linear sobre a concentracédo
de N-NH; quando o substrato foi a celulose. Observaram-se efeito quadratico dos niveis
de NaCl no meio contendo amido sobre a concentracdo de acetato. Ocorreu efeito linear
decrescente dos niveis de CaCl, no meio contendo celulose sobre a concentracdo de
acetato, Obteve-se efeito linear decrescente dos niveis de NaCl e MgCl, no meio
contendo amido sobre a concentracdo de propionato. Houve efeito linear decrescente nos
niveis de NaCl, MgCl, e CaCl, no meio contendo amido sobre a concentracdo de
butirato, Obteve efeito linear decrescente do MgCl, no meio contendo glicose sobre a
concentracdo de butirato, Concluindo-se que o sal NaCl até 1600 mg/dL ndo afeta a
eficiéncia microbiana das bactérias fermentadoras de amido, celulose e glicose. Do
mesmo modo o MgCl, também ndo afeta a eficiéncia microbiana das bactérias
fermentadoras de celulose e glicose ao nivel de até 1600 mg/dL. Mas, a eficiéncia
microbiana das bactérias fermentadoras de amido é inibida a niveis acima de 800
mg/dL. O CaCl, até 1600 mg/dL n&do afeta a eficiéncia microbiana das bactérias

fermentadoras de amido, celulose e glicose.

Palavras chave: Amido, celulose, glicose, ruminantes, sais
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of sodium chloride (NaCl), magnesium chloride
(MgCl,) and calcium chloride (CaCl,) different concentrations on the electrical
conductivity, growth and fermentation of cellulolytic, glycolytic and amylolytic
bacterias, resulting from goats. Were used goats rumen liquid, from rumen cannulated
goat to obtain the inoculum. Was evaluated six levels of NaCl, MgCl, and CacCl, (0
mg/dL, 100 mg/dL, 200 mg/dL, 400 mg/dL, 800 mg /dL and 1600 mg /dL) and three
substrates (starch, cellulose and glucose) in a completely randomized delineation in a
factorial 6 x 3 to microbial growth parameters determination. The microbial protein
concentrations increased linearly with NaCl, MgCl, and CaCl, increasing levels, in
starch medium. Occurred a quadratic effect of CaCl, concentration on the microbial
protein in cellulose medium. However, at CaCl, levels on N-NHj3; concentration existed
a linear increasing effect for starch. Regarding MgCl,, happened a linear effect on the
NH; concentration in cellulose medium. Was observed a quadratic effect levels of NaCl
in starch containing medium on the acetate concentration. There was a decreasing linear
effect of CaCl; levels in cellulose containing medium on the acetate concentration. Was
obtained a decreasing NaCl and MgCl;, linear effect levels in starch containing medium
on propionate concentration. Was obtained a NaCl, MgCl, and CaCl, linear decrease
levels in starch containing medium on the butyrate concentration. Was a MgCl,
declining linear effect on glucose containing medium above butyrate concentration.
Concluding that, the MgCl, salt at levels of 1600 mg /dL does not affect the efficiency
of starch and glucose fermenting bacteria. At the same way MgCl, did not affected the
cellulose and glucose fermenting microbial efficiency at the level up to 1600 mg /dL.
However, the microbial efficiency of starch fermenting bacteria is inhibited at levels
above 800 mg / dL. The CaCl, up to 1600 mg /dL does not affect the microbial

efficiency of starch, cellulose and glucose fermenting bacteria.

Keywords: Cellulose, concentrations, glucose, starch,
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1. INTRODUCAO

A &gua é um recurso muito importante para a sobrevivéncia do homem, dos
animais e das plantas, s6 que este recurso a cada dia que se passa se torna mais escasso
tanto em quantidade quanto em qualidade.

A qualidade da agua é indicada por seus aspectos fisicos, quimicos e bioldgicos e
sua impureza é diagnosticada quando esses aspectos alcancam valores acima do
estabelecido para determinado uso. Os valores de impureza permitido em uma &gua para
irrigacéo sdo diferentes dos permitidos para uma agua destinada ao consumo animal.

Como em outras regides semiaridas do mundo, o trépico semiarido brasileiro
apresenta grande variacdo sazonal na distribuicdo de chuvas durante o ano, culminando
com uma irregularidade na disponibilidade de agua para o consumo animal (ARAUJO
et al., 2010).

A predominancia de rochas cristalinas, no subsolo em grande parte do Semiéarido
nordestino, atribui caracteristicas salobras ou salinas as dguas subterraneas, dificultando
seu aproveitamento para consumo humano (GHEY], et al.,2012). Contudo, mesmo com
essas limitacOes, as aguas salobras tém importancia do ponto de vista social, podendo
atender as necessidades das familias que ndo dispdem de outras fontes de abastecimento
principalmente para consumo dos animais.

A tolerancia dos animais a salinidade varia com a espécie, a idade, a necessidade
de &gua e com suas condicdes fisioldgicas (NRC, 2007). As mudancas abruptas na
qualidade da agua, de pouco para muito salina, sdo mais prejudiciais aos animais que
mudancas graduais, onde niveis muito elevados de salinidade podem inibir o consumo
de 4gua pelos animais e, consequentemente, o consumo de alimentos (BALSALOBRE
et al. 2007), podendo ocasionar reducdo na produtividade animal, e fazendo com que 0
produtor venha a ter perdas econdmicas, devido ao menor desempenho dos animais.

Desta forma, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes concentracdes de cloreto
de sodio (NaCl), cloreto de magnésio (MgCl) e cloreto de calcio (CaCly sobre a
condutividade elétrica do meio, fermentagdo e crescimento de microrganismos

celuloliticos, glicoliticos e amiloliticos advindos de caprinos in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram realizados ensaios in vitro no Laboratorio do Setor de Forragicultura do
Departamento de Zootecnia pertencente a Universidade Federal da Paraiba (UFPB), no
Centro de Ciéncias Agrérias, no municipio de Areia/PB, durante o periodo de outubro
de 2013 a agosto de 2014. O trabalho foi executado obedecendo as normas técnicas de
biosseguranca e ética e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, Centro de
Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (parecer nimero:
0109/2014).

O animal utilizado foi um caprino fistulado no rdmen, que estava alojado na
Unidade de pesquisa de pequenos ruminantes do Departamento de Zootecnia da UFPB.
O liquido ruminal foi coletado duas horas ap6s o arracoamento do periodo da manha
com capim elefante (Pennisetum purpureum) triturado e concretado (proporgéo 70x30).
Foi filtrado em tecido de algoddo e encaminhado com controle de temperatura até o
laboratdrio, para obtencdo de inoculo contendo populacdo microbiana ativa. No
laboratério, o liquido ruminal foi colocado em repouso em banho-maria com
temperatura média de 39°C. Apds formacdo das interfaces, foi retirada a fracdo
intermediaria que serviu como indculo.

Foi utilizado, como meio de cultura, o tampdo de McDougall que contém 9,809
de NaHCOg; 4,659 de Na,HPO,*2H,0; 0,57g de KCI; 0,12g de MgSO,*7H,0 e 0,049
de CaCly,, diluidos com éagua destilada até o volume de 1000ml, ajustada para obter pH
final de 6,8 a 6,9 a 39°C.

Foram realizados trés experimentos, no primeiro foram testados seis niveis de
cloreto de sodio (NaCl), no segundo experimento foram testados seis niveis de cloreto
de magnésio (MgCl,), no terceiro experimento foram testados seis niveis de cloreto de
calcio (CaCly) adicionado no meio: 0 mg/dL; 100 mg/dL; 200 mg/dL; 400 mg/dL; 800
mg/dL; e 1600 mg/dL de meio de cultura. Cada tratamento conteve trés repeticdes. Os
experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado, no esquema
fatorial 6 x 3 (seis niveis de sal: NaCl ou MgCl, ou CaCl,, e trés substratos: amido PA,
celulose PA e glicose PA) com trés repeticdes.

Foram utilizados em cada frasco de incubagdo 20 mL do meio de cultura (16 mL
de tamp&o de McDougall + 4 mL de indculo) + 150 mg de substrato e as concentragdes
dos sais. Foram utilizados amido, carboximetilcelulose e glicose como substratos para

0S microrganismos ruminais. Os tratamentos tiveram as seguintes constituigoes:
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7. 4,0 mL de Inéculo + 0,15 g de amido ou carboximetilcelulose ou glicose + 16,0

mL de tampé&o de Mc Dougall + 0 mg/dL do sal;

8. 4,0 mL de Inéculo + 0,15 g de amido ou carboximetilcelulose ou glicose + 16,0

mL de tampéo de Mc Dougall + 100 mg/dL do sal;

9. 4,0 mL de Inéculo + 0,15 g de amido ou carboximetilcelulose ou glicose + 16,0

mL de tamp&o de Mc Dougall + 200 mg/dL do sal

10. 4,0 mL de Indculo + 0,15 g de amido ou carboximetilcelulose ou glicose + 16,0

mL de tampéo de Mc Dougall + 400 mg/dL do sal;

11. 4,0 mL de Indculo + 0,15 g de amido ou carboximetilcelulose ou glicose + 16,0

mL de tamp&o de Mc Dougall + 800 mg/dL do sal;

12. 4,0 mL de In6culo + 0,15 g de amido ou carboximetilcelulose ou glicose + 16,0

mL de tampéo de Mc Dougall +1600 mg/dL do sal.

Todos os frascos foram saturados com didxido de carbono, fechados com auxilio
de tampas especializadas e lacrados, evitando o contato com o meio externo. Em
seguida, incubados a 39°C no banho-maria, em agitacdo durante 48 horas. Durante este
periodo, foram avaliados os tempos de 48 horas de incubacdo, coletados por meio de
seringas evitando a entrada de oxigénio.

O potencial hidrogenioénico (pH) foi mensurado por potenciometro digital nos
tempos de 0 e 48 horas. Foram retirados de cada unidade experimental ao longo dos
tempos 2,0 mL de amostra do meio de cultura que foram colocadas em tubos eppendorf
centrifugadas em microcentrifuga a 1200xg, por 10 minutos, sendo o sobrenadante
congelado para andlises de nitrogénio amoniacal (N-NH3) e acidos graxos volateis
(AGV). O pellet formado, o qual continha microrganismos predominantes no liquido
ruminal, foi ressuspenso em solucdo salina 0,9% homogeneizados e recentrifugados a
1200xg, por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado. O pellet formado na ultima
centrifugacdo foi ressuspenso em solucdo salina 0,9% e congelado a -10°C para
posterior analise de proteina microbiana.

Para analise de AGV, foram retirados 500uL do sobrenadante, adicionados
500uL de &cido meta-fosfdrico a 25% e acondicionados em tubos eppendorf. A analise
foi realizada em um Cromatografo Liquido de Alto Desempenho (HPLC), marca
SHIMADZU, modelo SPD-10A VP acoplado ao Detector Ultra Violeta (UV)

utilizando-se um comprimento de ondas de 210 nm.
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As analises de nitrogénio amoniacal foram determinadas atraves do método
colorimétrico de Chaney & Marbach (1962) e a quantificacdo de proteina microbiana
pelo método de Bradford (1976).

A condutividade elétrica (dS/m) foi mensurada nos tempos de zero e 48 horas,
através de um condutivimetro. No tempo zero (Tabela 1) foram avaliadas a
condutividade nos seis niveis de sal, para os experimentos com cloreto de sédio (NaCl)
cloreto de magnésio (MgCl,) e cloreto de célcio (CaCl,).

Tabela 1 — Valores de condutividade (dS/m) dos meios de cultura, em zero horas de
incubacdo em diferentes concentracées de cloreto de sddio (NaCl).

Niveis de NaCl/mg/dL

0 100 200 400 800 1600

Condutividade (dS/m) 10,92 11,67 13,04 1460 22,69 34,81
Niveis de MgCl, /mg/dL

0 100 200 400 800 1600

Condutividade (dS/m) 1596 16,14 16,22 17,02 1822 24,11
Niveis de CaCl,/mg/DI

0 100 200 400 800 1600

Condutividade (dS/m) 14,59 15,18 1525 16,08 17,03 22,95

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e de regressdo a 5% de
probabilidade, pelo procedimento GLM (General Linear Models Procedures) com uso
do programa SAS (2002). Quando houve interacdo entre substrato e niveis realizou-se o

teste tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito linear crescente dos niveis de NaCl, MgCl, e CaCl, sobre a
condutividade elétrica (CE) (Tabela 2). Em que quanto mais sais estavam presentes no
meio, maior foi a condutividade, em 48 horas de incubacéo.

Comparando a condutividade do meio a zero hora e 48 horas de incubagdo em
cada nivel de NaCl, MgCl, e CaCl, (Tabela 2), observa-se similaridades na
condutividade dos meios, demonstrando que a concentracdo de sais dissolvidos no meio
ndo foi modificada. Provavelmente, os microrganismos presentes nos diferentes

substratos ndo modificaram a condutividade do meio.
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Tabela 2 - Valores de condutividade elétrica (dS/m) dos meios de cultura, em 48 horas
de incubacdo em diferentes concentracdes de cloreto de sédio (NaCl),
cloreto de magnésio (MgCl,), cloreto de célcio (CaCly) no liquido ruminal.

'NaCl/(mg/dL) Probabilidade

Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L

Q

Amido 11,06a 11,80a 13,14a 14,71a 22,47a 34,48b 0,29 <,0001 <,0001

Celulose 10,42b 11,34a 12,78a 14,39a 22,85a 35,68a 0,29 <,0001 <,0001
Glicose 11,28a 11,87a 13,19a 14,68a 22,75a 34,26b (29 <,0001 <,0001

>MgCl,/(mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L

Q

Amido 15,68b 15,33b 15,56b 16,04b 17,22b 20,52c 0,56 <.0001 0.0191

Celulose 19,58a 18,85a 19,02a 19,12a 21,55a 25,55a 0,56 <.0001 0.0006
Glicose 15,80b 16,11b 16,07b 16,54b 17,18b 22,67b 0,56 <.0001 <.0001

3CaCl,/(mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L

Q

Amido 16,08b 1571b 16,20b 16,62b 17,56b 23,72c 0,47 <,0001 <,0001

Celulose 19,56a 18,76a 19,48a 21,4la 23,18a 28,03a 0,47 <,0001 0,3159
Glicose 16,38b 16,50b 16,96b 170b 18,06b 2535b (47 <,0001 <,0001

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas no diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade, ICV=
1,63%%; *CV= 3,07%; *CV= 2,44%.

Nos experimentos com NaCl, MgCl, e CaCl, (Tabela 2), no meio que continha
celulose, as maiores condutividades elétricas (CE) foram ao nivel de 1600 mg/dL em
relacdo aos demais substratos, com a condutividade (CE) de 35,68dS/m. Os meios que
continham como substrato 0 amido tiveram a menor condutividade elétrica (CE) com
1600 mg/dL de MgCl; e CaCl,.

Quanto maior a concentracdo de sais numa solucao, maior é a sua capacidade de
conduzir eletricidade, (SANTOS, 2012). Assim, ao adicionar maior quantidade de
NaCl, MgCl, e CaCl, nos meios (Tabela 2), a condutividade aumentou
proporcionalmente.

As regides semiaridas apresentam grandes problemas em quantidade e qualidade
de &gua disponivel. Além da escassez de agua, normalmente, nestas regides, uma grande
proporcao da agua apresenta alto indice de salinidade. Segundo Santos (2012), diversas
regides de perfil produtivo, como o semiarido do nordeste brasileiro, sofrem com a
escassez de recursos hidricos superficiais em periodos prolongados de estiagem e
salinizacdo do solo. Assim, 0s animais que sobrevivem neste ambiente apresentam
adaptacdes tanto para o0 consumo restrito de agua, quanto a agua com alto indice de sais.

Sabe-se que ruminantes conseguem sobreviver sem diminuir seu desempenho

produtivo até trés dias consecutivos sem consumir dgua (AGANGA et. al., 1992). Isso
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SO é possivel se tanto o ruminante quanto os microrganismos do rdmen, estiverem
adaptados a essas modificacfes de osmolaridade nos liquidos do organismo. Com isso,
0s microrganismos presentes no rimen tendem a ser tolerantes a altas concentragdes de
NaCl, MgCl, e CaCl, no meio.

Houve efeito linear decrescente para o NaCl, MgCl, e CaCl,, quando o substrato
foi o amido sobre a concentracdo de proteina microbiana em 48 horas de incubacéao
(Tabela 3). O NaCl e MgClI; a partir do nivel de 800 mg/dL ocasionou inibi¢do do
crescimento microbiano, e a partir de 400mg/dl para o CaCl,. A ingestdo de 4guas com
altos teores de salinidade possivelmente podem prejudicar o crescimento microbiano,
principalmente quando as dietas fornecidas forem compostas por grandes quantidades
de carboidratos soluveis, como observado na Tabela 3.

Tabela 3- Valores de proteina microbiana (mg/dL), a 48 horas de incubacdo, em

diferentes concentracdes de cloreto de sodio (NaCl), cloreto de magnésio

(MgCl,) e cloreto de calcio (CaCly) no liquido ruminal.

'NaCl/(mg/dL) Probabilidade
Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 14232 1372,1 14404 14232 17054 14938 228,84 0,339 0,2122
Celulose 1346,0 1804,3 1708,2 1549,3 1447,1 13104 228,84 0,064 0,5526
Glicose 1383,8 1717,1 1687,1 19110 1666,6 1478,8 228,84 0,527 0,0347
>MgCl,/(mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido  933,2a 1042,0a 1093,6a 1075,4a 1096,3a 1130,5a 122,3 0,0366 0,3791
Celulose 1031,4a 1048,8a 1030,9a 1008,8a 1122,5a 1144,8a 122,3 0,1242 0,3821
Glicose 1267,4a 1162,5a 1133,6a 1190,9a 1203,9a 12145a 122,3 0,9302 0,9460
*CaCl,/(mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 1416,2b 1418,4a 2098,4a 1756,2ab 1825,1a 951,8b 263,3 0,008 0,004
Celulose 1789,6ab 1658,4a 1876,2a 1327,3b 1916,2a 1169,6b 263,3 0,175 0,039

Glicose

2020,7a 1802,9a 1896,2a 1854,0a 1111,8b 21184a 263,3 0,005 0,009

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade, ‘CV= 14,78%%;

2CV=12,11%; *CV= 15,48%

Nao ocorreu efeito do NaCl e do MgCl, guando no meio se tinha celulose como

substrato. Entretanto, houve efeito quadratico do CaCl, sobre a concentragao de proteina
microbiana quando o substrato foi a celulose em 48 horas de incubacdo (Tabela 3).
CaCl,, Portanto, ingestdo de aguas com teores elevados de sal podem ndo afetar o
crescimento microbiano, quando a dieta fornecida for rica em carboidratos fibrosos,

como observado na Tabela 3.
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N&o houve efeito do NaCl e do MgCl, quando no meio se tinha como substrato a
glicose. Porém, houve efeito quadratico do CaCl, sobre a concentracdo de proteina
microbiana. No nivel com 500 mg/dL de CaCl, foram as concentra¢cfes minimas
estimadas em 48 horas de incubacdo (Tabela 3).

O decréscimo da concentracdo de proteina microbiana quando aumentava a
concentracdo de CaCl, até 550 mg/dL, demonstra que as espécies bacterianas presentes
predominantemente no meio tiveram o crescimento inibido do meio proporcionalmente
ao aumento do sal. Quando a concentracdo do CaCl, foi maior que 550 mg/dL,
possivelmente obteve-se uma maior concentracdo de proteina microbiana no meio,
devido ao crescimento de outros microrganismos que ndo eram predominantes no meio
até 550 mg/dL, mas que com a inibicdo de outros espécies bacterianas tiveram
condicbes para seu crescimento. As condi¢cBes ruminais propiciam um ambiente
dindmico e competitivo, assim, a inibicdo de algumas espécies microbianas podem
favorecer o crescimento de outras que competem pelo mesmo substrato (KAMRA,
2005).

Diversos fatores podem limitar as taxas de crescimento dos microrganismos
ruminais. A sintese de proteina parece ser o fator mais importante. Diferentes substratos
podem requerer diferentes rotas metabolicas (enzimas, proteinas transportadoras e
outras) e consideravel quantidade de aminoacidos pode ser desviada das atividades de
crescimento para este metabolismo especifico (ARGOLO 2007). Este fato foi
demonstrado por Russell et al. (1979), ao observarem que o crescimento de Butyrivibrio
fibrisolvens (Gram negativa) foi maior em maltose, celobiose e sacarose, quando
comparado com glicose ou pentose. Acredita-se que certos substratos podem causar a
ativagdo e sintese de certas enzimas que podem reduzir a producdo de 5’-adenosina
trifosfato (ATP) por unidade de tempo.

N&o ocorreu efeito dos niveis de NaCl e MgCl, sobre as concentracBes de
amonia (N-NH3) em 48 horas de incubacéo, quando no meio se tinha como substrato o
amido (Tabela 4). Isso demonstra que, nos meios propicios para o crescimento de
bactérias amiloliticas, as concentragdes de até 1600 mg/dL de NaCl no meio nédo
interferem no metabolismo bacteriano do nitrogénio (Tabela 4). Contudo, nos niveis de
CaCl, sobre a concentracdo de N-NH3; em 48 horas de incubacdo houve efeito linear
crescente para amido. O excesso de N-NH3 pode danificar o metabolismo intermediario

e influir nas concentragdes de proteina microbiana (Tabela 3).
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N&o houve efeito do NaCl e do CaCl, sobre a concentracdo de N-NHs;, quando
no meio continha o substrato celulose. Em relagdo ao MgCl,, houve efeito linear
decrescente dos niveis sobre a concentracdo de N-NH; em 48 horas de incubagédo
(Tabela 4). Os meios com celulose ao nivel de 1600 mg/dL de MgCl, foram os que
proporcionaram menor producdo de amonia. Provavelmente, dguas com altos teores
NaCl e CaCl, nédo interferem na producdo N-NHs, recebendo dietas compostas por
carboidratos fibrosos, entretanto, agua com altos teores de MgCl, podem chegar a
interferir (Tabela 4).

Né&o se observou efeito do NaCl e do MgCl, sobre a concentracdo de N-NH3 no
meio com glicose. Entretanto, nos niveis de CaCl, houve efeito em 48 horas de
incubacgéo (Tabela 4).

A ingestdo de niveis elevados de aguas salinas CaCl,, juntamente com dietas
compostas por carboidratos sollUveis podem afetar a producdo de N-NHj; as dietas
contendo carboidratos fibrosos podem ter as concentragdes de amonia interferidas

quando os animais consumirem agua com teores elevados de MgCl.

Tabela 4 - Valores de nitrogénio amoniacal (N-NH3z) em mM as 48 horas de incubacéo,
em diferentes concentracbes de cloreto de sddio (NaCl), cloreto de célcio

(CaCl,) e cloreto de magnésio(MgCl,) no liquido ruminal.

'NaCl/(mg/dL) Probabilidade

Substrato O 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 10,87 11,84 1068 11,65 11,73 1242 345 05797 0,9906
Celulose 9,54 10,85 9,05 897 11,12 1571 345 00155 0,3206
Glicose 1322 10,08 940 6,97 1002 12,33 345 06092 0,0792

2MgCl,/(mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q

Amido 3,14b 280b 1,48b 2,88a 1,6la 0,78a 2,94 0,3212 0,9495
Celulose  15,70a 19,80a 10,13a 5,82a 2,73a 4,352 2,94 <.0001 <.0001
Glicose 6,17b 1,980 1,88b 196a 1,34a 1,16a 2,94 0,1696 0,2449

*CaCl,/(mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q

Amido 261b 4,63b 4,04c 4,06a 10,80b 7,29a 216 0,0089 0,0277
Celulose 1,97b 4,15b 29,57a 7,8la 6,51b 10,74a 216 0,8321 10,2326
Glicose 19,09a 14,26a 12,08b 6,24a 12,64a 9,86a 2,16 0,0073 0,0073

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade, CV= 31,62%%;
2CV=61,71%; *CV=29,51%

O actmulo crescente de N-NH3z no meio com amido, quando mais CaCl, estava

presente, é consequéncia da menor sintese de proteina microbiana (Tabela 3), devido a
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inibicdo dos microrganismos no meio. Da mesma forma, a menor concentracdo
crescente de N-NH3 no meio com glicose, se deve a utilizacdo da mesma por diferentes
espécies bacterianas para seu crescimento.

Ocorreu efeito quadratico dos niveis de NaCl no meio contendo amido sobre a
concentracdo de acetato em 48 horas de incubacdo (Tabela 5). Com maior concentracdo
estimada no nivel de 210 mg/dL. Ja nos niveis de MgCl, e CaCl, , houve efeito linear
decrescente sobre a concentracao de acetato (Tabela 5). Quando o substrato no meio foi
a celulose ndo houve efeito do NaCl sobre a concentracédo de acetato. Entretanto, houve
efeito quadratico para MgCl,, com concentragdo minima de acetato no nivel 645 mg/dL
(Tabela 5).

Tabela 5 — Valores de acetato (mM), a 48 horas de incubagdo, em diferentes

concentracdes de cloreto de sédio (NaCl), cloreto de magnésio(MgCl,) e

cloreto de calcio (CaCl,) no liquido ruminal.

'NaCl/(mg/dL) Probabilidade
Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 33,43a 41,88a 41,27a 40,84a 41,96a 25,76a 4,98 0,0022 0,0011
Celulose  16,21b 12,84b 10,95b 10,81c 10,78c 14,38b 498 0,9635 0,1386
Glicose 28,89a 20,73b 19,79b 30,75b 28,62b 26,59a 4,98 0,3723 0,3341

“MgCl,(mg/dL)
Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 33,41a 33,58a 31,20a 34,34a 34,04a 23,60a 354 0,0009 0,0260
Celulose  21,94b 20,37b 17,13b 17,30c 15,49c 20,33a 354 0,7567 0,0159
Glicose 24,75b 26,34b 2791a 26,68b 23,96b 23,252 354 0,1832 0,7671

3CaCly(mg/dL)
Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 25,35b 24,37b 24,80b 26,43a 23,56a 17,97b 4,04 0,0148 0,2977
Celulose  17,39b 18,27b 16,90b 16,39b 18,10a 26,45a 4,04 0,0032 0,1061
Glicose 33,6la 36,55a 32,96a 27,72a 23,4la 25,77ab 4,04 0,0007 0,0107

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade, *CV= 19,64% ; °CV=

14,00%:; *CV=16,7%.

Obteve efeito linear decrescente dos niveis de CaCl, no meio contendo celulose

sobre a concentracdo de acetato em 48 horas de incubacdo (Tabela 5). Nos experimentos
com NaCl e MgCl;, o substrato amido proporcionou maior concentracdo de acetato em
relagdo a celulose e glicose, em relagdo ao CaCl, foi o substrato com menores
concentracédo de acetato 17,97mM.

Observou efeito linear decrescente dos niveis de NaCl e MgCl, no meio

contendo amido sobre a concentracdo de propionato em 48 horas de incubacdo (Tabela
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6). A concentracdo de propionato no NaCl e MgCl, diminuiu no nivel de 1600mg/dL
com producdo de 16,94mM e 16,10mM respectivamente, demostrando que o0s

microrganismos produtores de propionato se mostram sensiveis a esses sais.

Tabela 6 - Valores de propionato (mM), a 48 horas de incubacdo, em diferentes
concentragfes de cloreto de sddio (NaCl), cloreto de magnésio (MgCl,) e

cloreto de calcio (CaCl,) no liquido ruminal.

'NaCl/(mg/dL) Probabilidade
Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido  26,43a 26,80a 26,03a 26,23a 27,99a 16,94a 361 00012 0,0267
Celulose 9,52b  7,99b 6,51b 6,32b 7,45c  8,86b 361 08160 0,3230
Glicose 19,98a 13,25b 13,33b 24,33a 18,06b 16,64a 361 09317 10,1756
2MgCl/(mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 22,94a 21,94a 17,5la 2354a 20,90a 16,10a 235 0,0025 0,2028
Celulose 12,61b 10,60b 10,34b 11,42c 11,66b 12,69a 235 0,4126 0,5695
Glicose 18,54a 17,76a 17,13a 16,25b 14,72b 14,59a 235 0,0236 0,2356
CaCl,/(mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q
Amido 20,80a 17,9ab 18,3ab 21,39a 23,0la 11,79b 323 0,0067 0,0031
Celulose 12,72b 13,00b 11,95b 12,49b 12,50b 17,60ab 323 0,0394 0,2191
Glicose 23,14a 23,85a 19,36a 22,13a 17,87ab 20,51a 323 0,1944 0,1150

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade, 'CV= 21,50%;
’CV=14,53%; *CV=18,18%

Obteve-se efeito quadratico dos niveis de CaCl, no meio contendo amido sobre a
concentracdo de propionato em 48 horas de incubacdo (Tabela 6). No nivel com 720
mg/dL de CaCl, obteve-se a maior concentracao de propionato (23,01mM).

N&o houve efeito do NaCl, MgCl, e do CaCl, quando no meio tinha como
substrato a celulose e glicose sobre a producdo de propionato em 48 horas de incubacao.
Os microrganismos que utilizam a beta-glicose como fonte de energia, geralmente
utilizam a rota do acetato ao invés da rota do propionato para reoxida¢do do NAD, em
condigdes adequadas de pH (MOSS, et. al 2000). Assim, esperava-se menor
concentracdo de propionato no meio quando o substrato era celulose quando comparado
aos meios contendo amido e glicose.

Ocorreu efeito linear decrescente nos niveis de NaCl, MgCl, e CaCl, no meio
contendo amido sobre a concentracdo de butirato em 48 horas de incubacdo (Tabela 7).
Por outro lado ndo houve efeito de NaCl, MgCl, e CaCl, no meio contendo celulose

sobre a producdo de butirato (Tabela 7), demonstrando que 0s microrganismos
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fermentadores de celulose e produtores de butirato ndo séo sensiveis aos diferentes sais

até a concentracéo de 1600 mg/dL.

Tabela 7 - Valores médios de butirato (mM), a 48 horas de incubacdo, em diferentes
concentracdes de cloreto de sodio (NaCl), cloreto de magnésio (MgCl,) e

cloreto de célcio (CaCl,) no liquido ruminal.

"NaCl/(mg/dL) Probabilidade
Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L Q

Amido 14,09a 13,91a 14,08a 13,35a 14,64a 8,80ab 2,04 0,0016 0,0573
Celulose  4,81b 4,66b 6,55b 515b 4,27¢c 5,01b 2,04 0,7699 0,8478
Glicose  10,61a 7,37b 7,06b 12,87a 9,90b 9,76a 2,04 0,5007 0,2912

2MgCl/(mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q

Amido  12,90a 139la 10,08a 11,92a 10,87a 8,76a 1,38 0,0002 0,7392
Celulose 6,31lb 595¢ 6,280 596b 648b 7,13a 1,38 0,2978 0,7131
Glicose  10,23a 10,07b 8,30ab 8,00b 8,3lab 7,12a 138 0,0089 0,2978

*CaCl,/(mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 EP L Q

Amido 11,60a 10,23ab 8,72a 11,36a 11,42a 6,29b 167 0,0022 0,0292
Celulose  6,41b 7,75b  7,05a 7,40b 6,71b 9,4ab 1,67 0,0645 0,3438
Glicose  11,51a 12,79a 10,09a 11,6a 9,8lab 11,53a 1,67 0,6693 0,1697

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade, *CV= 22,07%;
’CV=15,68%; *CV= 17,58%.

Observou efeito linear decrescente do MgCl, no meio contendo glicose sobre a
concentracdo de butirato, e sem efeito do NaCl e CaCl,. Quando se aumentava 0s niveis
de MgCl,, a concentracdo de butirato no meio diminuia. Os microrganismos ruminais
que utilizam a rota do butirato como forma de reoxidacdo do NADH,, geralmente, ndo
apresentam enzimas capazes de reoxidar o NAD por outra rota (MOSS, et. al 2000).
Assim, o efeito linear decrescente do NaCl, MgCl, e CaCl, quando o substrato presente
era 0 amido e quando o MgCl, no meio com glicose deve-se a inibicdo dos
microrganismos amiloliticos e glicoliticos produtores de butirato.

No ruminante, o propionato € usado principalmente para a gliconeogénese,
constituindo sua maior fonte de glicose. Enquanto o acetato e butirato sdo utilizados
principalmente como fonte de energia imediata (RESENDE et al., 2011).

Houve efeito quadratico dos niveis de NaCl no meio contendo amido sobre o pH

em 48 horas de incubacgdo (Tabela 8). O maior valor de pH foi observado no nivel de
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120 mg/dL sendo 7,03. No meio contendo celulose houve efeito linear crescente das
concentragdes de NaCl sobre o pH.

N&o ocorreu efeito dos niveis de MgCl, sobre o pH nos trés substratos. Este sal
ndo influenciou nos valores de pH apds 48 horas de incubacdo. Houve efeito linear
decrescente do CaCl, nos substratos amido, celulose e glicose sobre o pH, sendo os
menores valores de pH entre 6,40; 6,97 e 6,00 (Tabela 8).

Os microrganismos ruminais que cresceram nos meios contendo glicose e
principalmente amido foram sensiveis aos niveis crescentes de NaCl, MgCl, e CaCl,.
Entretanto, os microrganismos no meio contendo celulose demonstraram serem menos
sensiveis a essas concentracbes de sais, ndo tendo muitas variacbes tanto na
concentracdo de proteina microbiana quanto aos produtos finais da fermentacdo aqui

estudados.

Tabela 8 - VValores médios de pH, a 48 horas de incubacdo, em diferentes concentracdes
de cloreto de sédio (NaCl), cloreto de magnésio (MgCl,) e cloreto de célcio

(CaCly) no liquido ruminal.

'NaCl/(mg/dL) Probabilidade
Substrato 0 100 200 400 800 1600 EP L Q

Amido 6,83ab 7,03a 6,56a 6,50a 6,56b 6,70b (17 0,2022 0,0072
Celulose 6,90a 7,00a 6,83a 6,83a 7,30a 7,46a 0,17 <.0001 0,8613
Glicose 6,53b 6,73a 6,56a 6,56a 6,63b 6,56b 0,17 0,8113 0,7976
“MgCl,/(mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 Ep L Q

Amido 6,66 746 693 663 683 686 034 05804 0,5052
Celulose 715 727 710 7,00 699 691 0,34 02454 0,6746
Glicose 714 694 6,78 656 696 666 034 0,2695 0,5978

3CaCl,/(mg/dL)
0 100 200 400 800 1600 Ep L O

Amido 6,98b 7,00b 6,97ab 691b 6,72b 6,40b 0,063 <,0001 0,3174
Celulose  7,15a 7,14a 7,02a 7,11a 7,14a 6,97a 0,063 0,0043 0,1564
Glicose 6,98b 6,95b 6,87b 6,74c 6,55c 6,00c 0,063 <,0001 0,5793

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade, *CV= 2,63% ;
2CV=4,98%; *CV=0,92%

Assim, quando caprinos estiverem consumindo dgua com niveis altos de NaCl,
MgCl, e CaCl, (1600mg/dl), ou com condutividade acima de 34,81; 22,95 e
24,11dS/m, a fermentagdo microbiana no ramen podera ser afetada, principalmente
quando a dieta tiver maiores proporcoes de carboidratos ndo fibrosos, principalmente

amido.
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Segundo Albuquerque (2012), dentre os animais ruminantes, 0S caprinos € 0s
ovinos, quando comparados com os bovinos, apresentam um melhor desempenho
devido ao seu porte e melhor aproveitamento na utilizacdo de agua.

Quando os caprinos estiverem consumindo agua com niveis altos de NaCl
(acima de 1600 mg de NaCl/ ml de agua), ou com condutividade acima de 34,81dS/m
tendo o NaCl como principal sal, a fermentacdo microbiana no rumen ndo seré afetada,
principalmente quando a dieta tiver maiores proporgdes de carboidratos fibrosos.

Nos meios em que se tinha amido, celulose e glicose como substrato observou-se
menor efeito do sal NaCl sobre os microrganismos presentes, mesmo quando se tinha
concentragdes elevadas deste sal no meio, demonstrando que esses microrganismos séo
menos sensiveis ao NaCl.

Nos meios em que se tinha amido como substrato observou-se maiores efeito do
sal MgCl, sobre os microrganismos, a partir de 1600 mg/dL de sal no meio, ou com
condutividade de 24,11dS/m, este inibiu o crescimento dos microrganismos, diminuindo
0 crescimento dos mesmos. Quando se tinha celulose como substrato houve menores
efeito do MgCl, sobre 0s microrganismos, mesmo quando se tinha niveis elevados desse
sal, demonstrando que os microrganismos celuloliticos e glicoliticos sdo menos
sensiveis a este sal.

Nos meios em que se tinha amido, celulose e glicose como substrato observou-se
menor efeito do sal CaCl, sobre os microrganismos presentes, mesmo quando se tinha
concentracdes elevadas deste sal no meio, demonstrando que 0S microrganismos

amiloliticos, celuloliticos e glicoliticos sdo menos sensiveis ao CaCls.
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4. CONCLUSAO

A presenca do sal NaCl e do CaCl, até 1600 mg/dL ou condutividade elétrica de
34,81dS/m e de 22,95dS/m ndo afetam a eficiéncia microbiana das bactérias
fermentadoras de amido, celulose e glicose.

O MgCl, também ndo afeta a eficiéncia microbiana das bactérias fermentadoras
de celulose e glicose ao nivel de até 1600 mg/dL ou condutividade elétrica de
24,11dS/m. Entretanto, a eficiéncia microbiana das bactérias fermentadoras de amido é
inibida a niveis acima de 800 mg/dL ou com condutividade 18,22dS/m.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os experimentos in vitro comprovaram que as bactérias fermentadoras de amido,
celulose e glicose tiveram maior produtividade microbiana em caprinos quando
comparados a bovinos, tolerando niveis de até 1600 mg/dL de sais sem ter a sua
eficiéncia microbiana afetada.

Portanto, fazem-se necessarios mais estudos sobre a influéncia da &gua salina na
microbiota de bovinos e caprinos, in vitro e in vivo, para complementar os resultados

desta pesquisa.
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