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MANEJO DE UTILIZACAO DA PALMA FORRAGEIRA SOBRE A QUALIDADE
MICROBIOLOGICA, DESEMPENHO E DISTURBIOS NUTRICIONAIS EM
OVINOS

RESUMO: O objetivo neste estudo foi avaliar a proliferacdo de enterobactérias, em especial
da E. coli, na palma forrageira e verificar sua associagdo com casos de diarreia em ovinos,
além de analisar a resposta desses animais quando submetidos a alimentacdo com dietas ricas
em palma, picada horas antes do fornecimento. No ensaio in vitro utilizou duas cultivares de
palma forrageira (Nopalea cochenillifera Salm Dyck e Opuntia ficus-indica Mill), sendo
cada cultivar picada em particulas de aproximadamente 4 cm2 e 2 cm2 e alocadas em
ambiente controlado por até 24 horas. O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado (DIC) em um arranjo fatorial 2 x 2 x 4, sendo 2 variedades, 2 tamanhos de
particulas e 4 horarios de avaliacdo (0, 6, 12 e 24 horas ap0s o corte). As variaveis analisadas
foram: temperatura interna e externa, &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e dados de
proliferacdo microbiana, por meio da contagem de bactérias produtoras de acido latico
(BAL), enterobactérias e Escherichia coli, numero mais provavel (NMP) de coliformes
totais, testes de perfil bioquimico das colonias de E. coli. No ensaio in vivo foram utilizados
15 cordeiros, distribuidos em um DIC composto por trés tratamentos, palma forrageira
processada e fornecida de imediato aos animais; palma forrageira processada oito horas antes
do fornecimento aos animais e a silagem de palma, com cinco repeti¢cdes por tratamento,
compostos por 5 repeticdes. O periodo experimental total teve duracdo de 31 dias, onde 10
destes foram destinados a adaptacdo dos animais a dietas e instalacBes. As variaveis
analisadas foram: ingestdo de matéria seca, ganho de peso total, escore fecal, variaveis
fisiologicas, hemograma completo e microbiologia das fezes por meio da contagem de
enterobactérias em placas de Petri. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), quando significativos (P < 0,05), as diferencas entre médias analisadas pelos
testes t-Student e Tukey, considerando 5% de probabilidade. No ensaio in vitro, foi possivel
observar maior temperatura interna do material avaliado, quando as variedades foram
submetidos a um tamanho de particula menor (2 cmz), ja os AGCC apresentaram aumento
até as 12 horas apo6s picado, reduzindo as 24 horas. Foi possivel maior contagem de
enterobactérias e BAL, tanto as 12 e 24 horas ap6s o picagem da palma com a particula de
2 cmz, nas duas variedades de palma. No entanto, a maior nimero de BAL detectada foi as
6 horas (4,65 UFC/g) e 12 horas (5, 05 UFC/g). A hemoglobina dos animais variou do
primeiro dia (86,73 g/dL) para o 21° dia (77,26 g/dL), contudo, o volume globular variavel
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mais importante ndo apresentou efeito significativo. Os ovinos alimentados com a palma
picada oito horas antes do fornecimento apresentaram maior contagem de enterobactérias
nas fezes no 21° dia da coleta (8,48 UFC/g), enquanto que os animais alimentados com a
silagem tiveram menor nimero (4,95 UFC/g). Dentre as enterobactérias isoladas nas fezes,
foi confirmada a presenca de E. coli, através do teste do perfil biogquimico, resultado
esperado, pois estes sdo organismos comuns do trato gastrointestinal. Assim, pode-se
concluir que forma de manejo da palma forrageira influencia o desenvolvimento de
coliformes totais e fecais, especialmente quando picada a 2 cmze expostas ao ambiente por
periodos maiores que sete horas, podendo a populacdo bacteriana ser controlada com a

utilizacao da palma na forma de silagem.

Palavras-chave: Escherichia coli, Cactaceas, Diarreia, Ruminantes.
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MANAGEMENT OF FORAGE CACTUS UTILIZATION ON
MICROBIOLOGICAL QUALITY, PERFORMANCE AND NUTRITIONAL
DISORDERS IN SHEEP

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the proliferation of enterobacteria, especially E.
coli, in spineless cactus and to verify its association with cases of diarrhea in sheep, as well
as to analyze the response of these animals when fed with rich diets spineless cactus chopped
hours before supply. In the in vitro test, it used two spineless cactus cultivar forage (Nopalea
cochenillifera Salm Dyck e Opuntia ficus-indica Mill), each cultivar being chopped into
particles of approximately 4 cmzand 2 cmzand allocated in a controlled environment for up
to 24 hours. The completely randomized design was used in a 2 x 2 x 4 factorial arrangement,
with 2 varieties de spineless cactus, 2 particle sizes and 4 evaluation times (0, 6, 12 and 24
hours after chopped the spineless cactus). The variables analyzed were: internal and external
temperature, short-chain fatty acids (SCFAs) and microbial proliferation data by counting
lactic acid bacteria (LAB), enterobacteria and Escherichia coli, most likely number (MLN)
total coliforms and biochemical profile tests of E. coli colonies. In the in vivo trial, 15 lambs
were used, distributed in a completely randomized design (CRD) composed of three
treatments, chopped spineless cactus and immediately supplied to the animals; spineless
cactus chopped eight hours before provided to animals and spineless cactus silage with five
replications per treatment, consisting of five replicates. The total experimental period lasted
31 days, 10 of which to adapt the animals to diets and installations. The variables analyzed
were dry matter intake, total weight gain, fecal scores, physiological variables,
enterobacteria in Petri dishes. The data were submitted to analysis of variance (ANOVA),
when significant (P < 0.05), the differences between means were analyzed by t-Student and
Tukey tests, considering 5% of probability. In the in vitro trial, it was possible to observe a
higher internal temperature of the evaluated material, when the varieties were submitted to
smaller particle size (2 cmz2), while the SCFAs increased until 12 hours after chopped,
reducing at 24 hours. Higher enterobacterial and LAB counts were possible at both 12 and
24 hours after spineless cactus chopped with 2 cmz particle in both varieties. However, the
highest number of LAB detected was at 6 hours (4.65 CFU/g) and 12 hours (5.05 CFU / g).
The hemoglobin of the animals varied from the first day (86.73 g/ dL) to the 21st day (77.26
g/ dL), however, the most important variable, the globular volume, had no significant effect.
Sheep fed with chopped spineless cactus eight hours before supply had the higher fecal

enterobacterial count on the 21st day of collection (8.48 CFU/g), while animals fed with
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silage had lower values (4.95 CFU/g). Among the enterobacteria isolated in the feces, the
presence of E. coli was confirmed by the biochemical profile test, an expected result, as these
are common organisms of the gastrointestinal tract. Thus, it can be concluded that spineless
cactus management influences the development of total and fecal coliforms, especially when
chopped at 2 cmz and exposed to the environment for periods longer than seven hours, and
the bacterial population can be controlled with the use of spineless cactus in the form of
silage.

Keywords: Escherichia coli, Cactaceae, Diarrhea, Ruminants.
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1. INTRODUGCAO

A palma forrageira (pertencente a familia das Cactaceas) tem sido bastante explorada
em regides de baixo indice pluviométrico e longos periodos de estiagem como o Semiarido
Nordestino, principalmente pela excelente adaptabilidade, boa producéo de forragem mesmo
nos periodos criticos, época na qual, as outras espécies forrageiras reduzem a producéo,
sendo a palma bem aceita pelos ruminantes e quase sempre compondo a dieta destes animais
(COSTA et al., 2012).

Dentre as cactaceas mais usadas na alimentacdo dos ruminantes estdo a Opuntia
ficus-indica Mill e Nopallea cochenillifera Salm Dyck, na qual se caracterizam pela grande
produtividade por hectare e a disponibilidade de carboidratos acima da média entre as palmas
forrageiras, respectivamente (BATISTA et al., 2013). Segundo esses autores, O
desenvolvimento do vegetal do género Opuntia e producéo de carboidratos do género
Nopallea estdo ligados principalmente a fatores genéticos. Contudo, Costa et al. (2012)
afirmam que a palma forrageia em geral, contém grandes teores de agua e elevadas
quantidades de carboidratos néo fibrosos (CNF).

Com o inicio do periodo seco nessas regides, ha uma intensificacdo no uso da palma
forrageira como parte da dieta dos ruminantes pela falta de outros alimentos, buscando suprir
a exigéncia por nutrientes dos animais. O vegetal apresenta em sua constituicdo alto teor de
agua, carboidratos ndo fibrosos e minerais, em contrapartida, possui baixos teores de
proteina e fibra em detergente neutro (FDN) (DETMANN et al., 2010; FERREIRA et al.,
2009), sendo considerado uma excelente fonte de energia e agua.

Nutricionalmente a alimentacdo animal com palma em grandes quantidades sem
associacdo com fontes de fibra ou de forma exclusiva, pode provocar reducdo no rendimento
produtivo dos ruminantes (BEN SALEM e SMITH., 2008). Principalmente quando 0 mesmo
desenvolve doencas como a diarreia, timpanismo espumosos e acidose ruminal, por
consequéncia da deficiéncia de fibra fisicamente efetiva da palma (SANTOS et al., 2010).

Para manter o bom funcionamento do rimen e a satde do animal, a FDN minimo
preconizado pelo NRC (2001) é de 25% da matéria seca exigida pelo animal, dos quais 19%
devem ser proveniente de uma fonte de forragem. Porém, o teor fibra fisicamente efetivo
(FDNpe) por si s6 nao tem justificado o aparecimento de diarreia em ruminantes que
consomem dieta com elevado teor de palma.

Visto que os resultados observados por Cordova-torres et al. (2017) ao substituir 70%
do feno de Tifton por palma forrageira (Nopalea cochenillifera) na dieta de ovinos ndo



18

ocasionou problemas digestivos. Barros et al. (2017), foram mais além, substituindo 100%
da palma (Opuntia stricta Haw) por feno de Tifton na alimenta¢do de bovinos Girolando,
onde também ndo foram observados casos de diarreia ou qualquer outros problemas
digestivos. Tais resultados reforcam ainda mais a ideia que existem outros fatores ligados
aos casos de diarreia em animais alimentados com muita palma.

A associacdo da diarreia ao oxalato volatil presente na palma forrageira,
possivelmente esteja relacionada aos efeitos tdxicos causados por esse metabdlico
secundario dos vegetais (BEN SALEM et al., 2000). Como afirma Tadele (2015), quando
hé& a ingestdo em excesso do oxalato volatil ocorre irritacdo da mucosa intestinal, que
dependendo da gravidade afetaria negativamente nas fezes animal.

No entanto, a palma usada na dieta animal possui em média, 1,69 g de oxalato por
quilograma de matéria seca (BATISTA et al., 2009), correspondendo apenas 0,16% da
matéria seca e bem abaixo dos 2% maximo indicado por Rahman et al., (2013) para
ocasionar intoxica¢do nos animais ruminantes.

A ndo intoxicagdo por oxalato em baixos niveis nos ruminantes esta ligado a
metabolizacdo desse composto, que é realizado pelos microrganismos ruminais, fazendo
com que esses animais tolerem maiores niveis de oxalato quando comparado aos nao
ruminantes (ASLANI et al., 2011).

Diante das comprovacdes cientificas descritas anteriormente, em que a diarreia ndo
se manifestou nos ruminantes ao ingerir dietas que continham grandes porc¢des palma
forrageira, podemos inferir que a manifestacao dos sinais clinicos para essa doenca pode ter
relacdo com a ma qualidade higiénica no manejo dessa forragem, gerando uma maior
ingestdo via alimento de certos grupos bacterianos, responsaveis pelos aparecimentos da
diarreia.

Uma bactéria que tem maior relagdo com esse quadro clinico, é a Escherichia coli,
que pode apresentar crescimento em diversos ambientes, principalmente nos frutos de
cactaceas armazenados em ambiente com temperatura amena (CRUZ-CANSINO et al.,
2016). Considerando que a palma forrageira apresenta caracteristicas bromatoldgicas
semelhantes ao fruto e 0 mesmo é triturada, exposta ao ar durante horas no cocho de
alimentacdo dos animais, permite aos microrganismos acesso umidade e nutrientes que

predispdem seu crescimento.


http://science.sciencemag.org/content/330/6000/70.short
http://science.sciencemag.org/content/330/6000/70.short
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Somado os fatores anteriores, a alta temperatura do ar e radiacdo intensa das regides
tropicais, favorecem ainda mais a multiplicacdo da E. coli por ela ser uma bactéria que
demanda temperatura com amplitude de 10 a 45°C, e média de 37°C (HOFFMANN, 2001).

Diante disso, objetivou-se avaliar a proliferacdo de enterobactérias, em especial da
E. coli, na palma forrageira e verificar sua associacdo com casos de diarreia em ovinos, além
de analisar a resposta desses animais quando submetidos a alimentacdo com dietas ricas em

palma, trituradas horas antes do fornecimento.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Uso da palma forrageira na alimentacéo animal

A palma forrageira € uma cactacea que foi disseminada em grande parte do semiarido
do Nordeste Brasileiro, adaptando-o muito bem a essa regido, por apresentar condi¢des
climaticas semelhantes ao México, seu pais de origem. Durante o periodo seco do ano passa
a ser uma das poucas fontes de alimento para os rebanhos, tornando desta forma, o principal
suporte forrageiro e fornecendo nutrientes e agua.

O sucesso da boa producdo de volumoso por parte dessa forrageira se da pela
excelente adaptabilidade ao clima seco, permitindo a producéo durante quase todo ano,
mesmo com a baixa disponibilidade de agua, caracteristica das regiGes semiaridas e aridas
(ALMEIDA, 2012; ALMEIDA et al., 2012).

Tal adaptacio se da pelo fato da palma utilizar o Metabolismo Acido das
Crassulaceas (CAM) para realizar as trocas gasosas, que consiste no fechamento dos
estdbmatos durante todo o dia e abertura no periodo noturno para obtencdo de CO2e reducdo
na perda de agua para o ambiente, sendo armazenando o CO2 na forma de &cido malico a
noite e consumindo durante o dia para obtencédo de energia (BATISTA et al., 2013).

Segundo Silva et al. (2015), as plantas CAM sdo mais eficientes no uso da dgua
quando comparadas as C3 e C4, onde essas Ultimas apresentam 0s processos fotossintéticos
limitados pela pouca disponibilidade de &gua no ambiente, pois sdo mais exigentes em agua
quando comparadas as plantas CAM.

Mesmo requerendo menos dgua que outros volumosos, a palma necessita de solos
bem adubados e manejo correto para obter alta producdo e boa qualidade. Apesar disso, a
composicdo quimica pode diferir entre os tipos e cultivares da palma, idade de corte,
densidade, tipos de solos onde esta cultivada e manejo depois de plantada (BATISTA et al.,
2013).

Apesar de variavel, a palma é um alimento rico em agua, carboidratos nao fibrosos
(CNF) e minerais, apresentando baixo teor de matéria seca (MS) e proteina. Conforme
Ferreira et al. (2009), a MS da palma situa-se em torno do valor médio de 116,9 g/kg de
matéria natural. Fortalecendo a afirmativa, Cordova-Torres et al. (2015), ao avaliarem a
composicao nutricional da Opuntia ficus indica Mill e outras quatro da espécie Opuntias
com espinhos, verificaram uma variacdo de 78 a 138 g de MS por kg de palma.

Quando se trata de CNF, a palma forrageira apresenta valores bastante expressivos,
na qual 1 kg de MS contém 800g de CNF, sendo encontrado cerca de 129 g/kg de amido.
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Em contraste ao CNF, a proteina € relativamente baixa, ficando com valores entre 42 a 59
g/kg de MS (BISPO et al., 2007; VIEIRA et al., 2008; BATISTA et al., 2013).

Em termos de fibra em detergente neutro (FDN), a palma apresenta valores
considerados baixos, que para Ferreira et al. (2009), é em torno de 267 g/kg de MS para 0s
diferentes géneros. Os ruminantes necessitam em sua dieta de uma quantidade minima de
FDN de 25% e de 19% de FDN efetiva (ALVES et al., 2016).

A matéria mineral também varia em razéo do solo, tratos culturais entre outros,
apesar disso, conforme afirmam Ferreira et al. (2009), seu valor € de cerca de 120 g/kg de
MS. Batista et al. (2009) destacam os teores dos minerais como calcio, magnésio e potassio,
que sdo elevados para as cactaceas pertencentes aos géneros Opuntia e Nopalea, ocorrendo
0 célcio em maior concentracdo entre 0s minerais.

Mesmo com altos niveis de calcio, o aparecimento de toxidez proveniente de dietas
com altos valores de calcio é pouco observado nas regides que usam palma como base na
dieta animal, acreditando que o oxalato presente consegue reduzir a disponibilidade do
célcio, ou até mesmo a ocorréncia de interagcdes negativas entre 0s minerais em excesso
(ARAUJO et al., 2013; BATISTA et al., 2013).

O oxalato € um composto organico toxico presente na palma e diversos vegetais,
quando ingerido em grandes quantidades representa risco a sobrevivéncia dos
microrganismos ruminais, reduz a biodisponibilidade de minerais, em especial célcio e
magnésio, podendo levar a morte do animais em situagfes mais intensas (BEN SALEM et
al., 2000; BEN SALEM et al., 2010). De acordo com Batista et al. (2009), a sua
concentracdo ndo varia entre as palmas forrageiras dos géneros Opuntia e Nopalea, e a
quantidade média encontrada fica em torno de 1,69 g/kg na MS, considerada baixa para
causar algum dano ao animal.

As forragens que apresentam grandes concentracdes de oxalato podem ser ingeridas
pela espécie ovina, quando essas possuem nutrientes essenciais para o animal, contudo,
dietas ricas em oxalato causam desbalanco na biodisponibilidade do célcio presente no
organismo, uma vez que o composto complexa com o célcio e potéssio, levando ao
aparecimento de problemas renais (RAHMAN et al., 2011).

Apesar do oxalato, baixa proteina e MS, alto nivel de CNF e minerais, a palma
representa uma excelente fonte de alimentos para os ruminantes. No entanto, devido as

caracteristicas apresentadas anteriormente, ha necessidade desta planta ser fornecida em
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conjunto com um volumoso rico em fibra (feno, silagem, palhada etc), além de
suplementacdo proteica, conseguindo assim, evitar disturbios digestivos (ALMEIDA, 2012).

Alguns estudos revelam que a adicdo de uma fonte fibrosa como feno de Tifton na
alimentacéo de caprinos jovens consegue reparar 0s problemas de disturbios digestivos como
timpanismo e diarreia causados por dietas com grande quantidade de palma, melhorando a

fermentacdo ruminal e uso dos nutrientes disponiveis (VIEIRA et al., 2008).

2.2. Importancia da Fibra fisicamente efetiva na nutri¢do de ruminantes

Em algum momento do processo evolutivo, os ancestrais dos atuais ruminantes
passaram a ter como base os alimentos com caracteristicas mais fibrosas, o que fez aumentar
a pressao de selecdo e sobrevivesse apenas 0s que mais eficazmente pudessem utilizar de
alimentos com esse aspecto. Desde entéo, a fonte de fibra na alimentagéo dos ruminantes
tornou-se parte essencial por manter a satde e producdo do animal.

A fibra é fracionada em fibra efetiva (FDNe) e fibra fisicamente efetiva FDNpe, na
qual, a primeira possui relacdo com a quantidade minima para néo alterar o teor de gordura
do leite, ja a segunda, esta relacionada ao tamanho minimo de particula da forragem
estimular a salivacdo e tamponamento do pH ruminal (JUNIOR et al., 2007; ZHAO et al.,
2014).

A fibra fisicamente efetiva (FDNpe) tem uma grande influéncia sobre a qualidade do
rimen e o pesquisador Van Soest (1994) ressalta que s&o necessarios teores minimos de fibra
para estimular a mastigacdo, ruminagdo, movimento peristalticos e manter o pH ruminal
ideal para atividade dos microrganismos.

Quando néo sdo respeitados os valores minimos de FDNpe, como em dietas com
grandes quantidades de palma, os ruminantes estdo sujeitos ao aparecimento de problemas
digestivos pela falta de alimentos volumosos com fibra, porém, se combinado com feno ou
silagem, conseguem manter a normalidade das fun¢6es ruminais e atividade da microbiota
(PITACAS, 2015).

De acordo com Bispo et al. (2007), o uso de palma forrageira em substituicdo ao feno
de capim elefante na dieta de ovinos acarretou em mudancas no pH ruminal, onde os animais
alimentados com dieta sem palma apresentaram pH médio de 6,46 e ao incluir até 56% de
palma o pH reduziu para 6,24.

A principal causa da diminuic¢do do pH no rimen com aumento da palma seria o alto

nivel de carboidratos de rapida digestdo (CNF), que confere substrato para fermentacéo de
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bactérias que produzem principalmente acido propiénico, com a queda do pH ocorre o
crescimento de bactérias que produzem o &cido latico, reduzindo ainda mais o pH ruminal e
ocasionando a acidose (MARQUES et al., 2017).

Palma forrageira na alimentacéo dos ruminantes de forma quase exclusiva configura
em menores indices produtivos, por ndo atender a exigéncia nutricional e causar doencas
digestivas nos mesmos. Assim, de acordo com Vieira et al. (2008), os caprinos para manter
0 consumo normal de palma é necessario a ingestao de volumoso, que no caso dos fenos, o
valor minimo indicado seria de 150 g/kg MS exigido. A espécie ovina requer no minimo
200g/kg MS de FDN proveniente de forrageiras para desempenhos positivos (JUNIOR et
al., 2009).

Utilizar volumoso é bastante comum na dieta de ruminantes por se tratar de uma
fonte de energia de menor custo, fonte de fibra e por conseguir manter a normalidade do
rumen, assim, a sua ingestao representa um fator importante na manutencédo da satde destes
animais (SOUZA et al., 2010).

Na nutricdo de ruminantes buscou, combinar a palma forrageira com fontes de
FDNpe (feno e silagem), fazendo com gue ambas se complementassem, na qual a palma
fornece CNF (energia), &gua e minerais, e as forragens conservadas a matéria seca, FDNpe
e proteina, evitando qualquer disturbio digestivo (FERREIRA et al., 2009; MARQUES et
al., 2017).

Esta combinacéo de forragens conservadas com a palma forrageira permitiu segundo
Ferreira et al. (2009) a manutencdo do padrdo de consumo de matéria seca e teores de
gordura do leite em vacas, como também um maior ganho de peso animal e a reducdo nos
casos de diarreia.

Informacd@es recentes tém mostrado que ruminantes mantém o desempenho e ndo
manifestam casos de distarbios digestivos quando o teor de fibra é reduzido da dieta, na qual,
pesquisas confirmam isto, demonstrando que o feno de Tifton pode ser substituido entre 70
e 100% por palma forrageira e mesmo assim 0s animais se mantiveram sem diarreia
(BARROS et al. 2017; CORDOVA-TORRES et al. 2017).

2.3. Fatores antinutricionais e/ou toxicos da palma forrageira para os ruminantes
O processo evolutivo da grande maioria dos vegetais proporcionou a habilidade de
produzir substancias quimicas com alto potencial de inibir a predacdo das mesmas, levando

assim, ao sucesso de sobrevivéncia (DESSIMONI et al., 2014). Dentre os principais fatores
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antinutricionais encontrados na palma forrageira estdo o nitrato, inibidor de tripsina e acido
oxalico.

Segundo Mantovani et al. (2005) o nitrato é considerado um indicador da qualidade
dos alimentos, e sua grande concentragdo pode causar problemas de saude em humanos. Nos
ruminantes, o nitrato (maximo de 10mg/kg de peso vivo ao dia) ingerido via alimento é
reduzido a nitrito e posteriormente a aménia pelas bactérias ruminais, contudo, a nitrito pode
chegar a corrente sanguinea e oxidar as hemoglobinas a metahemoglobinas, reduzindo desta
forma o transporte de oxigénio (TRIF et al., 1993; DESSIMONI et al., 2014).

O outro importante constituinte dos vegetais sdo os inibidores de tripsina, que tem
como principal fungdo prejudicar a fisiologia da digestdo, em especial, diminuindo a
digestibilidade da proteina dietética, por inibirem a acdo das enzimas proteoliticas, levando
a menores ganhos de peso corporal dos animais (MEDEIROS et al., 2015).

O acido oxalico (oxalato) encontrado nas palmas forrageiras, consegue alterar o
paladar dos vegetais com caracteristicas mais amargas, sendo mais evidente quando em
niveis elevados (RAHMAN et al., 2017). Teores baixos de oxalato para os ruminantes em
capins como Buffel, Pangola, Elefante e Palma forrageira ndo representam riscos toxicos,
isso estaria ligada a acdo de inibicdo do oxalato pelas bactérias ruminais, convertendo-o em
acidos menos nocivos e didxido de carbono (GEMEDE e RATTA, 2014).

Quantidades de oxalato superior a 2% da matéria seca pode inibir a acdo de
degradacdo das bactérias e, como consequéncia, causar a intoxicacdo (RAHMAN et al.,
2013). No entanto, Segundo Das et al. (2010), o nivel de oxalato situado entre 0,41-0,61%
da matéria seca da dieta de bovinos jovens ja consegue reduzir o equilibrio de célcio
circulante no sangue.

O oxalato ao chegar a corrente sanguinea e, posteriormente, nos rins, consegue
capturar sais minerais e formar elementos insoltveis denominado de cristais de oxalato de
calcio ou potéssio, que causam a reducdo na capacidade de filtrar os residuos e danificam as
células dos tubulos renais, levando a morte das mesmas e também a hipocalcemia e
hipomagnesemia (EI-KHODERY et al 2008; HOVDA et al., 2010; RAHMAN et al., 2013;
SUN et al., 2015).

Alguns pesquisadores afirmam que animais consumindo palma podem apresentar
intoxicacdo associada ao oxalato. Porém, de acordo com Galiza et al. (2011), os sintomas
tipicos de intoxicacdo podem estar ligado a outros fatores e ndo ao oxalato, visto que a

ingestdo de Portulaca elatior com 6,4% de oxalato pelos caprinos verificaram sintomas de
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intoxicacdo e quando os animais receberam Blutaparon vermiculare com 5,3% oxalato n&o

houve nenhuma alterag&o clinica nos animais.

2.4. Quantidades de carboidratos néo fibrosos da palma forrageira

A palma forrageira é muito usada como base da alimentacdo de ruminantes nas
regides Semidaridas, por apresentar na sua constituicdo grandes quantidades de agua e CNF,
na qual, esse ultimo consegue ser rapidamente fermentado pela populacdo microbiana
ruminal, gerando os acidos graxos volateis que serdo usados como fonte de energia pelo
ruminante (BATISTA et al., 2009).

Uma especial atencdo deve ser dada as dietas com altos teores de CNFs, devido a
possibilidade do aparecimento de timpanismo espumosos, causada pela rapida fermentacéo
dos CNFs, distarbio digestivo esse, semelhante ao encontrado em ruminantes alimentados
com dieta de alto grdo (AMORIM, 2007). Além disso, dietas ricas em CNF, como descreve
Khafipour et al. (2011), acarreta na reducéo do pH a niveis mais acidos, logo, o rimen torna
0 meio ideal para a proliferacdo de bactérias tolerante a acidez, como a Escherichia coli.

A predominancia de E. coli no rimen foram observados por Dijkstra et al. (2016), ao
alimentar borregos com grdo de milho reidratado, atribuindo o resultado a digestibilidade
elevada do alimento usado e menor pH ruminal. A mesma dominancia de E. coli foi
verificado por Vieira et al. (2015), no fluido ruminal de novilhos com acidose ruminal
provocada pela alta ingestdo de gréos.

A E. coli é uma Bactéria Gram-negativa, anaerébia facultativa, pertencente a familia
das Enterobacteriaceae, na qual a maioria faz parte da flora intestinal dos animais
homeotérmicos e mesmo estando no sistema digestivo, ndo apresenta acao patogénica, que
possa resultar no surgimento de doencas (ARAUJO e LONGO, 2016; PINTO e OLIVEIRA
2011; SANTOS et al., 2009).

Essa bactéria apresenta bom desenvolvimento em ambientes com temperatura de 37°
C, pH entre 4,4-9,5 e disponibilidade de glicose ou lactose, mostrando uma eficiéncia em se
tratando de obtencéo de energia, ndo dependendo de apenas uma fonte (ARAUJO e LONGO,
2016; HOFFMANN, 2001; ROEWER et al.,2016;).

A grande carga de E. coli em um ambiente acido propicia o surgimento de alteracédo
na saude do animal, como a diarreia (LACERDA, 2014). Segundo os autores Khan et al.

(2009), a diarreia em bufalos jovens € atribuida a E. coli, que pode ser detectada nas fezes
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de bezerros diarreicos (sorotipos 026 e 0111), enquanto que, a analise das fezes dos animais
sem diarreia ndo foram identificados a presenca desses dois sorotipos.

A forma de infec¢do animal por esse grupo bacteriano € principalmente através da
ingestdo de alimentos e agua contaminados com o microrganismo, e a forma como o
alimento é contaminado esta ligado ao contato com as fezes animal, o que torna a fonte
alimentar um dos principais disseminadores do agente (GUASTALLI et al., 2010).

Para ocorrer o crescimento dos microrganismos nos alimentos este deve conter
alguns elementos essenciais, como por exemplo fontes de carbono (carboidratos), umidade
para facilitar o acesso do agente aos nutrientes, minerais e nitrogénio (AMARAL et al.,
2009; PEDROSO et al., 2007). Apesar da palma apresentar um ambiente propicio para o
crescimento bacteriano, segundo Almeida (2012), muitos pesquisadores relacionam a
diarreia a baixa quantidade de FDNpe da palma.

Contudo, mesmo substituindo 70% do feno de Tifton pela palma forrageira (Nopalea
cochenillifera Salm Dyck) na dieta de ovinos Santa Inés, Cordova-Torres et al. (2017)
observaram bons ganhos de peso e 0 ndo aparecimento de diarreia. Barros et al. (2017), mais
além, substituiram 100% do feno de Tifton pela Palma orelha de elefante mexicana numa
dieta com relagcdo volumoso: concentrado de 50:50 para novilhos, e os resultados nédo
mostraram casos de diarreia.

Assim, a maior atencdo na alimentagcdo dos ruminantes é imprescindivel quando se
tem alto teor de palma na dieta, pois a rapida fermentacdo dos carboidratos solUveis pode
contribuir na diminuicdo do pH ruminal como também disponibilizar excesso de substrato
para bactérias, desta forma, esse tipo de ambiente consegue favorecer o crescimento de
bactérias oportunistas como a E. coli (VIEIRA et al. 2015; KHAFIPOUR et al. 2011).



27

3. MATERIAL E METODOS

Todas as préticas de manejo animal foram seguidas as recomendagdes do Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da Paraiba, Campus Il Areia-PB
(Protocolo numero 004/2018/1PeFarM).

3.1. Ensaio experimental in vitro
3.1.1. Local experimental
O experimento foi realizado em outubro de 2017 nos laboratorios de Forragicultura
e Avaliacdo de Produtos de Origem Animal (LAPOA), pertencentes ao Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

3.1.2. Cultivares de palma forrageira, tratamentos e periodo experimental

Foi utilizado dois tipos de palma forrageira a Nopalea cochenillifera Salm Dyck e a
Opuntia ficus-indica Mill, ambas provenientes da Empresa Paraibana de Pesquisa, Extenséo
rural e Regularizacdo Fundiaria (EMPAER), localizada no municipio de Tacima — PB.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2x2x4 (duas cultivares de palma (Nopalea cochenillifera Salm Dyck e a Opuntia
ficus-indica Mill,), dois tamanhos de particulas (2 e 4 cmz) e quatro horarios (0; 6; 12 e 24
horas)), totalizando 16 tratamentos.

As palmas forrageiras apresentavam idade de rebrota superior a um ano e meio,
foram cortadas dois dias antes do inicio do periodo experimental, conservando sempre 0s
cladodios mée e primario de cada planta, armazenando as raquetes em sacos plasticos de
rafia e transportadas ao laboratorio de Forragicultura no mesmo dia.

As raquetes de ambas cultivares foram processadas em tamanhos de particulas
diferentes, com o objetivo de simular as praticas realizadas em propriedades agropecuarias,
que tem como base da alimentacdo animal a palma forrageira. Foram testados dois tamanhos
de particulas para as variedades de palma, uma com + 2 cmze outra com + 4 cmz, obtidas
através da trituracdo em maquina picadeira com sistemas de navalhas e cortadas
manualmente com auxilio de facdo, respectivamente.

Cada variedade de palma triturada nos diferentes tamanhos de particula apresentaram
quatro repeticGes de 0,5 kg, armazenados aglomerado e com distancia de 30 cm entre cada
unidade experimental, totalizando dessa forma, 64 unidades experimentais. O piso da sala
do laboratorio foi coberto com lona pléstica e os tratamentos distribuidos sobre a mesma. A

temperatura do ar ambiente era periodicamente controlada, mantendo-a em 25° C, e passando
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por um periodo experimental de até 24 horas ininterruptos, e avaliacdo nos tempos 0, 6, 12

e 24 horas apés o inicio do processamento da palma.

3.1.3. Determinacdo da temperatura interna e externa do material

Tanto a temperatura interna como a externa do material foi coletada de cada
repeticdo, em intervalo de tempo de 30 minutos. A mensuragao da temperatura interna da
palma triturada foi feita utilizando o termdmetro digital para solo com uma escala de
temperatura de -50 °C a 300 °C (x 0,1 °C), de forma que o sensor fosse introduzido
totalmente (sentido horizontal) e assegurasse sua estabilizacdo, esperando por alguns
segundos.

Na averiguagédo da temperatura superficial da palma triturada, utilizou o termémetro
infravermelho de mira a laser de longa distancia, modelo Fluke 568, posicionado

perpendicular a uma distancia de aproximadamente 20 cm da amostra.

3.1.4. Quantificacdo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC)

Antes de realizar a identificacdo e quantificacdo dos acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) em cromatografo liquido, houve a preparagdo do material, no qual, primeiramente
fez uma composta de todas as repeticdo em cada horario, e deste coletou aproximadamente
10 g com base na matéria natural de cada tratamento, semente dos tempos 12 e 24 horas ap0s
0 processamento da palma, por se tratar do principal periodo de crescimento das
enterobacterias. O material posteriormente foi preparado seguindo a metodologia de Ranjit
e Kung Jr. (2000) e armazenado sob refrigeracao.

Foram identificados e quantificados os acidos latico, acético, propibnico e butirico
pela técnica de Cromatografia Liquida de Alto desempenho (HPLC), marca SHIMADZU,
modelo SPD-10?, VP acoplado ao detector ultravioleta, utilizando-se comprimento de ondas
com 210 nm. A coluna era HPX-87H da marca BIORAD, e medida de 30 cm x 4,5 mm de
diametro, o fluxo de 0,6 mL/minuto, pressdo de 48 Kgf. Na fase mével, usou dgua em 0,05

MM de acido sulfurico e volume injetado de 20 ul.

3.1.5. Cultivos bacterianos em meios seletivos
As populagdes microbianas foram determinadas pela técnica seletiva de culturas em
meios aerdbios, onde se utilizou para crescimento o meio agar violeta vermelho bile lactose
(Kasvi, Italia, REF: K25-610058), para o cultivo de enterobactérias, agar E.M.B Levine
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(Kasvi, Itélia, REF: K25-610019) para cultivo de E. coli e agar M.R.S (Kasvi, Italia, REF:
K25-610024) para o cultivo de bactérias laticas.

Em cada horéario pré-determinado e tratamento, coletou 25 g de palma proveniente
da composta das repeticdes, armazenando-o em sacos plasticos zipados estéreis e
adicionando 225 mL de solucdo de 4gua peptonada tamponada estéril a 0,1%. O conteddo
foi homogeneizado no stomacher, retirado 10 mL da mistura e transferido para garrafa
contendo 90 mL de &gua destilada autoclavada (diluicdo10-1).

A partir da primeira dilui¢do realizou novas diluicdes em série até a 10-9, 0 material
de cada tratamento foi cultivado nas placas de Petri estéril com os respectivos meios de
cultura, em duplicata, sendo incubadas a 36° C em estufa bacterioldgica de 24-48 horas.

As placas consideradas contaveis foram aquelas com valores entre 30 e 300 UFC
(unidade formadora de col6nia), considerando a diluicdo. As col6nias de enterobactérias
(coliformes totais) apresentaram forma circular e coloracdo rosa (Figura 1) e as bactérias
laticas manifestaram forma semelhante as anteriores, porém de cor branca (Figura 2).

Figura 1- Placa de Petri contendo meio agar Bile Vermelho Violeta Lactose com
crescimento de coldnia com coloracdo rosa, caracteristica de enterobactérias.

Figura 2- Placa de Petri contendo agar M.R.S com crescimento de colénia com coloragédo
branca, caracteristica de bactérias laticas.

As placas de Petri com crescimento de enterobactérias foram expostas a luz
ultravioleta, com 365nm para 0 comprimento de onda, a fluorescéncia azul da col6nia era
considerada positiva para E. coli, sendo contadas todas e determinada o nUmero mais
provavel (NMP) por grama de palma de coliformes termotolerantes.
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Trés coldnias foram selecionadas das placas nas maiores diluicdes e foram estriadas
em novas placas de Petri contendo agar E.M. B Levine para isolar E. coli. O material foi
incubado em estufa bacterioldgica a 36° C por 24 horas para posterior testes do perfil
bioquimico. As placas com crescimento de coldnia que possuia coloracdo verde metélica e
sem producéo de muco, foram consideradas positivas para E. coli (Figura 3) e as negativas

apresentaram muco e incolores (Figura 4).

—

Figura 3- Placa de Petri contendo agar E.M.B Levine com crescimento de coldnia com
coloracdo verde metdlica, caracteristica de bactéria E. coli.

v

Figura 4- Placa de Petri contendo agar E.M.B Levine com crescimento de colnia incolor
e mucosa, caracteristica ndo tipica de E. coli.

3.1.6. Delineamento experimental e analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). As diferencas

entre médias foram obtidas atraves do teste t-Student para a temperatura interna e externa da
palma e o teste de Tukey aos demais dados, com significancia de 5% (P < 0,05) através do
programa estatistico SASe. Utilizando-se o seguinte modelo estatistico:

Yik= W+ ai+ Bj+ ok + (afd)ijk + €ijk

Yijk - Observagao na i-ésima variedade a, j-ésima particula e k-ésima hora 9.

U - Média geral.

ai— Efeito devido a i-ésima variedade a.

Bj— Efeito devido a j-ésima particula p.

ok — Efeito devido a k-ésima hora .



31

(afd)ijk— Efeito devido a interacdo da i-ésima variedade a, na j-ésima particula § e na
k-ésima hora 6.

gijk— Erro associado a i-ésima variedade o, j-ésima particula e k-ésima hora 9.

3.2. Ensaio experimental in vivo
3.2.1. Local experimental
O experimento foi realizado nos meses de novembro a dezembro de 2017, e
conduzido no galpéo de confinamento da Empresa Paraibana de Pesquisa, Extensdo rural e

Regularizacdo Fundiaria (EMPAER) localizado no municipio de Soledade — PB, Brasil.

3.2.2. Animais utilizados e dietas experimentais

Foram utilizados 15 cordeiros ndo castrados, sem padréo racial definido (SPRD) com
peso inicial médio de aproximadamente 17 + 0,3 kg. O periodo experimental teve duracéo
total de 31 dias, divididos em 10 dias de adaptacOes as instalacdes e dietas, e 0s outros 21
dias usados para obtencdo dos dados. Antes de iniciar a adaptacao todos os animais foram
vacinados contra Clostridiose e tratados contra endo e ectoparasitas.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés tratamentos e cinco
repeticOes por tratamento, totalizando 15 unidades experimentais. Os tratamentos foram
compostos por palma forrageira processada em maquina forrageira e fornecida de imediato
aos animais; palma forrageira processada em maquina forrageira e armazenada no piso do
galpdo por um periodo minimo de oito horas, posteriormente fornecido aos animais e a
silagem de palma forrageira.

As dietas consistiram em ra¢do completa contendo relacdo concentrado:volumoso de
35:65, com base na matéria seca (MS), onde o volumoso foi composto de silagem de palma
ou palma forrageira in natura ou processada horas antes do fornecimento, mais feno de
Tifton, correspondendo o volumoso a 80% de palma e 20% feno. O concentrado foi feito a
base de farelos de soja e milho (Tabela 1 e 2). As dietas formuladas buscaram atender um
ganho médio diario de 0,2 kg, de acordo com o NRC (2007).
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Tabela 1. Composicdo bromatoldgica dos ingredientes utilizados para compor as dietas
experimentais.

Item, g/kg: PF12 PF23 SP4 F. Tiftons  F. Milhos F. sojar
MSs 167,5 1449 153,8 892,3 894,8 891,8
MO 151,7 132,8 916,5 827,2 861,2 832,0
Cinzas 94,4 83,5 77,6 73,5 37,5 67,1
PB 39,5 36,2 29,0 58,2 115,1 4344
EE 7,3 6,7 13,9 16,3 152,4 24,1
FDN 219,0 239,1 238,8 754,6 329,3 140,5
FDNcp 217,4 237,2 236,9 733,8 320,6 1233
FDAcp 134,3 149,3 146,4 352,8 102,7 74,7
Celulose 116,6 124,8 116,8 286,0 86,1 72,8
Hemicelulose 84,7 87,9 90,5 381,0 2179 48,6
Lignina 17,7 24,5 29,6 66,8 16,6 1,9

1MS=Matéria Seca; MO=Mateéria organica; MM; Matéria mineral; PB=Proteina bruta; EE=Extrato etéreo;
FDN=Fibra em detergente neutro; FDNcp=Fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina
FDA=Fibra em detergente &cido; 2PF1 = palma forrageira processada em maquina forrageira e fornecida de
imediato aos animais; sPF2 = palma forrageira processada em maquina forrageira e armazenada no piso do
galpao por um periodo minimo de oito horas, posteriormente fornecido aos animais; 4SP = silagem de palma;
sF. Tifton - 85= feno de capim Tifton-85; sF.milho=farelo de milho; 7f.soja=farelo de soja; scom base na
Matéria natural. MO=Matéria organica; MM; Matéria mineral; PB=Proteina bruta; EE=Extrato etéreo;
FDN=Fibra em detergente neutro; FDNcp=Fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina
FDA=Fibra em detergente acido.
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Tabela 2. Proporcdes dos ingredientes e composicdo bromatologica das dietas
experimentais utilizadas na alimentagéo de ovinos alimentados com palma forrageira in
natura, triturada oito horas antes do fornecimento e silagem de palma com base na matéria
seca.

Dietas:

Item, g/kg

PF1 PF2 SP
PF1 474,2 0,0 0,0
PF2 0,0 4742 0,0
SP 0,0 0,0 4742
Feno de Tifton-85 126,1 126,1 126,1
Farelo de milho 204,1 204,1 2041
Farelo de soja 166,0 166,0 166,0
Ureia 6,5 6,5 6,5
Suplemento mineral2 14,2 14,2 14,2
Cloreto de amonia 8,3 8,3 8,3
Sulfato de aménia 0,7 0,7 0,7

Composigédo quimica

Matéria secas 292,7 259,2 272,6
Matéria organica 264,8 233,7 245,8
Proteina bruta 140,9 139,3 135,9
Extrato etéreo 40,6 40,3 43,8
Fibra em detergente neutro 281,5 290,9 290,8
Carboidratos ndo-fibrosos 4457 443,2 446,2

1PF1 = palma forrageira processada em maquina forrageira e fornecida de imediato aos animais; PF2 = palma
forrageira processada em maquina forrageira e armazenada no piso do galpdo por um periodo minimo de oito
horas, posteriormente fornecido aos animais; SP = silagem de palma. 2 Composic¢do do suplemento mineral
com base em no fornecimento de 100 g: célcio= 14 g, foésforo= 11 g, sédio= 7 g, magnésio= 9 g, enxofre=
13,5 g, potéssio= 54 g, cobalto= 0,9 mg, cobre= 90 mg, iodo= 4,5 mg, manganés= 180 mg, selénio= 0,9 mg,
zinco= 270 mg, ferro= 450 mg. Vitaminas: vitamina A= 20.000 Ul, vitamina D= 2.500 Ul, vitamina E= 350
Ul. Ureia= 450 g/kg de nitrogénio. s Com base na matéria natural.

A palma utilizada na ensilagem e fornecida in natura foi da variedade gigante
(Opuntia ficus-indica Mill) proveniente da Empresa Paraibana de Pesquisa, Extensao rural
e Regularizagdo Fundiéria (EMPAER), situada no municipio de Soledade — PB. O palmal
tinha idade de rebrotacdo de dois anos, colhendo-se todos os cladddios, com excecdo do

cladadio principal e de um cladddio primario por planta.
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Para a confeccdo da silagem, as plantas foram processadas em uma picadeira com
sistemas de navalhas, que permite processar os cladédios em cubos de 4 cmz. Em seguida, a
massa Umida pesada e ensilada em sacos experimentais com 25 kg de massa por saco, e
somente utilizadas apds um periodo de 30 dias depois de confeccionada.

Quando as silagens foram abertas, e o material para fornecimento dos ovinos foi
removido, e 0s sacos foram vedados novamente para reduzir o contato com o oxigénio. Tanto
a palma in natura utilizada na dieta dos animais quanto a palma utilizada para confecgéo das
silagens foram oriundas da mesma area de cultivo.

Cada animal foi alocado em baia individual com piso ripado e suspenso, contendo
bebedouros do tipo balde e comedouros de madeira. O fornecimento da alimentagéo era
realizada em duas porgdes diérias iguais, as 08:00 e 16:00 horas. As sobras foram pesadas a
cada dia, de forma a ajustar o ofertado de cada animal, com base no consumo, permitindo

10% de sobras, sendo recolhidas e descartadas 24 horas apds o fornecimento.

3.2.3. Determinacéo do consumo e ganho de peso

O consumo de matéria seca (MS) e outros nutrientes pelos animais transcorreu com
a pesagem diaria do alimento ofertado, sobras e coleta de amostras das dietas nas primeiras
semanas do periodo experimental. A ingestdo de matéria seca (IMS) foi calculado a partir
da diferenca da quantidade ingerida de racdo e sobras, ambas com base na MS.

Os animais foram pesados no inicio e final do periodo experimental para o calculo
do ganho de peso total (GP), que obtivemos pela diferenca entre o peso corporal final e
inicial. O ganho médio diario (GMD) foi calculado a partir da divisdo do GP e o total de dias
de confinamento.

As amostras de ingredientes, sobras e fezes foram submetidas a andlises
bromatoldgicas no Laboratério de Avaliagdo de Alimentos e Nutricdo Animal (LAANA) do
CCAJ/UFPB. Analisadas de acordo com a Association of Official Analytical Chemists —
AOAC (1997) para mateéria seca (MS) (método 934.01), matéria mineral (MM) (método
942.05), proteina bruta (PB) (método 954.01), extrato etéreo (EE) (método 920.39) e lignina
(método 973.18).

A fibra em detergente neutro (FDN) e a fibra em detergente acido (FDA) foram
determinadas segundo metodologia proposta por Van Soest et al. (1991), utilizando o
analisador de fibra da ANKOM (ANKOM200 Fibre Analyzer - ANKOM Technology
Corporation, Fairport, NY, EUA).
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3.2.4. Determinacéo do escore fecal
Durante o segundo, terceiro, quarto, décimo oitavo, décimo nono e vigésimo dia do
periodo experimental as 9:00 horas e sempre a mesma pessoa, determinou o escore fecal dos
animais de acordo com a consisténcia da mesma, que podia variar de 0 (consisténcia normal)
a 4 (consisténcia aquosa - diarreia) (Figura 3), segundo a metodologia de Rosalinski-Moraes
et al. (2012).

Escore 0 Escore | Escore 2 Escore 3 Escore 4
Figura 5 - Escala para aferir o grau de diarreia em ovinos.
3.2.5. Colheita de sangue e coleta de fezes

No 1° e 21° dia do periodo experimental sempre as 10:00 horas, as fezes foram
coletadas direto da ampola retal do animal para analise microbioldgica. As amostras foram
armazenadas em caixa térmica com gelo e transportado para o laboratério de imediato.

A colheita do sangue foi realizada mediante puncédo da jugular para determinagéo do
hemograma completo, cerca de 5 mL de sangue em tubos a vacuo (Vacutainer) contendo
EDTA (0,1ml de EDTA a 10%) foram armazenados em caixa térmica com gelo. As colheitas
foram conduzidas 4 horas apds a alimentacdo da manhé e destinado a teste de hemograma
no Hospital Veterinario (sangue) e Laboratorio de Forragicultura (fezes) da Universidade
Federal da Paraiba, campus Areia.

No hemograma avaliou 0 Volume globular (VG), Hematimetria (Hm), Hemoglobina
(Hb) (cianometahemoglobina descrito por COLLIER, 1944), Volume corpuscular médio
(VCM), Concentragdo de hemoglobina globular média (CHCM), Plaquetas, Proteina
plasmatica total (PPT) por refratometria, Fibrinogénio (FP), Leucocitos (hemocitdmetro),
Bastonetes, Segmentados, eosindfilos e mondcitos (corante rapido Pandtico segundo
ROSENFELD, 1947).

O cultivo das enterobactérias nas fezes foi determinado pela mesma técnica de
cultivo em meios seletivos, descrito anteriormente. As placas de Petri com crescimento
foram semeadas em novas placas contendo agar E.M. B Levine e incubado em estufa
bacterioldgica a 36° C por 24 horas, afim de isolar E. coli para posterior testes do perfil

bioquimico.



36

3.2.6. Variaveis fisioldgicas

No 2°, 7°, 14° e 20° do periodo experimental sempre as 9:00 horas realizou coleta das
variaveis fisioldgicas de todos os animais. A temperatura retal foi obtida por meio de
termdmetro clinico introduzido no reto por um minuto, fazendo-se a leitura individual,
seguido de anotagdes.

A frequéncia respiratdria conseguiu por meio da contagem dos movimentos do flanco
durante 15 segundos, sendo este resultado multiplicado por quatro, para se obter o niUmero
de movimentos respiratorios por minuto. Também aferiu as temperaturas de superficie da
pele na nuca, paleta, pernil e ventre, por meio de termdmetro infravermelho, a uma distancia

de 30 cm da superficie do animal, direcionado transversalmente ao local especifico.

3.2.7. Testes de perfil bioquimico bacteriano

As coldnias de coloracdo verde metélica tanto isoladas da palma forrageira do ensaio
in vitro como também as das fezes dos animais do ensaio in vivo foram armazenadas sob
refrigeracdo e passaram por um teste de perfil bioquimico bacteriano, a fim de confirmar se
0 grupo isolado era realmente uma E. coli.

As provas de producdo de urease em agar ureia, reagdes em agar TSI inclinado
(dextrose, lactose e sacarose), descarboxilacdo da lisina em agar LIA inclinado, utilizacdo
do citrato como fonte de carbono em agar CITRATO e teste de motilidade, producdo de
sulfeto de hidrogénio (H2S) e de indol no &gar SIM (Fabricante Acumedia®) foram
realizadas.

Com o auxilio da agulha de platina, realizou uma perfurada do meio com estriamento
do bisel no &gar TSI, duas perfuradas do meio e estriamento do bisel no agar LIA, perfurada
no centro no agar SIM, estriou no bisel no agar UREIA e apenas estrias no bisel no agar
CITRATO, todos proveniente do agar com crescimento de E. coli e incubados a 36° C 0s
tubos por aproximadamente 24 horas.

A motilidade positiva foi observada a propagacao por todo agar do crescimento
bacteriano, caso ndo ocorresse isso, era considerado imovel. A producdo de H:S foi
observada através da reacdo do mesmo com o citrato férrico Amoniacal, gerando o sulfato
ferroso, um precipitado de coloragdo preta insoltvel. O indol foi verificado com a adicdo de
2 gotas do reagente de Kovac’s aos tubos, levando a formacao de uma tonalidade vermelha

na superficie do meio, sendo positivo.
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A 4gar UREIA era positiva quando a colora¢do do meio mudava de amarelo para
rosa claro. O agar TSI ao alterar de cor laranja a amarelo, era considerado positivo,
observando também a presenca de fissuras como indicador de producédo de gas. O agar LIA
quando positivo a coloracdo passava de roxo a cinza claro. O CITRATO para ser considerado
positivo deveria alterar sua cor de verde a um azul intenso.

Para ser considerada E. coli o teste de perfil bioquimico deveria apresentar TSI
positivo, CITRATO negativo, no SIM a mobilidade e indol positivo e a UREIA negativa
(KONEMAN et al., 2001; MURRAY, 2003).

3.2.8. Delineamento experimental e analise estatistica
Utilizando-se o seguinte modelo estatistico para as variaveis de desempenho,
fisiologicas e escore fecal.
Yij= U+ ait+ &ij
Yij— Observacgéo no i-ésimo tratamento a e j-ésima repeticao.
W - Média geral.
ai— Efeito devido ao i-ésimo tratamento a.
&ij— Erro associado ao i-ésimo tratamento e j-ésima repeticéo.

Ja para as variaveis microbiologicas e parametros sanguineos foram levadas em
consideracdo as duas coletas realizadas (inicio e fim do experimento) sendo a anélise
realizada utilizando-se do seguinte modelo estatistico:

Yik=H + ai+ Bj+ (af)ij + €ijk

Yijk— Observacdo no i-ésimo tratamento o, j-€sima coleta 3 e k-ésima repeticao.

U - Média geral.

ai— Efeito devido ao i-ésimo tratamento o.

Bj— Efeito devido a j-ésima coleta .

(op)ij - Efeito devido a interagcdo do i-ésimo tratamento a e j-ésima coleta f3.

eijk— Erro associado ao i-ésimo tratamento a, j-ésima coleta B e k-ésima repeticéo.

Os dados obtidos dos ensaios in vitro e in vivo foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA). As diferencas entre médias foram comparadas ao teste de t com

significancia de 5% (P < 0.05) através do programa estatistico SASe.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Ensaio experimental in vitro

Para as variaveis temperatura interna e externa da palma houve efeito da variedade e
tamanho de particula (P < 0,05). Para o tempo de exposi¢do houve interagdo entre as
variedades de palma e o tamanho de particula (P < 0,05) (Tabela 3).

Comparando a temperatura interna e externa das variedades de palma estudada foram
observados maiores valores na palma IPA Sertania com 26,5°C e 24,78°C, respectivamente.
Na particula de 2 cmz foi verificado temperatura interna de 26,53°C bem superior a particula
de 4 cmz, que apresentou valor de 25,58°C. A maior temperatura externa foi observada na
particula de 4 cmz2com 24,63 °C (Tabela 3).

Tabela 3. Niveis de significancia para temperatura interna, temperatura externa e tempo
de exposicéo ao ar de variedades de palma forrageira.

Fonte de variagdo1 Temperatura interna (°C)  Temperatura externa (°C)  Tempo (h)
P-valor
Variedades de palmas <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tamanho de particula <0,0001 0,0016 <0,0001
Variedade x Particula 0,4876 0,2898 <0,0001
Variedade x Particula
V1P1 27,00 24,67 7,30 b
V1P2 26,00 24,90 24,16 a
V2P1 26,06 24,00 24,10 a
V2P2 25,16 24,36 24,26 a
Tamanho de particula |
2cm 26,53 a 24,33 b 15,70 b
4 cm 25,58 b 24,63 a 24,21 a
Variedades de palmas
IPA Sertania 26,50 a 24,78 a 15,73 b
Gigante 25,61b 24,18 b 24,18 a
EPM 0,06 0,06 0,10

As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de t-Student a 5%. 1V1:
Palma forrageira IPA Sertania; V2: Palma forrageira Gigante; P1: Tamanho de particula com 2 cmz;
Tamanho de particula com 4 cma.

Maior temperatura interna verificada na palma forrageira IPA Sertania pode estar
relacionada as caracteristicas bromatoldgicas dessa cactacea, que tem como destaque, teores
de CNF mais elevados, observado valores de 79,68% da MS por Torres et al. (2009),
comparado a palma gigante com 61,79% da MS de CNF, segundo Wanderley et al. (2002).

O processo de producdo de calor interno na palma processada pode se assemelhar ao
que ocorre em silagens com alta disponibilidade de agucares residuais, na qual, o produto

fermentado quando exposto ao oxigénio e com grande porcao de substrato constituem
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condigdes ideais aos microrganismos proliferarem e gerar calor, elevando a temperatura do
material ensilado.

De acordo com Kung JR (2010), o aumento da temperatura das silagens expostas ao
oxigénio sdo causadas pela acdo conjunta de bactérias e leveduras oportunistas, que possuem
potencial de catabolizar acidos organicos, em especial o &cido latico, liberando calor nesses
processo, fazendo com que ocorra decomposicéo acelerada do material.

Além do &cido latico, a palma exposta no ambiente manifestou presenca de acido
acetico, propionico, butirico, possivelmente, fontes alternativas de esqueleto de carbono para
0s processos biossintéticos da populacdo microbiana. Sobre tais condicdes, as bactérias
aerdbias, fungos filamentosos e leveduras provavelmente encontraram todos os substratos
para completarem seu ciclo de vida.

Bactérias da familia das enterobactérias como a E. coli sintetizam energia a partir de
acidos graxos de cadeia curto (AGCC), entre os acidos mais usados estdo o acético,
propidnico e latico (NELSON e COX, 2014). Em consequéncia da alta atividade metabdlica
dos microrganismos e producéo de calor no interior do palma armazenada, a temperatura
superficial também foi mais elevada na palma IPA Sertania.

A maior temperatura interna na particula de 2 cmz2comparado a de 4 cmz pode ter sido
devido a formacdo de um ambiente mais propicio ao crescimento microbiano. Ao picar a
palma em estruturas menores, o produtor disponibiliza aos microrganismos maior area de
superficie para acesso aos nutrientes, permitindo a oxirreducdo dos mesmos e
consequentemente geracdo energia na forma de calor.

Teoricamente, a palma picada a 2 cmzdeveria expor valores de temperatura superficial
superiores ao da particula de 4 cmz, devido a temperatura interna do material com cmz, no
entanto, ndo foi observado.

Somente na palma IPA Serténia triturada com tamanho médio de 2 cmz (V1P1) foi
verificado o0 aumento da temperatura interna em 2° C depois de iniciado do ensaio
experimental, apresentando 25° C (0 hora) e atingindo 27° C (7,30 horas), os demais mesmo

depois de 24 horas ndo elevaram a temperatura em 2° C (Figura 6).
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Figura 6 — Temperatura interna (a) e temperatura externa (b) em funcdo da variedade de
palma e o tamanho de particula.

As palmas forrageira independentemente da variedade e tamanho da particula
apresentaram temperatura externa semelhantes, em aproximadamente 1 horaa V1P1 e V1P2
tiveram um aumento que persistiu até cerca das 12 horas, a partir deste horario, as variacdes
entre os demais foram menores, destacando a V1P1 com temperatura externa um pouco mais
elevada (Figura 6b).

A interagdo do tamanho de particula com 2 cmz e a palma forrageira IPA Serténia
mostrou ser a combinagdo que proporciona maior crescimento dos microrganismos e geracao
de calor, que pode culminar em deterioracdo do material como também ingestdo de
alimentos com grande nimeros de agentes com potencial de causar danos satde do animal.

Para a quantificacdo dos principais AGCC verificou que o acetato houve efeito
apenas do tempo (h) da palma picada e exposta ao ar (P = 0,0002), onde as 12 horas
encontramos 16,66 mmol/L de acetato, ocorrendo um queda nos valores desse acido quando

mensurou durante as 24 horas pos picado com 13,43 mmol/L (Tabela 4) (Figura 7).
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Tabela 4. Producéo de acidos graxos de cadeia curta em duas variedades de palma forrageira
com diferentes tamanhos de particulas em func¢do do tempo, em mmol/L.

Item: Acetato  Propionato  Butirato Lactato AGCCt L:A
Efeitos P —valor
Variedade 0,8640 0,0406 0,6154 0,3078 0,2537 0,3983
Particula 0,2525 0,1772 0,9139 0,3667 0,1145 0,7493
Tempo (h) 0,0002 0,0099 0,9233 0,0003 <,0001 0,1592
Efeito Tempo (h)
12 h 16,66 a 4,52 a 0,61 31,79 a 53,59 a 1,92
24 h 13,43 b 3,72b 0,62 27,84 b 45,62 b 2,10
Efeito particula
2cm 15,46 4,32 0,62 30,22 50,64 1,99
4 cm 14,63 3,93 0,61 29,41 48,58 2,03
Efeito variedade
IPA Sertania 15,10 3,82b 0,59 29,35 48,88 1,96
Gigante 14,98 4,43 a 0,63 30,28 50,34 2,06
EPM 0,49 0,19 0,05 0,62 0,87 0,08

As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 1Var ou
V= Variedade, Part ou P= Particula, 1= Palma IPA Sertania; 2= Palma Gigante; 12= 12h; 24= 24h. Propion.
= propionato; AGCCt= Acidos graxos cadeia curta totais; L:A= Relacdo lactato/ acetato; EPM= Erro padréo
médio.

16.83 17.26

20
18
16 14.60
14

I’)

10

17.95

Acetato (mmol/L)

12 24

Tratamentos em fungio dos tempo (h)
@VIPI OVIP2 mV2Pl ®BV2P2
Figura 7 — Producéo de acetato em fungéo do tempo e tamanho de particula.

Houve efeito do tempo de exposic¢ao sobre os valores de propionato, lactato e AGCCt,
em que as 24 horas houve decréscimo nas concentragdes destes acidos em relacdo ao periodo
de exposicdo as 12 horas. Ndo houve efeito sobre a concentracdo de butirato e relacao
lactato:acetato no presente estudo (P > 0,05) (Tabela 4).

Houve efeito das variedades de palma (P = 0,0406) na concentracdo de propionato, a
palma IPA Serténia proporcionou o menor valor de propionato, cerca de 3,82 mmol/L
(Tabela 4). Nos AGCCt houve efeito somente do horario de coleta (P < 0,0001), expressando

as médias de 53,59 e 45,62 mmol/L ao longo das 12 e 24 horas, respectivamente (Tabela 4).
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Houve efeito do periodo de exposicdo ao ar (P = 0,0099) e das variedades de palmas
(P =0,0406) na concentracéo de propionato. Na observacao das 12 horas o propionato
apresentou-se mais elevado por volta de 4,52 mmol/L e ao completar 24 horas apds ser
picado, o valor encontrado foi de 3,72 mmol/L. Relacionado as variedades estudas, a palma
IPA Sertania expressou apenas 3,82 mmol/L para a variavel e a palma gigante com 4,43
mmol/L (Tabela 4).

O resultado do propionato observado na palma IPA Sertania foi inesperado, por se
tratar da palma com mais carboidratos ndo fibrosos, assim, o substrato deveria levar ao
aumento da atividade bacteriana e metabolismo, ocasionando a liberacdo de mais
metabolitos secundarios como o propionato. Contudo, a mesma palma forrageira obteve a
maior contagem de enterobactérias, o que permite deduzir que o propionato teve destino
semelhante ao acetato, e utilizado também alternativamente na obtencédo de energia.

Nao houve efeito sobre a concentracao de butirato e relagcdo lactato:acetato no
presente estudo (P > 0,05). Na quantificacdo do lactato foi observado somente o efeito do
tempo (P = 0,0003), apresentando 31,79 mmol/L as 12 horas e no decorrer do tempo o
mesmo diminuiu até chegar em 27,84 mmol/L em 24 horas (Figura 8). A justificativa da
reducdo do propionato e lactato as 24 horas pode se assemelhar ao ocorrido com o acetato,

uma vez que também pode ser usado como substrato e disponibilizar energia.
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Figura 8 — Producao de lactato em funcédo do horario.

A menor quantidade de acetato, propionato, lactato com o passar do tempo pode ser
relacionada a grande carga de microrganismos, os quais utilizaram estes acidos no conjunto
de reacdes quimicas e fisicas, possivelmente, por apresentarem estruturas quimicas mais

simples que por exemplo a do amido que possui seis carbonos.
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A menor quantidade de propionato na palma IPA Sertania pode estar relacionado ao
alto nimero de bactérias nesse vegetal, pois foi observado nessa variedade a maior contagem
de enterobactérias, que por sua vez, pode ter utilizado do propionato como fonte alternativa
para sintese de glicose e conseguir obter energia.

De acordo com Nelson e Cox. (2014), a grande parte dos microrganismos quando em
déficit energético utilizam a via da gliconeogénese afim de obter glicose, onde o processo
somente é realizado se o ambiente tiver disponibilidade de compostos organicos nao
complexos que servirdo de gatilho para iniciar a reacao, e dentre esses, o propionato, lactato
e acetato podem ser usados como ponto de inicial na via.

A glicose é o principal composto fornecedor de carbono usado na geracdo de energia
aos seres eucariontes como a Saccharomyces cerevisiae e outros organismos, contudo, na
sua falta o microrganismo busca novas fontes de aclcares e quando esse ultimo também
encontra-se limitado pode conseguir o carbono de produtos alternativos como por exemplo
0 acetato e lactato (TURCOTTE et al., 2009).

O acetato pode ser usado na sintese energética e de aminoacidos pela E. coli graga as
enzimas presentes no citosol. A baixa disponibilidade de produtos intermediario do ciclo do
acido citrico como adenosina trifosfato (ATP) desativa a enzima isocitrato-desidrogenase,
possibilitando a ativacao da via do glioxilato, que utiliza o isocitrato para as reagdes
biossintéticas e produzir energia para o0 microrganismo (NELSON e COX., 2014).

Outra importante enzima na sintese de energia é a lactato-desidrogenase, que possui
a funcdo de oxidar o lactato com liberacdo dois atomos de hidrogénio para o dinucleotideo
de nicotinamida-adenina (NAD), e proporcionando como produto final dessa reacao a
liberacdo do piruvato, que por sua vez segue para a via da gliconeogénese e gerar glicose
(NELSON e COX., 2014).

Utilizacéo do propionato pelos microrganismos, assim como dos vertebrados precisa
ser convertido em succionil-coA, intermediario do ciclo de Krebs em reacGes catalisadas por
um conjunto de enzimas.

A enzima propionil-CoA sintetase converte o propionato em propionil-CoA, com um
gasto de ATP, que por sua vez sofre um carboxilacdo realizada pela propionil-CoA
carboxilase, gastando mais um ATP e dando origem a D-metil-malonil-CoA, esse ultimo é
isomerizado pela metil-malonil-CoA isomerase, formando assim, a L-metil-malonil-CoA,
que sera convertido em succionil-coA pela enzima metil-malonil-CoA mutase (NELSON e
COX., 2014).
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Nos &cidos graxos de cadeia curta total (AGCC) houve efeito somente do horério de
coleta (P < 0.0001), com valores médios de 53,59 e 45,62 mmol/L ao longo das 12 e 24

horas, respectivamente (Figura 9). A baixa quantificacdo do AGCC total na palma forrageira

apos as 24 horas de processada foi um comportamento esperado, visto que isoladamente o

acetato, propionato e lactato também tiveram valores menores no mesmo periodo e como o

calculo do AGCC total é o somatorio de todos os AGCC totais produzidos, qualquer reducao

ou aumento desses acidos pode acarretar em sua alteracdo (Tabela 4).

AGCC total (mmol/L)

12 horas

24 horas

Produgdo de AGCC total em fungio do tempo
8 AGCC total

Figura 9 — Producéo de &cidos graxos de cadeia curtas total em fungdo do tempo.

Houve interacdo entre a variedade, tamanho de particula e tempo de exposi¢do ao ar

nas populacdo de enterobactérias (P = 0,0120), na qual, as duas variedades picadas a 2 cmz

proporcionaram maiores crescimentos de enterobactérias entre as 12 e 24 horas, como pode

ser observado na (Figura 10).
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Figura 10 — Contagem média de enterobactérias em duas cultivares de palma forrageira
com diferentes tamanhos de particulas em funcéo do tempo.
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Somente ap6s 24 horas, a palma com 4 cm2 foi observado o crescimento de
enterobactérias semelhante aos observados na palma picada a 2 cmz, demonstrando que o
crescimento de col6nias bacterianas € retardado quando a palma possui particulas maiores.
N&o houve interacdo da variedade de palma e o tempo na contagem de enterobactérias (P =
0,1024).

Para a contagem de bactérias produtoras de acido latico (BAL) houve efeito apenas
da interacdo entre o tamanho de particula e o tempo de exposigéo (P = 0,0209), expressando
a maior contagem na particula de 2 cmz durante os tempos 6 e 12, como pode ser observado
na (Figura 11).
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Figura 11 — Contagem media de bactérias laticas na palma forrageira sobre a relacéo entre
os tamanhos de particulas e tempos.

Esses resultados nos permitem inferir que a forma de processamento da palma
forrageira é fator importante na multiplicacdo de enterobactérias e BAL, pois a particula de
2 cmz favoreceu 0s microrganismos acessarem mais facilmente as condicdes ideais para o
seu desenvolvimento, como fonte de energia, minerais e umidade, principais constituintes
da palma forrageira.

Cada vegetal possui a protecdo natural contra os fatores bidticos e abidticos, essa
regido especializa é chamada de epiderme, que apresenta na sua superficie externa uma
cobertura denominada de cuticula, na qual tem funcéo de controlar a perda de agua da planta
ao ambiente, assim como na defesa contra a grande parte dos microrganismos patogénicos,
por dificultar a sua entrada (STANGARLIN et al., 2011).

Quanto a palma é picada em particulas de menor tamanho, ha uma maior facilidade

de acesso dos microrganismos oportunistas aos nutrientes presente no interior do alimento,
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porque a forma de processar quebra a barreira de protecdo natural do vegetal realizada pela
cuticula da planta.

Os resultados de BAL e enterobactérias na palma forrageira mostram que 0s
organismos conseguem completar seu ciclo nesse vegetal quando a temperatura ambiente é
favoravel, assim, segundo Al-Muntari (2011) deve-se preocupar ainda mais com a
multiplicacdo das enterobactérias, pois nesse grupo existem alguns géneros com potencial
patogénico como a Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter e a Escherichia coli, podendo levar
a casos de infecgOes gastrointestinais e urinaria, pneumonia, e em casos mais intensos causar
a morte dos animais

Segundo Ferreira et al. (2011) e Sauvé et al. (2012), as contagens de enterobactérias
sdo consideradas a forma de mensurar a qualidade dos alimentos e aguas, e sua quantificacao
em niveis elevados pode ser um indicio de méa qualidade destas amostras, e se encontradas
bactérias que sdo comuns nas fezes dos seres humanos e animais como a E. coli, as condigdes
higiénica, dependendo do grau de infestagdo, tende a ser de ruim a péssima.

Ingestdo de agua e consumo de alimentos contaminados por coliformes sem
tratamento prévio tera como consequéncia o surgimento de alteracdes no organismo e risco
a saude, apresentando sintomas como a diarreia, febre intensa e desidratacdo em virtude das
fezes aquosa (NASCIMENTO et al., 2013).

Foi observado interagdo entre a variedade de palma, tamanho de particula e tempo na
contagem E. coli (P <0,0001), onde foi constatado nas menores particulas de palma as mais
elevadas populacbes dessa bactéria, mesmo nas primeiras horas de contagem e

independentemente da variedade da palma (Figura 12).
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Figura 12 - Contagem média de Escherichia coli em duas cultivares de palma forrageira
com diferentes tamanhos de particulas em fungéo do tempo.
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Como observado anteriormente, a forma de processamento da palma remete em
maiores ou menores crescimento bacteriano, justamente pela disposicao da superficie de
contato da particula de 2 cm, desta forma, com a E. coli esse comportamento nao foi diferente
(Figura 12).

O elevado numero de E. coli na particula de 2 cm também pode estar ligado a maior
exposicao do substrato da forragem, e com o tipo de corte aumentando a area de contato da
bactérias as fontes de nutrientes, reduzindo desta forma, o tempo de acesso. E sob condi¢cdes
de aerobiose o rendimento energético é mais efetivo, com total oxidacao de glicose, e
consequentemente acelerado processo de multiplicagdo (LARA, 2011).

Essa bactéria é bastante versatil, consegue utilizar além da glicose como fonte de
energia, a lactose e outros carboidratos mais complexos, mostrando uma eficiéncia em se
tratando de obtencdo de energia, ndo dependendo de apenas uma fonte (ROEWER et
al.,2016; ARAUJO e LONGO, 2016).

Importante salientar que quando processada em tamanhos menores de particula, o
alimento pode em curto espaco de tempo apresentar uma carga microbiana elevada, com a
presenca de elevadas quantidades de E. coli.

Em condicbes de fazenda isso pode se agravar, pois em muitos casos a dieta tem
contato com agentes contaminantes, como fezes de animais ou outras impurezas, a partir do
contato com maquinarios, maos de manejadores ou mesmo com cochos contaminados. Nesse
caso, essa propensdo a contaminagéo, aliado ao ambiente muito favordvel ao crescimento de

enterobactérias, pode tornar a dieta himida no cocho um risco a satde dos animais.

4.2. Ensaio experimental in vivo
O consumo de matéria seca (CMS), matéria organica (CMO), fibra em detergente
neutro (CFDN), extrato etéreo (CEE) e carboidratos ndo fibrosos (CCNF) dos animais
submetidos a dieta com silagem de palma foram superiores as demais dietas experimentais
(Tabela 5). A justificativa para o CMS da silagem pode estar relacionada a menor
disponibilidade de MS desse alimento com 545,8 g na matéria natural, comparado a 552,3 e
552,1 g na matéria natural de palma in natura e palma picada 8 horas antes do fornecimento,

respectivamente.
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Tabela 5. Consumo de nutrientes e ganho de peso de ovinos em funcdo das dietas
experimentais.

Dietas:
Itemz EPM
PF1 PF2 SP
Gramas/dia
CMS 631,34b 601,77b 739,31a 30,38
CMO 522,77b 506,83b 620,69a 25,89
CPB 67,71 60,76 69,12 3,12
CFDN 281,50ab 269,39b 333,74a 12,86
CEE 24,04b 21,68b 35,11a 1,20
CCNF 149,52¢ 154,99b 182,71a 9,03
CNDT 456,85b 426,03b 560,82 a 20,75
Desempenho, kg
Ganho de peso total 3,26 2,84 3,35 0,30
GPM/dia 0,155 0,135 0,159 0,32

As médias seguidas de letras mintsculas diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
1PF1= palma forrageira triturada na hora do fornecimento; PF2= palma forrageira triturada 8 horas antes do
fornecimento; SP= silagem de palma; 2CMS= consumo de matéria seca; CMO= consumo de matéria organica;
CPB= consumo de proteina bruta; CFDN= Consumo de fibra em detergente neutro; CEE= Consumo de extrato
etéreo; CCNF= consumo de carboidrato ndo fibroso; CNDT= consumo de nutrientes digestiveis totais; GPM=
Ganho de peso médio.

Possivelmente, a silagem melhorou a degradabilidade do material ensilado e acelerou
a digestdo do mesmo, o que permitiu o0 maior CMS por parte dos animais alimentados com
esse tipo de alimento. Para Ishida et al., (2012), silagem na forma de racgdes possibilitam boa
ingestdo e digestdo da MS, e que quando chega no rimen é rapidamente degradada pelos
microrganismos ruminais.

O maior CEE promovida pela silagem de palma estaria ligada a sua composicao
bromatoldgica, na qual, foi observado 43,8 g/kg de MS, valor esse superior a palma in natura
(41,5g/kg MS) e palma picada oito horas antes de fornecida ao ovinos (40,7 g/kg MS). O
ganho de peso e o ganho de peso diario dos animais alimentandos com as dietas nao
apresentaram diferenca estatistica (P > 0,05) (Tabela 5).

O maior CFDN e dos outros nutrientes por parte dos animais alimentados com
silagem pode estar relacionado com caracteristica de fermentagdo, na qual, a silagem
apresentou pH de 4,1, nitrogénio amoniacal de 0,9% do total de nitrogénio, 50g de acido
latico por kg/MS e 28g de acido acético kg/MS, proporcionando um material ensilado de

excelente qualidade e de perdas minimas possiveis.
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De acordo com Gobetti et al. (2013), quando a silagem apresenta condi¢gdes como
anaerobiose, ha a predominancia de bactérias produtoras de acido latico que conseguem
controlar outras populacdes no ambiente, além de conservar a qualidade do material usado
para a producéo da silagem.

Nos resultados de hemograma completo, 0 hematimetria, eosindfilos, hemoglobina e
mondcitos apresentaram diferenca estatistica entre os dias de coleta do sangue (P = 0,0012;
0,0247; 0,0049 e 0,0114, respectivamente). Houve efeito da dieta apenas no volume
corpuscular médio (P = 0,0446) (Tabela 6). O hematimetria no primeiro dia do ensaio
experimental era de 12,26% e com o transcorrer dos dias observou-se uma redugdo no
mesmo, apresentando apenas 10,44% no 21° dia, sendo isto um comportamento normal. Os
valores de hematimetria dos ovinos séo semelhantes aos verificados por Madureira et al.
(2013), que observaram valores de 13,4 x1012/L em ovinos da raca Dorper com idades

inferiores a 12 meses.
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Tabela 6. Pardmetros sanguineos de ovinos sem padrao racial definido alimentados com palma forrageira e silagem de palma.

Itemz Hm Hb VG VCM CHCM PLA PPT FB CCB SEG EOS LIN MON
Efeitos P —valor

Trat 0,980 0,925 0,772 0,044 0,112 <0,207 0,396 0,931 0,201 0,378 0,425 0,295 0,599
Dia 0,001 0,004 0,062 0,176 0,218 0,112 0,356 0,919 0,961 0,484 0,024 0,307 0,011

Trat x Dia 0,286 0,733 0,513 0,424 0,229 0,717 0,348 0,804 0,745 0,785 0,686 0,490 0,220
Dial

PF1 12,04 85,60 0,30 25,27 28,21 882,40 62,60 2,00 9,36 52,20 2,80 43,20 1,80

PF2 11,85 85,40 0,31 26,91 26,87 832,40 62,80 2,40 6,44 50,80 1,60 46,60 0,60

SP 12,88 89,20 0,33 25,82 27,04 969,00 63,00 2,60 9,08 46,20 3,20 50,00 0,60
Dia 21

PF1 10,66 78,25 0,28 26,81 27,53 687,50 61,25 2,40 8,67 52,12 1,37 43,87 2,37

PF2 10,73 77,20 0,30 28,40 20,72 542,8 64,00 2,20 7,48 57,60 0,60 36,00 5,40

SP 9,92 76,33 0,28 25,50 27,61 902,50 59,50 2,25 8,57 48,25 0,80 47,62 3,12
Efeito Trat

PF1 11,41 81,92 0,29 26,04ab 27,87 784,95 61,92 2,20 9,01 52,16 2,08 43,53 2,08

PF2 11,35 81,30 0,31 27,75a 27,32 687,60 63,40 2,30 6,96 54,20 1,10 41,30 3,00

SP 11,29 82,76 0,30 25,66 b 23,79 935,75 61,25 2,42 8,82 47,22 2,00 48,81 1,86
Efeito dia

Dia 1 1226a 86,73a 0,32 26,90 27,37 894,60 62,80 2,33 8,29 49,73 2,53a 46,60 1,00 b
Dia 21 1044b 77,26Db 0,29 26,00 25,28 710,93 61,58 2,28 8,24 52,65 0,92b 42,50 3,63a
EPM 0,60 3,74 0,01 0,79 0,02 136,33 1,58 0,59 1,22 5,04 0,82 4,81 1,17
As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%, 1PF1= Palma forrageira triturada na hora; PF2= Palma forrageira triturada
oito horas antes de fornecer; SP= Silagem de palma, Hm (hematimetria x1012/L); Hb (Hemoglobina g/L); VG (Volume globular); VCM (Volume corpuscular médio fL);
CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular média g/L); PLA (Plaquetas x109/L PPT (proteina plasmatica total g/L); FB (Fibrinogénio mg/dL); CCB (contagem de
células brancas 109/L); SEG (segmentados %); EOS (Eosinofilos %); MON (Mondcitos %); LIN (Linfécitos %); Trat= Tratamento; EPM= Erro padrdo médio.
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Os dados de hemoglobina apresentaram-se maiores no primeiro dia de colheita, com
86,73 g/dL e em seguida declinou para 77,26 g/dL no 21° dia, apesar disto, o volume globular
que € o parametro mais preciso nao apresentou diferencas significativas estatisticamente, o
que poderia reforcar alguma anormalidade da satde dos animais por ser mais expressivo,
sendo assim, os resultados de hemoglobina ndo permite inferir algo.

O maior volume corpuscular médio foi verificado nos ovinos alimentados com palma
triturada oito horas antes de fornecimento, apresentando 27,75 fL. No entanto, esse resultado
ndo representa riscos a saude animal. Os eosindfilos no periodo inicial era de 2,53 % e no
21° dia do periodo experimental reduziu a 0,92 % (Tabela 6). A diminuicdo consideravel dos
valores de eosindfilos durante a segunda colheita de sangue néo tem significado clinico,
porque é normal os valores serem baixos, como também ndo possui relagdo com alguma
infeccdo bacteriana, visto que tem funcéo de combater parasitas.

Nos monadcitos também ocorreu efeito do dia de coleta (P = 0,0114), apresentando-
se baixos na primeira avaliagdo com 1% e manifestando elevagdo até 3,63% no ultimo dia
de colheita. Semelhante aos eosinofilos, essa variavel ndo tém significados clinicos que
contribua para uma conclusao concreta.

Dentre as variaveis fisiologicas a temperatura de nuca, paleta, pernil, ventre e retal
nédo foram significativas estatisticamente (P > 0,05), apenas o dia de coleta apresentou efeito
sobre a frequéncia respiratoria dos animais (P = 0,0073). No primeiro dia do periodo
experimental a frequéncia respiratdria dos animais era de * 26 ciclos por minutos, contudo,
no vigésimo primeiro dia da pesquisa o valor médio encontrado foi de + 39 ciclos por

minutos (Tabela 7).
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Tabela 7. Variaveis fisioldgicas de ovinos alimentados com palma forrageira e silagem de palma.

ltem: Temperatura da Temperatura da Temperat_ura do Temperatura do Temperatura Frequéqci_a
nuca paleta pernil ventre retal respiratéria
Efeitos P —valor
Tratamento 0,5999 0,8702 0,3510 0,8283 0,2785 0,2572
Dia 0,0835 0,6943 0,5705 0,0795 0,3992 0,0073
Trat x Dia 0,6004 0,8863 0,2138 0,4589 0,8022 0,7457
Dia1l
PF1 31,41 31,82 30,75 32,43 39,02 28,00
PF2 31,40 32,07 30,74 32,45 39,10 28,80
SP 31,39 31,74 31,09 32,89 38,86 23,20
Dia 21
PF1 31,01 31,78 30,33 33,08 39,02 45,60
PF2 30,03 32,18 32,08 33,54 39,34 40,40
SP 30,87 32,29 28,74 32,96 39,00 32,80
Efeito tratamento
PF1 31,2140 31,80 30,54 32,75 39,02 36,80
PF2 31,1330 32,12 31,41 33,00 39,22 34,60
SP 30,7200 32,02 29,91 32,92 38,93 28,00
Efeito dia
Dial 31,4046 31,88 30,86 32,59 38,99 26,66 b
Dia 21 30,6400 32,08 30,38 33,19 39,12 39,60 a
EPM 0,51 0,62 1,01 0,40 0,18 5,40

As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%, 1PF1=Palma forrageira triturada na hora; PF2= Palma forrageira triturada
oito horas antes de fornecer; SP= Silagem de palma, EPM= Erro padrdo médio.
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A frequéncia respiratoria animal é uma das primeiras modificacdes fisioldgicas
usadas depois das mudancas comportamentais, que possui como funcéo eliminar o calor
corporal pelas vias respiratorias e realizar a manutencdo da temperatura corporal.

Segundo Goncalves (2004) a frequéncia respiratoria pode variar quanto aos efeitos
do ambiente e condigdes fisiologicas do animal como a gestacdo, mas que pode também
oscilar em razéo de patologia que tenha de sintomas a febre e baixa oxigenacdo do sangue,
aumentando o nimero de movimentos respiratdrios na tentativa de normalizar a temperatura
corporal e oxigénio circulante.

Houve interacdo entre dietas e dias de coleta sobre a contagem microbioldgica de
enterobactérias nas fezes (Tabela 8). Os resultados de BAL foram significativos para as

dietas (P = 0,0072) e o escore fecal teve efeito somente do dia de coleta (P < 0,0001).

Tabela 8. Contagem de enterobactérias, bactérias laticas (Log UFC/g) nas fezes e escore
fecal de ovinos alimentados com palma forrageira e silagem de palma.

Item: Enterobactérias Bactérias Lacticas Escore fecal
Efeitos P - valor
Tratamento <0,0001 0,0072 0,5064
Dia <0,0001 0,2159 <0,0001
Trat x Dia <0,0001 0,0732 0,0635
Trat x Dia
Dial
PF1 5,66¢d 5,27 0,80 ¢
PF2 6,41bc 4,57 0,80c
SP 5,38d 5,20 1,60 bc
Dia 21
PF1 6,50b 5,87 2,80 a
PF2 8,48a 5,07 2,60 ab
SP 4,95d 481 2,40 ab
Efeito tratamento
PF1 6,08b 5,567 a 1,80
PF2 7,45a 482D 1,70
SP 5,16¢ 5,01b 2,00
Efeito dia
Dial 5,82b 5,02 1,06 b
Dia 21 6,65a 5,25 2,60 a
EPM 0,17 0,12 0,25

As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%, 1PF1=
Palma forrageira triturada na hora; PF2= Palma forrageira triturada oito horas antes de fornecer; SP= Silagem
de palma, EPM= Erro padrdo médio.

A maior contagem de enterobactérias nas fezes foi observada na dieta com a palma
triturada 8 horas antes de fornecida, e no 21° dia de coleta, apresentando 8,48 UFC/g e o
menor nimero foi observado nas fezes dos animais alimentados com silagem de palma com
apenas 4,95 UFC/g no 21° dia.
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Provavelmente, o processamento da palma antes do fornecimento ao animal e
armazenada em ambiente com pouca higiene estimula o crescimento das enterobactérias,
refletindo numa alimentagdo com maior carga bacteriana e como consequéncia elevadas
quantidades excretadas nas fezes. As enterobactérias séo comumente encontradas nos mais
diversos ambientes, alguns individuos podendo ou ndo possuir agdo patogénica a salde do
individuo, e sua forma de infestacdo é na maioria das vezes através da ingestdo de alimentos
contaminados com esses agentes (IEZZI et al., 2016).

Por outro lado, a silagem de palma pode ser usada como alternativa de manejo
alimentar na tentativa de controlar bactérias. Isto porque na auséncia de oxigénio e com
disponibilidade de carboidratos ocorre o crescimento de BAL, que por sua vez produzem
acidos latico buscando controlar as populac@es indesejaveis, utilizando desta forma, quase
ou toda fonte de substrato disponivel. Ao deixar a silagem de palma exposta ao ar mesmo
por 24 horas nao foi observado o crescimento acentuado de enterobactérias, pois as reservas
foram consumidas pelas BAL, restando pouca fonte de nutrientes para outros
microrganismos desenvolverem.

Em relacdo a contagem de BAL nas fezes, a dieta constituida de palma forrageira
processada momento antes do fornecimento foi a que demonstrou a maior contagem com
5,57 UFC/g, (Tabela 8). As demais dietas como a palma triturada 8 horas antes do
fornecimento e com silagem de palma apresentaram valores semelhantes estatisticamente.

Ao processar a palma em particulas menores e deixa-la exposta ao ambiente, pode
ter dado inicio a competicdo por substratos entre 0s microrganismos presentes, resultando
no controle do crescimento de BAL, ndo sendo observado isso quando o material foi
triturado minutos antes de fornecer aos ovinos.

Referente ao escore fecal ndo foi observado diferenca estatistica entre as dietas
utilizadas e interacdo entre tratamento e dias (P > 0,05). Contudo, houve efeito do dia sobre
o0 escore fecal dos ovinos (P < 0,0001), expressando o maior escore ao final do periodo
experimental (Tabela 8).

As modifica¢Ges no escore fecal dos ovinos pode ndo estar ligado a quantidade de
palma usada no presente trabalho, pois apos 10 dias de adaptacéo a dieta a consisténcia das
fezes no primeiro dia de avalicdo encontrava-se bem proxima do escore zero (consisténcia
normal) com 1,06 e no vigesimo primeiro dia observou material um pouco mais imido, com

escore de 2,60 (consisténcia pastosa).
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Quando se utiliza palma forrageira em quantidades muito elevadas na dieta de
ruminantes e sem o fornecimento de uma fonte extra de forragem, observa-se alteragdes na
caracteristica das fezes animal, geralmente menos solidas do que o normal, devido ao
aumento da taxa de passagem provocada pela alta quantidade de agua disponivel na
alimentacdo com palma e baixo teor de fibra (RAMOS et al., 2013)

O teste de perfil bioquimico confirmou a presenca de E. coli tanto na palma quanto
nas fezes dos animais, este Gltimo esperado por ser tratar de microrganismos que habitam o
trato gastrointestinal. Entretanto, a presenca de E. coli na palma fornece uma informacéo
importante acerca de possiveis agentes patogénicos capazes de proliferarem nesse vegetal.

Assim, sdo necessarios mais estudos sobre o crescimento de microrganismos com
potencial patogénico na palma em diferentes formas de manejo, podendo estes
microrganismos estarem correlacionados com casos de diarreia e/ou reducéo do desempenho

dos animais.
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5. CONCLUSAO
A forma de manejo da palma forrageira influencia o desenvolvimento de coliformes
totais e fecais, em especial quando picada em granulometria < 2 cmze expostas ao ambiente
por periodos maiores que sete horas, elevando a ingestdo de bactérias e consequentemente a
sua excrecdo nas fezes pelos ovinos.
Como estratégia alimentar, a utilizacdo da palma na forma de silagem reduz a carga
bacteriana ingerida pelos ovinos e com isto pode prevenir o aparecimento de doengas ligadas

a méa qualidade higiénica da racao.
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