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RESUMO

SILVA, Elsa Fernandes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 2017.
Preferéncias de substratos por bactérias hiperprodutoras de amoénia do rumen
bovino e efeitos da suplementacao proteica e energética na colonizacéo de farelo
de soja em novilhas Nelorelrientador Hilario Cuquetto Mantovani. Coorientadora:
Claudia Braga Pereira Bento.

A suplementacéao proteica da dieta de novilhas alimentadas com forragens com baixo
conteldo de proteina € importante para garantir o balanco de nitrogémio e
fermentacdo adequada dos alimentos no rimen. Bactérias que degradam proteinas e
aminoacidos possuem papel essencial no metabolismo de nitrogénio no ramen e as
bactérias hiperprodutoras de amonia (HAB) parecem influenciar a taxa de producao
de amoénia nesse ecossistema. Neste trabalho, objetivou-se avaliar a utilizacdo de
diferentes fontes de substratos nitrogenados e/ou carboidratos por bactérias
hiperprodutoras de aménia isoladas do raimen visando entender as funcdes desse grupo
bacteriano no metabolismo de nitrogénio no raimen e avaliar os parametros reminais

a diversidade bacteriana vivo, em novilhas Nelore suplementadas com proteina e
energia. Quando os isolados bacterianos foram cultivados em meio suplementado com
substratos nitrogenado&ram observadas diferencas na velocidade especifica de
crescimento entre 0s substratos analisados. O isolado C116 apresentou maior (P<0,05)
velocidade especifica de crescimento em Trypticase quando comparado aos demais
substratos, porém a cultura com maior densidade Optica neste substrato foi o isolado
R96. O isolado C118 apresentou maior (P<0,05) atividade especifica de desaminacédo
(AED), entre 713,88 e 872,11 nmol de Midg proteind.min’, quando cultivado em

meio contendo casaminodcidos e peptona de caseina, respectivamente. No entanto, a
maior (P<0,05) concentragéo de amonia (42,18 mmol/L) foi obtida para o isolado R96
quando cultivado em meio com Trypticase e peptona de caseina como fonte de carbono
e energia. Todos os isolados apresentaram producédo de acidos organicos totais acima
de 50,48 mmol/L quando cultivados em meio contendo Trypticase, casaminoacidos ou
peptona de casein@s isolados cultivados em meio contendo glicose apresentaram
maior velocidade especifica de crescimento e densidade 6ptica > 1,0. O isolado C114
foi a cultura mais versatil em metabolizar os carboidratos glicose, maltose e celobiose.
Os principais produtos finais do metabolismo de carboidratos foram: acido acético,
acido propibnico e acido lactico. O consumo da glicose esteve associada com

producao de acido lactico para todos os isoléekiados. Os animais que receberam
Vil



suplementos proteico e energético apresentaram maiores (P<0,05) concentracfes de
amodnia no liquido ruminal quando comparados ao controle sem suplementacao
Animais suplementados e ndo suplementados com proteina e energia apresentaram
concentracdes semelhantes de proteina microbiana no liquido ruminal. Observou-se
efeito do dia de suplementacgéo sobre a concentracédo final de acidos organicos totais e
de acetato no rimen. A concentracao final ruminal de butirato foi maior (P<0,05) nos
animais que receberam suplementacao. A taxa de degradacéo da matéria seca foi maior
gue 90% em todos os animais que receberam diferentes nives de suplementacéo de
proteina e energia. A concentracdo de DNA microbiano extraido do farelo de soja nos
animais que receberam suplementacdo de proteina frequente, proteina e energia
frequente e proteina infrequente foram acima de 1000 fgy/pdtéria seca. A analise

da diversidade bacteriana avaliada por meio da amplificacdo do gene do rRNA 16S
utilizando oligonucleotideos especificos para os filos Bacteroidetes e Firmicutes
revelaram baixa similaridade entre os tratamentos e os tempos de coleta das amostras
do farelo de soja. Esses resultados indicam que a composi¢do dos substratos afeta a
atividade de desaminacéo de bactérias hiperprodutoras deaaargiure carboidratos

sao utilizados preferencialmente pelas HABs como fonte de carbono e energia em
meio contendo mistura dos substratos. Além disso, os resultados demonstram que, nas
condicOes avaliadas neste trabalho, a suplementacéo proteica e energéticia aumenta a
concentracdo de amodnia no rumen, porém os efeitos sobre os demais parametros
bioguimicos e sobre a microbiota que participa da degradacao das fontes de proteina

no rimen sao limitados.
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ABSTRACT

SILVA, Elsa Fernandes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, December, 2017.
Substrate preferences by bovine rumen hyper-ammonia-producing bacter and

effects of protein and energy supplementation on colonization of soybean meal in
Nellore steers.Adviser: Hilario Cuquetto MantovaniCo-adviser: Claudia Braga
Pereira Bento.

Protein supplementation of the diet of cattle fed with low protein content forages is
important to ensure nitrogen balance and adequate fermentation of feedstuffs in the
rumen. Bacteria that degrade proteins and amino acids play an essential role in the
metabolism of nitrogen in the rumen and the hyper-ammonia-producing bacteria
(HAB) appear to influence the rate of ammonia production in this ecosystem. The
objective of this work was to evaluate the use of different sources of nitrogenous
substrates and/or carbohydrates by hyper-ammonia-producing bacteria isolated from
the rumento understand the functions of this bacterial group in the metabolism of
nitrogen in the rumen and to evaluate ruminal parameters and bacterial diversity
vivo in Nellore steers supplemented with protein and energy. When bacterial isolates
were grown in medium supplemented with nitrogen substrates, differences in the
specific growth rate were observed between the substrates analyzed. The isolate C116
presented higher (P<0.05) specific growth rate in Trypticase when compared to the
other substrates, but the culture with the highest optical density in this substrate was
the isolate R96. The isolate C118 showed a higher (P<0.05) specific activity of
deamination (AEL, between 713.88 and 872.11 nmol of NH3.mg protemn?,

when grown in media containing casamino acids and casein peptone, respectively.
However, the highest (P<0.05) ammonia concentration was 42.18 mmol/L obtained
for the isolate R96 when growing in media containing Trypticase or casein peptone as
sole carbon and energy soes All isolates presented total organic acid concentrations
above 50.48 mmdl/when growing with Trypticase, casamino acids or casein peptone.
The isolates cultured in glucose presented higher specific growth rate and optical
density > 1.0. The isolate C114 was the most versatile strain in metabolizing the
carbohydrates glucose, maltose and cellobiose. The main end products of carbohydrate
metabolism were: acetic acid, propionic acid and lactic acid. Glucose consumption
was associated with lactic acid production among all isolates. Animals that received
proteic and energetic supplements had higher (P<0.05) ammonia concentrations in

ther ruminal fluid when compared to the controls without supplementation. Animals
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fed diets that were supplemented or isopplemented with protein and energy
showed similar concentrations of microbial protein in ruminal fluid. The day of
supplementation affected the concentration of total organic acids and acetate in the
rumen. The final concentration of butyrate in the rumen was higher (P<0.05) in
animals receiving supplementation. The rate of dry matter degradation was greater
than 90% in all animals that received different levels of protein and energy
supplementation. The concentration of microbial DNA extracted from soybean meal
in animals receiving frequent protein, frequent energy and protein supplementation
and infrequent protein were above 1000uhdgg dry matter. The analysis of the
bacterial diversity evaluated by amplification of the 16S rRNA gene using
oligonucleotides specific for the Bacteroidetes and Firmicutes phyla revealed low
similarity between the treatments and the time of collection of the soybean meal
samples. These results indicate that the composition of the substrates affects the
deamination activity of hyper-ammonia-producing bacteria and that carbohydrates
were used preferentially by the HABs as carbon and energy sources in media
containing mixed substrates. In addition, stheesults demonstrate, under the
conditions evaluated in this work, that protein and energy supplementation increases
the concentration of ammonia in the rumen, but the effects on the other biochemical
parameters and on the microbiota that participates in the degradation of protein sources

in the rumen are limited.



INTRODUCAO GERAL

Os ruminantes sé@o colonizados no rumen por um consorcio complexo de
microrganismos anaerébios estritos e facultativos considerados indispensaveis para a
nutricao e fisiologia do hospedeiro. Essa microbiota converte os alimentos ingeridos
pelo animal, tais como carboidratos, proteinas e lipideos, em compostos que séo
utilizados como fonte de energia e proteina para os ruminantes. Diversos substratos
sao utilizados para a producdo de biomassa microbiana no rimen, entretanto as
demandas por carboidratos e proteina sdo maiores. Tais substratos, advindos das
dietas fornecidas aos animais, interferem na atividade metabdlica dos
microrganismos, influenciando na natureza e na quantidade dos produtos finais da
fermentacdo, além de alterar a composicao da microbiota ruminal.

A maior parte das espécies bacterianas apresenta baixa capacidade de
desaminacéo e, desse modo, raramente usam aminoécidos como fontes de energia. As
espécies bacterianas do filo Bacteroidetes sdo abundantes no rimen e participam da
hidrolise de proteina dietética, porém apresentam baixa capacidade de desaminar
aminoacidos. No entanto, algumas espécies de bactérias apresentam alta capacidade
de desaminacade sdo capazes de usar aminoacidos como fonte de energia, sendo
consideradas importantes produtoras de amonia no rimen. A caracterizacdo dessas
populacdes de bactérias resultou no isolamento e identificacdo de linhagens com alta
atividade especifica de desaminacdo. Essas bactérias foram classificadas como
espécies do filo Firmicutes e apresentam atividade especifica de producdo de aménia
cerca de 10 a 20 vezes maior do que outras espécies de bactérias mais abundantes no
ecossistema ruminal.

Durante décadas, todas as bactérias hiperprodutoras de aménia (HAB) isoladas
de ruminantes foram caracterizadas como sendo espécies nado-sacaroliticas e que
dependiam da fermentacdo de amino&cidos para obter energia. Recentemente, um
grupo de bactérias isoladas do rumen de novilhas Nelore foi caracterizado como HAB
capazes de fermentar carboidratos (HAB-CB), sugerindo novas fun¢des bioquimicas
e nichos ecoldgicos alternativos para as HAB, ampliando assim, a possivel influéncia
desse grupo de bactérias no metabolismo de nitrogénio no rimen. Diante désso, ess
trabalho teve como objetivo investigar as caracteristicas fisiologicas dasCBAB-

quanto a utilizacdo de diferentes substratos; caracterizar a influéncia dessas bactérias
1



na desaminagdo de aminoacidwoyitro e avaliar a diversidade bacterianavivoem

novilhas Nelore suplementadas com proteina e energia.



CAPITULO 1

1.1 REVISAO DE LITERATURA

O ambiente ruminal apresenta caracteristicas fisico-quimicas peculiares que o
torna um ecossistema microbiano anaerdbio propicio para o desenvolvimento das
diferentes espécies de microrganismos, incluindo bactérias, fungos, protozoarios,
arqueas e bacteriofagos (Kamra, 2005; Kim et al., 2011; Cre¢aty 2014) Esses
microrganismos exercem importantes funcbes, como fermentacdo de carboidratos
estruturais e ndo estruturais, proteinas e lipideos com prodeg@idos organicos
volateis e proteina microbiana, que sdo disponibilizados para os ruminantes como
fonte de energia e aminoacidos para a producéo de carne e leite (Hungatde$866
2011; Li et al., 2012; Creeveal., 2014).

Em estudo realizado por Henderson et al. (2015) foi demonstrado que alguns
grupos microbianos de bactérias, arqueas e protozoarios sao encontrados em diferentes
espécies de ruminantes, independente da dieta, regido geografica, raca ou idade do
animal, sendo reconhecidos como membros do microbioma central (core microbiome)
desses animais (Henderson et al., 2015). As bactérias sdo as principais responsaveis
pela converséo dos alimentos ingeridos pelos animais em &cidos organicos e proteina
microbiana que sao utilizados pelos ruminantes como fonte de energia e aminoacidos
(Creevey et al., 2014). Os filos Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria
correspondem aproximadamente a 95% da diversidade microbiana no rimen de
novilhas. Embora, estudos evidenciem a diversidade filogenética do ecossistema
ruminal, a diversidade funcional das populacdes de microrganismos que colonizam o
rimen ainda € pouco conhecida (Creevery et al., 2014; Jami e Mizrahi et al., 2012).

A evolucao do estudo da diversidade microbiana do ramen resultou na utilizacéo
de técnicas moleculares independentes de cultivo que complementam os estudos
convencionais com base em espécies cultivAveis de microrganismos ruminais. As
técnicas moleculares sédo baseadas nos genes que codificam o RNA ribossomal (rRNA)
16S e 18S presentes nos genomas dos microrganismos do rumen para analises
guantitativas (Koike et al., 2003; Sylvester et al., 2004) e qualitativas (Kocherginskaya

et al., 2001). Com isso, procedimentos para construir bibliotecas de clones dos genes



de rRNA 16S de bactérias tem sido utilizado para demonstrar a diversidade desses
microrganismos presentes no rimen (Deng et al., 2008).

As bactérias presentes no raimen podem transformar proteinas de baixa qualidade
em proteinas de alta qualidade para os animais (proteina microbiana). As proteinas,
juntamente com o0s carboidratos sdo 0s nutrientes essenciais requeridos para
maximizar o crescimento dos microrganismos ruminais (Casper et al., 1999). Dessa
forma, as proteinas dietética melhoram a eficiéncia do crescimento microbiano no
ramen mediante a disponibilidade de carboidratos a serem fermentados pelos
microrganismos ruminais (Canesin et al., 2014).

A suplementacao proteica é uma pratica comumente utilizada pelos pecuaristas
em regides tropicais (Paulino et al., 2010; Souza et al., 2010; Detmann et al), 2014a
O metabolismo das proteinas no rimen é uma das areas mais estudadas na nutricao
dos ruminantes, objetivando-se maximizar a utilizagdo do nitrogénio pelo animal,
aumentar o fluxo de nitrogénio dietético para o intestino delgado, e reduzir as perdas
para o meio ambiente (Calsamiglia et al., 2010; Chanthakhoun et al., 2012).

No ramen, diferentes espécies de microrganismos se associam as particulas de
alimentos, e podem atuar em simbiose para degradar nutrientes essenciais como
proteinas. Devido a acdo sinergistica e coordenada de diferentes proteinases,
peptidases e desaminases produzidas por esses microrganismos, sao gerados
peptideos, aminoacidos e amdnia no ramen, respectivamente (Bach et al., 2005). As
fontes de proteinas que chegam ao intestino dos ruminantes sdo as proteinas de origem
microbiana, além da proteina ndo degradada no rimen e a proteina enddgena, sendo
gue os aminoacidos provenientes dessas fontes sdo prontamente utilizados como
proteina metabolizavel pelos ruminantes (Valadares Filho et al., 2006).

As enzimas proteoliticas estdo intimamente associadas ao envelope celular
bacteriano, sinalizando a necessidade de adsorc¢ao inicial da particula proteica para
iniciar o processo de protedlise (Owens e Zinn, 1988; Bach et al., 2005). Durante a
protedlise, as proteinas sédo hidrolisadas em peptideos e aminoacidos. A amonia
proveniente da desaminacdo dos aminoacidos pode ser utilizada como fonte de
nitrogénio pelas bactérias ruminais, sendo que a proteina microbiana dg rumen
fornece até 90 % do nitrogénio demandado pelo hospedeiro. No entanto, quando ocorre
aumento excessivo da concentracdo de amoénia no ramen (por exemplo, no caso de

desbalanco entre o fornecimento de proteina e carboidratos na dieta), a mesma pode
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ser absorvida através da parede do riumen sendo convertida no figado em uréia e
excretada na urina, resultando em perdas de nitrogénio para 0s ruminantes
(Chanthakhoun et al., 2012).

No rumen, aproximadamente 50% da proteina dietética pode ser degradada em
amonia pelos microrganismos ruminais. A maioria das bactérias ruminais séo
proteoliticas, porém a producdo de amonia é atribuida principalmente a um grupo
filogeneticamente diversificado, denominadas bactérias hiperprodutoras de amonia
(Krause e Russell, 1996). Essas bactérias foram inicialmente identificadas como
Peptostreptococcus anaerobj@ostridium sticklandiie Clostridium aminophiune
produzem, em média, 20 vezes mais amonia quando comparado a outras espécies de
bactérias ruminais produtoras de amoénia (Nolan, 1975; Paster et al.,, 1993). Essas
bactérias ndo utilizam carboidratos como fonte de energia e sdo fermentadoras
obrigatérias de aminoacidos, sendo encontradas em menor quantidade no riamen
(James et al.,1988; Chen e Russell, 1989b).

A amonia representa a principal fonte de nitrogénio soltvel presente no liquido
ruminal e a sua concentracdo depende da quantidade e da solubilidade da proteina
dietética, da quantidade de ureia reciclada através da saliva, da difusdo da ureia pela
parede do rimen e da taxa de absorcéo no rimen. A reciclagem da ureia na saliva pode
ajudar a equilibrar a demanda de nitrogénio no ramen, sendo que 10 - 40% da ureia
ruminal podem ser fornecidas através da ureia secretada na saliva (Stewart e Smith,
2005). A concentracdo de aménia no rimen pode variar de 1 mM a 40 mM dependendo
do tipo de alimentacé&o fornecido ao animal (Wallace et al., 1995; Bach et al., 2005).

De acordo com Bento e colaboradores (2015), a utilizacao de nitrogénio na dieta
dos ruminantes possui grande impacto econémico na nutricdo de ruminantes. Os
modelos propostos de fermentacdo no riumen revelam que as bactérias ruminais
possuem diferentes padrées de utilizacdo das fontes nitrogénio e que as bactérias
hiperprodutoras de amdnia séo responsaveis por uma grande fracdo da desaminacéo
de aminoacidos no rimen, apesar da abundéancia das mesmas ser relativamente baixa.

Nas ultimas décadas, bactérias Gram-positivas e sensiveis a monensina, com
elevada atividade especifica de producdo de amodnia foram sd@adaminantes
(Chen e Russell, 1989a; Taghavi-Nezhad et al., 2014). Estas bactérias hiperprodutoras
de amdnia foram inicialmente caracterizadas como fermentadoras obrgydria

aminodcidos e foram detectadas em pequenas quantidades no raimen, por meio do uso
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de sondas moleculares para o rRNA 16S (Krause e Russell, AA9@ntificacdo de
bactérias hiperprodutoras de aménia em meios com auséncia de carboidratos
demonstram que a populacdo desses organismos € baixa, no entanto, a diversidade
biogquimica dentro deste grupo foi maior do que o esperado em estudos com ruminantes
mantidos a pasto (Attwood et al., 1998).

Estudos visando o isolamento, caracterizacdo e quantificacdo de bactérias
hiperprodutoras de ambénia em animais alimentados com dietas tropicais ou
suplementadas com proteina degradavel no rimen sao escassos. A utilizacdo de
proteina dietética € um fator limitante na produtividade nos tropicos, sendo a proteina
um dos nutrientes mais caros da dieta para novilhas. Assim, a compreensao do papel
das bactérias ruminais no metabolismo de proteinas da dieta é essencial para o
desenvolvimento de estratégias para melhorar a eficiéncia da retencdo de nitrogénio
no animal e reduzir custos de producédo na pecuaria (Bento et al., 2015).

No trabalho realizado por Bento et al (2015), verifiseugue isolados
bacterianos hiperprodutores de amoénia obtidos de novilhos alimentados com
forrageiras tropicais também foram capazes de metabolizar aclcares como fonte de
carbono, o que representa uma vantagem competitiva para a exploracéo e colonizacao
de nichos ecolégicos no rimen. Além disso, a andlise bioquimica e genética destes
isolados indicou varias caracteristicas distintas das estirpes ja descritas na literatura.

Diante disso, no presente trabalho o objetivo foi estudar as caracteristicas
fisiologicas dos isolados de bactérias hiperprodutoras de amoénia e fermentadoras de
carboidratos relacionadas com a utilizacdo de diferentes fontes de substratos
(carboidratos e aminoacidos) visando avaliar o impacto potencial desse grupo

funcional de bactérias no metabolismo de nitrogénio no ecossistema ruminal.
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CAPITULO 2

Preferéncias de substratos por bactérias hiperprodutoras de aménia isoladas de

novilhos nelore

2.1 INTRODUCAO

Os peptideos e aminoacidos sdo substratos utilizados como fonte de carbono e
energia por muitas espécies de microrganismos do ecossistema ruminal (Fonknechten
et al., 2010). As bactérias proteoliticas possuem complexos enzimaticos (proteinases
e peptidases) ancorados no envelope celular que sao capazes de hidrolisar proteinas
soluveis em peptideos e aminoacidos (Bach et al., 2005). Esses produtos podem ser
assimilados diretamente por outras espécies de bactérias para sintese de proteina
microbiana, ou serem utilizados como fonte de energia, gerando amdnia como produto
da fermentacao (Attwood et al., 1998; Bach et al., 2005).

O metabolismo de nitrogénio no raimen tem sido investigado com o objetivo de
maximizar a utilizagdo da proteina dietética, aumentando o fluxo de nitrogénio do
rimen para o intestino delgado e reduzindo as perdas desse nutriente para 0 meio
ambiente (Walker et al., 2005; Calsamiglia et al., 2010; Chanthakhoun et al., 2012).
Nesse contexto, o balanco entre a disponibilidade de carboidratos e de proteinas
influencia o crescimento microbiano e a producdo de biomassa no rimen. Quando ha
excesso de carboidratos solluveis, as rea¢fes catabdlicas podem ocorrer mais
rapidamente do que os processos anabdlicos que resultam na incorporacdo de amonia
pelos microrganismos do rimen. A am6nia acumulada pode ser absorvida através do
epitélio ruminal e convertida em ureia no figado sendo posteriormente excretada na
urina (Bach et al., 2005).

A producdo de aménia pelos ruminantes é predominantemente realizada por
diferentes espécies de bactérias ruminais que variam quanto a afinidade pelos
aminoacidos e quanto a atividade de desaminacao (Wallace et al., AS®8pécies
bacterianas dominantes no rumen geralmente apresentam baixa atividade de
desaminacgéo, porém as espécies descritas como hiperprodutoras de aménja (HAB)

apesar de serem menos abundantes, sdo capazes de desaminar aminoacidos com
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atividade cerca de 20 vezes maior em relacdo as espécies bacterianas dominantes no
rimen (Chen e Russell, 1989; Attwood et al., 1998). Devido a sua alta atividade
especifica de producdo de amdnia, estima-se que as HAB sdo capazes de desaminar
mais de 25% da proteina presente na dieta dos ruminantes (Krause e Russell, 1996).

As bactérias hiperprodutoras de amdnia foram inicialmente caracterizadas como
fermentadoras obrigatérias de aminoacidos e foram encontradas em pequenas
guantidades no ruamen (Krause e Russell, 1996). Apesar dos relatos sobre a
quantificacdo das bactérias hiperprodutoras de amoénia na auséncia de carboidratos
demonstrarem quantidades frequentemente baixas desses microrganismos, a
diversidade bioquimica dentro deste grupo foi maior do que o esperado (Attwood et
al., 1998).

Bento et al. (2015), verificaram que isolados de bactérias hiperprodutoras de
amonia obtidos de novilhos Nelore alimentados com forrageiras tropicais também
foram capazes de metabolizar carboidratos como fonte de carbono, o que sugere maior
potencial para exploracdo de nichos ecoldgicos no rimen em comparacdo com as
espécies hiperprodutoras de aménia fermentadoras obrigatorias de aminoacidos. No
entanto, as preferéncias de substratos desse grupo de bactérias nao foram
caracterizadas, e a ocorréncia da repressao catabdlica durante o crescimento com
diferentes substratos néo foi investigada.

Nesse trabalho, o objetivo foi avaliar a utilizacdo de diferentes fontes de
substratos (aminoé&cidos, peptideos e carboidratos) como fonte de carbono e/ou energia
por bactérias hiperprodutoras de amodnia fermentadoras de carboidratos, visando
entender as possiveis funcfes desse grupo bacteriano no metabolismo de nitrogénio no

ecossistema ruminal.
2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Origem dos isolados

Neste trabalho, foram utilizad bactérias hiperprodutoras de amoénia (HAB)
isoladas por Bento et al (2015) a partir de novilhas Nelore alimentas com dieta a base
de feno de Tifton 85Qynodonsp.) e suplememntadas ou ndo com caseina. Os isolados
(C89, C114, C116, C118, R91, R96, R107) foram escolhidos de acordo com a
atividade especifica de desaminacdo, producdo de amodnia e assimilacdo de

carboidratos. Os isolados foram cultivados em meio mineral anaeréhio limitante em
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nitrogénio contendo (por litro); 292 mgKPQs; 240 mg KHPQy; 480 mg NaSQy;

480 mg NaCl; 100 mg MgSQ'H.0; 64 mg CaCl2 HO; 4000 mg NgCOs; 600 mg
hidrocloreto de cisteina, adicionado de vitaminas e minerais (Chen e Russell, 1989).
O meio mineral anaeroébio foi preparado sob atmosfera ddi@® de oxigénio e o

pH foi ajustado para 6,5 com solugao de NaOH (3M).

2.2.2 Andlise filogenética do gene que codifica o rRNA 16S dos isolados de HAB

A arvore filogenética foi reconstruida a partir das sequéncias do gene que
codifica rRNA 16S dos isolado@ento et al., 2015)Todas as sequéncias foram
alinhadas no programa Clustal W (Thompson et al., 1994), utilizando o método de
Neighbour Joiningpara reconstrucao filogenética no programa MEGAHaénhura et
al., 2007). As sequéncias do gene rRNA 16S de cada isolado foram comparadas com
sequéncias depositadas no GenBank, utilizando o algoritmo BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST).

2.2.3 Avaliacao da velocidade especifica de crescimento ()

As velocidades especificas de crescimento (i) dos isolados foram avaliadas por
meio do cultivo em meio mineral acrescido de diferentes fontes de
aminoacidos/peptideos (casaminoacidos, Trypticase, peptona de caseina, peptona de
farinha de soja e peptona de proteose) na concentracao final de 15 g/L. Os isolados
também foram cultivados em meios com diferentes fontes de carboidratos (glicose,
maltose, celobiose, xilose e sacarose) na concentracao final de 4 g/L. A incubag&o foi
feita em tubos de anaerobiose a 39 °C, sem agitacdo. O pH final do meio, ap6s 24
horas de incubacdo foi avaliado por meio do potencidmetro digital (TEC-2mp).
Aliguotas de 1 mL foram coletadas nos tempos 0, 6 e 24 horas de incubacdo para
avaliar a atividade especifica de desaminacgdo, concentracdo de amonia e analise dos
produtos finais da fermentacéo (acidos organicos volateis).

Para avaliar a preferéncia de substratos (aminoacidos, peptideos e carboidratos)
dos isolados, as culturas de HAB’s foram cultivadas em meio contendo Trypticase (3
g/L) elou glicose (2 g/L). O in6culo inicial foi de 5% (v/v), e as culturas foram
mantidas em anaerobiose a 39 °C por um periodo de 24 horas de incubacgédo. Os valores
da densidade o6ptica (Ddobnm) foram avaliados a cada 30 minutos, utilizando

espectrofotdmetro Spectronic 20 D (Thermo Fisher Scientific, Madison, WI, USA).
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Todos os experimentos foram realizados com trés réplicas técnicas e duplicata
biolégica.

A velocidade especifica de crescimento em todas as fontes de carbono foi
calculada pela regressao linear do logaritmo neperiano daofa«(@urante a fase
exponencial de crescimento. A velocidade especifica de crescimento representa o

coeficiente angular da relagéo Ln da Retmversuso tempo de incubagéo (h).
2.2.4 Andlise de acidos organicos

Os acidos organicos foram quantificados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), utilizando cromatografo Dionex Ultimate 3000 Dual acoplado a
um detector de indice de refracdo (RI) Shodex RI-101 mantido a 45 °C, e coluna de
exclusdo idbnica Phenomenex Rezex ROA, 300 x 7,8 mm, mantida a 45 °C. A fase
movel utilizada foi o acido sulfirico @80s) 5 mmol/L. As amostras (1,0 mL) foram
coletadas e centrifugadas (12000gx 10 min) para remocdo das células e o
sobrenadante livre de células foi tratado conforme descrito por Siegfried et al (1984).
A curva padrao foi feita utilizando acido succinico, acido formico, &cido propiénico,
acido valérico, acido isovalérico, acido isobutirico, &cido butirico (concentracdes de
0,625 a 10 mmol/L) acido isovalérico (concentracdes de 0,312 a 5 mmol/L) e acido

acético (concentracdes de 1,25 a 20 mmol/L).

2.2.5 Avaliacao da concentracdo de amdnia, proteina microbiana e atividade
especifica de desaminacéo (AED)

A concentracdo de aménia nas amostras foi avaliada pelo método colorimétrico
de Chaney e Marbach (19627 absorvancia foi medida a 630 nm em
espectrofotdmetro Spectronic 20D (Thermo Fischer Scientific, Madison, WI, USA)
utilizando o cloreto de amonio (N8I nas concentracdes de 20,38 a 203,83 mg/L)
como padréo. A concentracdo de proteina microbiana foi determinada de acordo com
o método de Bradford (1976), utilizando lisozima (concentracdes de 1,25 a 25 ug)
como padrdo. A atividade especifica de desaminacdo (AED) foi calculada pela
diferenca da concentragdo de amonia (mmol/L) entre os tempos zero e seis horas de
incubacéo, dividido pela concentracdo de proteina microbiana (mg/L) e pelo tempo de

incubacgéo (minutos).
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2.2.6 Analise estatistica

Para a avalicdo da velocidade especifica de crescimento dos isolados, densidade
Optica, atividade especifica de desaminacao e concentracdo de amoénia nosnensaios
vitro, as andlises de variancia (ANOVA) foram realizadas por intermédio do
procedimento MIXED do SAS 9.4. O experimento foi conduzido e avaliado segundo
delineamento casualizado, em esquema fatorial (5x5), sendo cinco animais e cinco

tratamentos, segundo o modelo abaixo:
Y =u4+B +S +BS +¢

Em que: p= constante geral; Bj = efeito do isolado bacteriano j;-Sefeito do substrato
de crescimento j; BS= interacdo do isolado bacteriano i e substrato de crescimento
J; €jj = erro aleatorio, pressuposto NID (0; 6?).

Para o caso de interagcOes significativas, o desdobramento das mesmas foi
realizado por meio dstatemenSLICE do SAS. Adotou-se 0,05 como nivel critico de
probabilidade de ocorréncia do erro tipo .

Osprodutos da fermentacéo dos isolados bacterianos nos @nsatos foram
avaliados segundo delineamento inteiramente casualizado por intermédio do

procedimento MIXED do SAS 9.4, de acordo com o modelo abaixo:

Yiu = H+B +&,

Em que: p = constante geral; B; = efeito do isolado bacteriano i; £g; = erro aleatério,
pressuposto NID (0; 62).
Quando significativo, comparou-se os efeitos dos isolados bacterianos por meio

do teste de Tukey, utilizande-a = 0,05.
2.3 RESULTADOS

2.3.1 Andlise filogenética do gene que codifica o rRNA 16S dos isolados de HAB

A arvore filogenética foi reconstruida pelo alinhamento das sequéncias do gene
que codifica rRNA 16S dos isolados utilizados neste trabalho, juntamente com as
sequéncias de outros isolados de HAB depositadas no GenBank. A Figura 1 representa
a arvore filogenética consenso obtida pela analismdistrap(nimero de vezes que
0 agrupamento ocorreu nas replicacdes), considerando 1000 replicagdes. Os isolados

de HAB utilizadas neste trabalho foram agrupados em dois clados monofiléticos
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descendentes de ancestral comum. Os ramos foram suportados com valores de
bootstrap> 99%.Quatro isolados (R107, C114, C116, C118) de HAB agruparam no
clado 1 e foram filogeneticamente relacionados com o géddostridium
bifermentangFigura 1). Os outros trés isolados (C89, R91 e R96) agruparam no clado

2, com outras bactérias relacionadas ao gé@astridium sordellii(Figura 1) Os

demais isolados utilizados na reconstrucdo da arvore filogenética sdo espécies ja
descritas na literatura como bactérias hiperprodutoras de amonia e apresentaram menor

similaridade com os isolados obtidos de novilhos Nelore.

C114 (AB973373)
I— Clostridium bifermentan@NR112171)
99 | R107 (AB973393)
C116 (AB973374)

C118 (AB973376)
Clostridium bifermentanéNR 113323  _J

— Clado 1

C89 (AB973372)
10¢

R91 (AB97339C

7C R96 (AB973391)
L— Clostridium sordellii(NR 11314C
Clostridium sticklandi{L04167)

Clado 2
10C

64 | Peptostreptococcus anaerobi(ldR 042847)

10c | Peptostreptococcus anaerobi(dR 118652)

o — Clostridium amylolyticunfEU037903)
| Clostridium argentinensgx68316

— 10C | Clostridium aminophilunfL04165)

62
L Clostridium aminophilunfDQ278862
10C r Eubacterium ruminantiunfNR 024661)
10cL— Eubacterium ruminantiunKJ676651
Bacillus subtillis(JQ43387¢
P
0.02

Figura 1. Relacdes filogenéticas das bactérias hiperprodutoras de amdnia (HAB) isoladasda partir
novilhos Nelore. A reconstrucéo foi realizada a partir de sequénciandajge codifica o rRNA 16S
isolados por Bento et al (2015), e incluindo outras culturas de bactéeasrbgutoras de amdnia ja
descritas na literatura. A arvore consenso foi reconstruida no program#® Medidizando o método
Neighbour Joiningcombootstrapde 1000 replicagbes. Os nimeros de acesso GenBank das estirpes
bacterianas séo indicados entre parénteses. A barra de escala representa mudangee@fdeba

por 100 nucleotideos analisados.

2.3.2 Caracterizacao fisiologica das bactérias hiperprodutoras de améniavitro
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Os isolados bacterianos cultivados em meio mineral anaerdbio suplementados
com substratos nitrogenados (peptideos e aminoacidos) apresentaram diferencas nas
velocidades especificas de crescimento (1) nos substratos analisados. Os valores
encontrados variaram de 0,376 (€116) a 1,447 h(C114), ambos para o substrato
peptona farinha de soja (Tabela 1).

Os isolados C116 e C118 apresentaram maiores (P<0,05) velocidades
especificas de crescimento em Trypticase (1,072 e 0,954ebpectivamenjee
peptona de proteose (0,835 e 0,947 uando comparado aos demais substratos
avaliados (Tabela 1). A densidade 6ptica (D.O.) dos isolados cultivados em meio com
Trypticase variou de 0,215 (R107) a 0,934 (R96) (Tabela 1), sendo que o isolado R107
foi o que apresentou a menor (P<0,05) kbxéamneste substrato quando comparado

aos demais isolados avaliados.

Tabela 1.Avaliacédo da velocidade especifica de crescimento (1) e densidade éptica
(D.Osoonn) dos isolados bacterianos fermentadores de aminoéacidos. Os isolados
foram cultivados em meio mineral anaerébio suplementados com diferentes substratos

nitrogenados (15 g/L) por 24 horas a 39 °C.

p (h)
Isolados Casaminoécidos Trypticase Peptgna de Peptonade Peptona de '
caseina proteose farinha de soja

C89 0,686 bAB 0,752 abBC 0,736 abB 0,887 aAB 0,617 bC

R91 0,627 cAB 0,810 bB 0,890 abA 1,003 aA 0,866 abB
R96 0,471 bB 0,650 aC 0,715 aB 0,678 aC 0,668 aC
R107 0,471 bB 0,827 aB 0,887 aA 0,874 aAB 0,786 aBC
Cl114 0,565 cB 0,554 dC 0,760 bAB 0,749 cBC 1,447 aA
C116 0,734 bcA 1,072 aA 0,679 cB 0,835 bB 0,376 dD
C118 0,651 bAB 0,954 aAB 0,737 bB 0,947 aAB 0,723 bBC

D.0O.s00nm24 horas
Isolados Casaminoécidos Trypticase Pept(?na de Peptonade Peptona de .
caseina proteose farinha de soja

Cc89 0,500 cAB 0,917 aA 0,649 bBC 0,633 bAB 0,446 cD

R91 0,388 cBC 0,652 aB 0,678aB 0,608 aAB 0,517 bC

R96 0,501 eA 0,934 aA 0,832 bA 0,674 cA 0,594 dB
R107 0,461 cAB 0,215dC 0,654 aBC 0,671 aA 0,565 bBC
Cl14 0,336 cC 0,680 aB 0,474 bD 0,472 bC 0,696 aA
C116 0,431 cAB 0,623 aB 0,599 aC 0,621 aAB 0,471 bCD
C118 0,430 cB 0,681 aB 0,676 aB 0,583 bB 0,559 bBC

As médias seguidas de letras mindsculas ha mesma linha comparam o mesmo iselaiferentes
fontes de substratos. As letras mailsculas nas colunas compararatasitesitre os isolados. As
médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na linha ou colunanedo elitre si a nivel de 5%
de significancia pelo teste de Tukey. u= velocidade especifica de crescimengginR=Qlensidade

Optica.

Quando se comparou a velocidade especifica de crescimento de todos isolados

dentro de cada fonte de substrato, a menor meédia (P<0,05) foi obtida para
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casaminodacidos entre os isolados avaliados (Figura 2A). Os isolados de HAB que

agruparam no clado 1 (Figura 1), apresentaram as maiores velocidades especificas de

crescimento entre os substratos analisados.

Quando foi comparado a Ddbnmmédia dos isolados dentro de cada fonte de

carbono e energia, o substrato Trypticase foi 0 que proporcionou a maiedoda.O.

(P<0,05) entre os isolados (Figura 2B). Os resultados indicam que ha diferencas na

preferéncia de substratos entre os isolados analisados. De forma geral, peptona de

farinha de soja e casaminoacidfimsam o0s substratos que apresentaram menor

rendimento de biomassa (Figura 2B).

(u, b

(600 nm)

Figura 2. Velocidade especifica de crescimento (i) (A), e densidade épticab«0B), dos isolados
de HAB. Casaminoécidos (CAS), Trypticase (TRY), Peptona de caseinaP@@na de proteose

(PP), Peptona de farinha de soja (PFS).

Todos os

isolados bacterianos cultivados em meio mineral

anaeroébio

suplementados com diferentes substratos nitrogenados apresentaram AED superior a

150 nmol de NHmg proteind.min?, porém essa atividade nem sempre foi
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proporcional a concentracao final de amodnia produzida pelos isolados avaliados
(Tabela 2).

O isolado C118 foi o que apresentou os maiores (P<0,05) valores de AED
(713,88 e 872,11 nmol de Nkhg proteind.min?) quando cultivado com
casaminodcidos e peptona de caseina, respectivamente. No entanto, a maior
concentracdo de amonia foi obtida com o isolado R96 (42,18 e 38,49 mmol/L)
cultivado nos substratos Trypticase e peptona de caseina, respectivamente (Tabela 2).

Os isolados C89 e R96 apresentaram maior AED (P<0,05) quando cultivados no
substrato peptona de caseina e peptona de proteose, respectivamente. O isolado R91
apresentou maior AED (P<0,05) em peptona de caseina. O isolado R107 apresentou a
menor AED (P<0,05) para peptona de farinha de soja. O isolado C114 apresentou
maior AED (P<0,05) quando cultivado nos substratos Trypticase, casaminoacidos e

peptona de caseina (Tabela 2).

Tabela 2.Atividade especifica de desaminac&o (nmol de.iH proteingd. min?) e

concentracdo de amonia (mmol/L) dos isolados bacterianos fermentadores de

aminoacidos. Os isolados foram cultivados em meio mineral anaerébio

suplementados de 15 g/L dos diferentes substratos nitrogenados por 24 horas a 39 °C.
AED! (nmol de NHz.mg proteina®.min?)

Peptona de

Isolados Casaminoéacidos Trypticase Peptg)na de Peptona de fariFr)1ha de
caseina proteose soja
C89 333,01 bC 221,57 bA 652,75aAB 582,38 aA 154,51bB
R91 348,56 bcC 335,81 bcA 787,12 aA 486,87 bAB 170,49 cB
R96 352,57 bC 302,12 bA 686,68 aAB 593,60 aA 176,44 bB
R107 471,44 abC 348,35 abA 497,29 aB 276,06 abBC 264,47 bAB
C114 497,02 aBC 302,45 abA 476,14 aB 238,39 bC 228,86 bAB
Cli16 763,58 aA 349,40 bA 671,59aAB  351,03bBC 377,75 bA
C118 713,88 aAB 446,46 bA 872,11 aA 424,35 bABC 408,21 bA
NH32 (mmol/L)

Peptona de

Isolados Casaminoéacidos Trypticase Peptgna de Peptonade farirr)1ha de
caseina proteose soja

C89 19,33 cB 37,11 aAB 26,59 bBC 22,24 bcB 19,60 bcBC
R91 23,34 bAB 34,29 aB 35,90 aAB 23,03 bB 23,45 bB
R96 21,67 bAB 42,18 aA 38,49 aA 25,14 bAB 24,62 bB
R107 22,23 cAB 23,52 cC 37,30 aAB 29,95 bA 29,49 bA
C114 22,59 bcAB 37,20aAB 24,15 bC 23,62 bcB 16,05 cC
Cl16 26,92 cA 33,21 aB 32,89 abAB 27,15 bcAB 20,94 dBC
C118 23,42 cAB 41,21 aA 31,49 bB 31,25 bA 27,51 bcAB

A média seguida de letras mindsculas na mesma linha compara 0 mesmo isotads difarentes
fontes de substratos. As letras mailsculas nas colunas comparam cad& feuibstichtos entre os
isolados. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na linhmauwndaol diferem entre si a
nivel de 5 % de significancia pelo teste de Tukey. AE@tividade especifica de desaminacdozNH
= amdnia.
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As maiores (P<0,05) médias de AE@am obtidas entre os isolados cultivados
empeptona de caseina (Figura 3A). No entanto, as maiores médias de concentragdes
de amoénia foram obtidas para os isolados cultivados em Trypticase e peptona de

caseina (P<0,05) (Figura 3B).

» » [ee]
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AED (nmolde NH3. mg
1 1
proteina” min ")

O_
401 a

30 b

20

NH; (mmol/L)

104

Figura 3. Atividade especifica de desaminacdo (AED) (A) e concentracdo de amonja(Bidos
isolados de HAB cultivados em diferentes fontes de aminoacidos e pep@idsasinoacidos (CAS),
Trypticase (TRY), Peptona de caseina (PC), Peptona de proteose (PP Beftwinha de soja (PFS).

Os isolados cultivados em diferentes substratos produziram acido acético, acido
propidnico, acido butirico, acido isobutirico, acido férmico e acido isovalérico como
principais produtos de fermentacdo (Tabela 3). A concentracdo total dos acidos
organicos volateis produzidos pelos isolados variou de 23,55 a 80,85 mmol/L para
Trypticase (Tabela 3).

De forma geral, a maioria dos isolados apresentou alta producédo de acidos
organicos totais para os seguintes substratos (Trypticase, casaminoacidos e peptona de
caseina), com concentracdes acima de 50,48 mmol/L, exceto para o isolado R107 onde
a concentracao total de AQV foi de 23,55 mmol/L para trypticase (Tabelar8)o®
substratos peptona de farinha de soja e peptona de proteose as concentragdes dos

acidos organicos volateis totais foram sempre inferiores a 50 mmol/L.
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Tabela 3. Produtos da fermentacdo (mmol/L) dos isolados bacterianos com alta
atividade especifica de desaminacao que foram cultivados em meio mineral anaerdbio
suplementado com diferentes fontes de aminoéacidos (15 g/L).

Fontes de carbonc Isolado AOViotal A P B B F S v
(mmol/L) (mmol/L)

C89 65,46 29,77 15,89 7,55 2,23B 6,05B 2,19 2,98 BC
R91 75,10 34,39 15,10 7,13 1,79C 9,70 A 2,32 2,94 BC
R96 65,92 33,40 16,21 8,02 2,78 A Nd nd 4,92 A

Casaminoacidos R107 67,56 29,47 16,08 8,15 1,42D 7,79 AB 2,28 2,37B
Cl14 66,06 28,56 14,89 7,26 1,87BC 8,58AB 2,37 2,21C
Cli6 77,49 34,17 16,94 7,63 2,28B 7,23 AB 2,39 3,08 B
Cl118 73,51 34,67 15,53 7,57 1,63CD 9,05AB 2,25 2,81 BC
C89 80,85 A 39,04 A 9,18 AB 7,71A 4,71 A 795C nd 8,71 A
R91 50,48 B 25,12 C 6,28B 3,79C 1,80 B 1254 B nd 4,82 C
R96 75,26 A 37,09AB 7,83B 6,92A 4,07 A 12,07B nd 6,88 AB

Trypticase R107 23,55C 8,88 D 325C nd 2,43B 246D nd 4,72 C
Cli14 67,08AB 32,51B 8,36 B 6,46 AB 4,25A 9,35C nd 6,16 BC
Cl16 68,08 AB 25,60C 722B 4,69BC 2,71B 15,48 A nd 4,42 C
Cl118 78,39 A 36,62AB 12,05A 6,35AB 4,00A 15,62 A nd 7,40 AB

C89 73,45 A 29,58 AB 8,73 524 BC 3,08B 1792A 183A 5,09BC
R91 65,31BC 30,07 AB 8,71 534BC 285B 1528B 160B 5,12BC
R96 68,42 ABC 9,03 D 8,43 6,68 A 4,57 A 724D nd 7,85 A

EZEL".EZ de R107 6292C 2655AB 8,68  560ABC 359AB 873D 1,74 AB 549 B
Cl114 6294C 2471C 824 479C 325AB 16,06AB 1,58B 4,31C
C116 68,23 ABC 29,99 AB 8,66 572 ABC 3,67AB 1553 AB 1,71 AB 5,30 BC
C118 69,02AB 3146A 836 601LAB 374AB 11,80C 1,74AB 581B
C89  37,70BC 24,34BC 4,22 251BC 107D 367A nd 2,09 DE
RO1  4885AB 3277A 523 287AB 199B 323AB nd 2,76 BCD
RO6  4995A 3492A 552 334A 244AB Nd nd 3,92 A
Peptona de R107 46,89 ABC 31,32 AB 4,06 245BC 284A 199C nd 3,01 BC
Farinha de soja C114 36,79C 21,92 C 4,00 2,20C 1,27CD Nd nd 1,42 E
C116 41,66 ABC 27,57 ABC 4,94  251BC 191BC 249C nd 2,45 CD
C118 42,21 ABC 27,92 ABC 3,97 2,34BC 240AB 253BC nd 3,32 AB
C89 46,76 2498 AB 4,63A 3,52 226BC 585BC 142AB 246D
RO1 4855 2733A 501A 384 230BC 570BC 1,63A 274CD
peptona de R96 40,50 2040B 4,89A 3,76 2,98 ABC 2,71D nd 3,18 ABC
rOto0% R107 39,30 1961B 256B 3,44 3,12AB 4,96C 1,64A 3,29AB
C114 40,59 23,16 AB 536A 3,50 204C 314D 105B 234D
C116 47,37 2460 AB 4,80 A 3,62 226BC 7,29A 146 AB 2,78 BCD
C118 42,25 2167B 2,84B 3,24 338A 656AB 1,10B 3,46 A

As letras mailsculas nas colunas comparam cada fonte de aminoacidos enteelas i8e médias
seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna néo diferem entre si a ftveedaghificancia
pelo teste de Tukey. A = Acido acético; P = Acido propiénico; B = Acido butil®o: Acido
isobutirico; F = Acido formico; S = Acido succinico; IV = Acido isovalérico; nd = miieatiado.

A andlise da velocidade especifica de crescimento dos isolados bacterianos
cultivados em diferentes fontes de carboidratos indicou que todos os isolados foram
capazes de fermentar glicose com velocidade especifica de crescimento média de
1,402 ht (Tabela 4).

Os isolados C89, C114 e C118 apresentaram as maiores (P<0,05) velocidades
especifica de crescimento em glicose. Nenhuma das culturas de HAB avaliadas neste
estudo foi capaz de utilizar sacarose ou xilose como fonte de carbono e energia (Tabela

4). Apenas os isolados R107, C114, C116 e C118 utilizaram o dissacarideo maltose e
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somente o isolado C114 cresceu em meio contendo celobiose como fonte de carbono
e energia.

Os isolados C114 e C118 foram as culturas mais versateis em utilizar
carboidratos e apresentaram maiores velocidades especificas de crescimento nas fontes
de carbono (glicose e maltose) testadas (Tabela 4). Esses resultados indicaram
diferencas entre os isolados quanto a capacidade de metabolizar carboidratos, sendo
que os isolados agrupados no clado 1 foram mais versateis do que os isolados

agrupados no clado 2 (Figura 1).

Tabela 4. Avaliagdo da velocidade especifica de crescimento tuehdensidade
optica D.Osoonmdas culturas de HAB’s cultivadas em meio contendo carboidratos (4
g/L) por 24 horas a 39 °C.

p (h™)
Isolados Glicose Maltose Celobiose Sacarose Xilose
C89 1,473 AB Nd nd Nd nd
R91 1,371 B Nd nd Nd nd
R96 1,335B Nd nd Nd nd
R107 1,226 aB 0,496 bB nd Nd nd
Cl14 1,637 aA 1,026 bA 1,763 a Nd nd
Clie6 1,258 aB 0,275 bC nd Nd nd
C118 1,517 aAB 0,379 bC nd Nd nd
D.O. (60onm)

Isolados Glicose Maltose Celobiose Sacarose Xilose
C89 1,310 A - - - -

R91 1,193 AB - - - -

R96 1,227AB - - - -
R107 1,227 aAB 0,249 bB - - -
Cl14 1,210 aAB 1,078 bA 1,232 a - -
Clie6 1,155 aA 0,150 bB - - -
C118 1,247 aAB 0,228 bB - - -

As médias seguidas de letras mindsculas na mesma linha comparam o masioeigee as diferentes
fontes de carboidratos. As letras mailsculas nas colunas comparamntede foarboidratos entre os
isolados. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na linhmauwné&ol diferem entre si a
nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey. p= velocidade especifica daenéscD.Osoonm

= densidade Optica; nd = ndo detectadoauséncia de crescimento.

Quando os isolados foram cultivados em carboidratos a concentracao de acidos
organicos volateis totais variou de 2,58 a 63,94 mnu#/Bcordo com 0s substratos
fermentados. Os principais produtos do metabolismo em meio contendo glicose foram,
acido acético, acido propibnico e &cido lactico. A maioria dos isolados também
produziu pequenas concentragcbes de acido butirico, acido isobutirico e acido
isovalérico (Tabela 5). O isolado C114 destacou-se quanto a produc¢do de &cido lactico
(36,30 e 37,28 mmol/L) quando cultivado em presenca de maltose e celobiose,

respectivamente.
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Tabela 5. Produtos da fermentagcdo (mmol/L) dos isolados bacterianos com alta
atvidade especifica de desaminacdo cultivados em meio mineral anaerdbio
suplementados com diferentes fontes de carboidratos de 4 g/L.

Fontes de Isolado Total AOV A P B 1B F S v L
Carbono (mmol/L) mmol/L
C89 63,37 2,84 AB 2,18 A 0,544 0,174 nd nd 0,228 56,98
R91 61,19 2,97 AB 2,20 A 0,689 0,122 nd nd 0,260 56,58
R96 62,21 331A 191B 0,648 0,255 nd nd 0,163 54,97
Glicose R107 63,94 3,00AB 2,08 AB 0,690 0,123 nd nd 0,217 56,55
C114 60,86 262AB 222A 0,487 nd nd nd nd 53,61
C116 58,85 287AB 2,15AB 0,706 0,288 nd nd nd 51,83
C118 63,14 2,54 B 208AB 0,532 0,370 nd nd 0,202 56,11
R107 18,75 B 6,50 B 0,370 Nd 2,270A 9,980 A nd 0,340 0,170
| Cl14 38,37 A 2,07 C 0,506 0,410 0,240B nd nd 0,214 36,30
Maltose  11¢ 11,13C  645B 0,190 0540 0,190B 4,68 AB nd 0,650 nd
C118 18,20 B 8,00 A 0,250 0,520 1,25A 8,95A nd 0,500 nd
Celobiose C114 46,49 7,82 0,598 0,306 0,278 nd nd 0,207 37,28

As letras mailsculas nas colunas comparam cada fonte de aminoacidos enteslas i8e médias
seguidas de pelo menos uma mesma letra na linha ou coluna ndo diferesa &mtieel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey. A = Acido acético; P = Acido propidnicoABido butirico; IB =
Acido isobutirico; F = Acido formico; S = Acido succinico; IV = Acido isovalérlce acido lactico;
nd = ndo detectado.

2.3.3 Utilizacdo de carboidratos, peptideos e misturas de substratos pelas

bactérias hiperprodutoras de aménia

A cinética de utilizacdo de substratos e geracao de produtos da fermentacao foi
monitorada durante o cultivo das bactérias hiperprodutoras de aménia em meio
contendo glicose, Trypticase ou a mistura dos dois substratos. Todos os isolados
consumiram glicose (2 g/L) em aproximadamente 6 horas de cultivo e atingiram a fase
estacionaria apods cerca de 4 horas de incubacdo. A velocidade especifica de
crescimento (p) variou de 0,924 tR107) a 1,199k (C118). O &cido lactico foi o
principal produto de fermentacdo com concentracdes méximas variando de 10,54
mmol/L (R107) a 18,41 mmol/L (C89) (Figura 4). Para todos os isolados, observou-se
a reducado da D.&onmmaxima apods as culturas consumirem toda a glicose do meio,

com decréscimo de 30,53 % para o isolado C114 no tempo de 24 horas de cultivo.
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Quando as bactérias hiperprodutoras de aménia foram cultivadas em meio
contendo Trypticase (3 g/L) como fonte de carbono, observou-se crescimento continuo
por aproximadamente 12 horas até as mesmas atingirem a fase estacionaria.

O acumulo de Nklacompanhou o crescimento dos isolados C114, C116 e C118,
sendo que a mesma tendéncia nao foi observada para os isolados C89, R91, R96 e
R107. Para a maioria dos isolados, observou-se aumento expressivo na concentracao
de NHs no meio de cultivo apds 12 ou 24 horas de incubagéo, o qual esteve dissociado
do crescimento bacteriano (Figura 5).

A analise de acidos orgéanicos indicou que a concentracdo desses produtos do
metabolismo microbiano esteve associada com o aumento da densidade Optica dos
isolados (Figura 1). O principal produto do metabolismo foi o0 acido acético, seguido
por acido propiénico e butirico (Figura 5). Outros produtos da fermentacédo (acido
isobutirico e &cido isovalérico) dos isolados de HAB também foram observados,
porém, apresentando concentracdes menores que 1 mmol/L (dados ndo apresentados).
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Figura 5. Densidade OpticaX), concentracdo de amodnia (mMW8) (e produtos de fermentacéo
(mmol/L) dos isolados de bactérias hiperprodutoras de amodnia estéo repregmntddersentes barras

(branca - acido acético), (hachurada - &cido propidnico), (preta - &cidiaco). O meio foi
suplementado com Trypticase 3 g/L como fonte de carbono e energia. Ossigotadh cultivados por

24 horas a 39 °C.

Quando os isolados bacterianos foram cultivados no meio com a mistura dos
substratos (glicose e Trypticase), todos os isolados apresentaram urgg@n®.O.
maxima proximas de 1,0 atingindo a fase estacionaria em aproximadamente trés horas.
Foi observado o consumo da glicose apOs seis horas de incubacdo para todos os
isolados (Figura 6).

Para todos os isolados de HAB cultivados em meio contendo a mistura de
carboidrato e fonte de aminoécidos, foi observado uma baixa concentracao de amonia
no meio até o consumo total da glicose. Apds doze horas de incubacdo dos isolados
ocorreu aumento da concentracdo de amonia, sendo esta de 25 a 30 mmol/L para os
seguintes isolados R91, R96, C114, C116 e C118. Os isolados C89 e R107 foram os

que apresentaram menores concentracfes de amonia apos 24 horas de incubacao, com

valores proximos de 10 mmol/L (Figura 6).
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O consumo de glicose esteve associado com a producdo de acido lactico e a
concentracdo maxima variou entre 15 a 20 mmol/L para os isolados (C89, R91, R96,
C114 e C116) (Figura 6). Os isolados (R107 e C118) apresentaram concentracoes
menores que 15 mmol/L, apesar de terem atingido valores de DO maximasimilar aos
demais isolados avaliados neste estudo. Outros produtos da fermentacdo (&cido
butirico, acido isobutirico e acido isovalérico) também foram observados em baixas

concentracdes nas incubacdes realizadas (dados ndo mostrados).
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Figura 6. Densidade OpticaX), concentragcdo de aménia (mmol/LAY, consumo da glicose (D),
produtos de fermentacdo (mmol/L), (barras branca - acido lacticoagbdachurada - 4cido acético),
(barras preta - acido propibnico) dos isolados de bactérias hiperprodutoradnie emmmeio mineral
anaeroébio suplementado com Trypticase 3 g/L e glicose 2g/L como fontebdeca energia. Os
isolados foram cultivados por 24 horas a 39 °C.

2.4 DISCUSSAO

No presente estudo, bactérias hiperprodutoras de amoénia isoladas do rumen de
novilhas Nelore foram cultivadas em diferentes fontes de substratos (aminoacidos,
peptideos e/ou carboidratos) para investigar a capacidade das mesmas em metabolizar
esses substratos e avaliar a influéncia das fontes de carbono e energia sobre a atividade
de desaminacdo dessas bactérias. No rimen, existem diferentes espécies de bactérias
proteoliticas, aléem de populacdes de bactérias especializadas na fermentacdo de
aminoacidos e na produgdo de amonia. Esses microrganismos podem influenciar a
atividade de desaminacéo e a utilizacdo de proteina dietética no rumen (Attwood et al.,
1998; Bach et al., 2005).

Bento et al (2015), isolaram bactérias com alta atividade especifica de

desaminacéo que foram capazes de fermentar carboidratos. Analises do gene que
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codifica o rRNA 16S de diversas bactérias ruminais hiperprodutoras de amdnia
indicaram que os isolados utilizados no presente estudo estdo filogeneticamente
relacionados com as espédidsstridium bifermentansClostridium sordellii(Figura

1).

O géneroClostridium consiste de um grupo de bactérias Gram-positivas,
anaer6bias amplamente distribuidas no ambiente, formadoras de esporos e
pertencentes ao filo Firmicutes (Collins et al., 1994). Este género possui vias e enzimas
com atividades exclusivas envolvidas na degradacdo de aminoacidos (ex.
aminomutases dependentes de B12 e oxirredutases contendo selénio) (Stadtman, 2002;
Kim et al.,, 2004). Uma caracteristica metabdlica marcanteCldstridium é a
fermentacdo de aminoacidos por meio da reacéo de Stickland (Stickland EkS834).
reacao caracteriza-se pela oxidacdo de um aminoéacido acoplado a reducdo de outro
aminoacido. Neste processo, a energia € conservada pela formacédo de ATP por meio
da fosforilagd@m nivel do substrato (Stadtman, 2002; Andreesen, 2004 ).

As espécie€. bifermentans C. sordelliise assemelham em suas caracteristicas
morfologicas e fisiologicas, mas sao geneticamente diferentes (Nakamura et al., 1975).
C. bifermentandoi descrita como ndo patogénica, porém, algumas estirp€s de
bifermentansao consideradas como patogéasi®Vvong et al., 2014), assim corao
maioria das estirpes d& sordellii (Aldape et al., 2006). Além disso, muitas estirpes
de C. bifermentanssdo utilizadas para producdo de biomoléculas de importancia
industrial (Myszka et al., 2012; Leja et al., 2013), incluindo &cido acético, bigirico
férmico (Wu e Yang, 2003), etanol, butanol, acetona (Khanal et al., 2004), diéxido de
carbono, hidrogénio e nitrogénio (Levin et al., 2006).

Em geral, os isolados de HAB utilizados neste trabalho foram capazes de
metabolizar substratos nitrogenados, sendo a Trypticase o prewdsérato utilizado
pelos isolados de HAB. A Trypticadeomposta de peptideos que sdo obtidos a partir
da digestdo enzimatica da caseina. A maioria dos peptideos originados a partir da
Trypticase sao facilmente utilizados g&bactérias ruminais (Mangan, 1972). Outras
espécies de bactérias isoladas do rumen cdPeptostreptococcus anaerobjus
Clostridium sticklandiie Clostridium aminophilun{Paster et al., 1993) também sé&o
capazes de metabolizar aTrypticase como Unica fonte de energia. Apesar de estarem
presentes em baixa populacdo no rinasiJAB apresentava atividade especifica de
desaminagéo suficiente para contribuir significativamente para a producédoszde NH

nesse ecossistema
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A atividade especifica de desaminacdo dos isolados de HAB utilizados neste
trabalho nem sempre foi relacionada com a maior concentragdo de amonia nos
substratos utilizados (Tabela 2), sugerindo que esses isolados bacterianos diferem em
sua capacidade de tolerar o acimulo de amoénia (Bealo 2015). Adicionalmente,
os isolados podem diferir quanto a afinidade e especificidade de
aminoécidos/peptideos utilizados como fonte de carbono e energia. Os substratos
como Trypticase e casaminoacidos séo constituidos predominantemente por peptideos
e aminoacidos livres, respectivamente, enquanto os demais substratos podem possuir
outras moléculas potencialmente metabolizaveis em sua composicdo (por ex.
carboidratos, nucleotideos).

Os substratos nitrogenados (casaminoacidos, Trypticase, peptona de caseina,
peptona de proteose e peptona de farinha de soja) utilizados neste trabalho sdo misturas
compostas de peptideos e/ou aminoacidos resultantes da digestdo pancreatica,
hidrélise acida ou digestdo enzimética de proteinas. O substrato peptona de farinha de
soja possui em sua composicao misturas de aminoacidos e carboidratos, o que pode
resultar em menor atividade especifica de desaminacdo e producdo de amobnia por
alguns isolados de HAB (Tabela 2).

No trabalho realizado por Bento et al., (2015), foi observado entre os isolados
de HAB a producao de varios acidos organicos a partir da fermentacéo de Trypticase,
com predominancia de &cido acético, acido propibnico, acido butirico, &cido
isobutirico, acido isovalerico e acido formico. Neste estudo, os isolados Be HA
cultivados em diferentes fontes de nitrogénio apresentaram producao de todos esses
acidos organicos (Tabela 3). A producéo dos &cidos organicos pelos isolados variou
dependendo do substrato nitrogenado testado. Muitos acidos organicos sédo produzidos
a partir da desaminacéaooxidacdo de aminoacidos (Russell, 2002). Os isolados de
HAB que foram cultivados em aminoacidos apresentaram maior producdo de
propionato e butirato comparado aos demais substratos analisados.

No trabalho realizado por Attwood et al (1998), obsers®gue os isolados de
HAB obtidos a partir do ramen de novilhas, ovelhas e cervos, foram capazes de
fermentar diferentes carboidratos, incluindo glicose, frutose, celobiose, xilose, maltose
e trealose, mas as taxas de desaminacao desses isolados nao foram determinadas. No
presente estudo, todos os isolados de HAB foram capazes de metabolizar glicose como
fonte de carbono apresentando alta atividade especifica de desaminacgéo e producéo de

biomassa (Tabela 4).
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As caracteristicas fisioldgicas desses isolados bacterianos contestam a ideia de
que a maioria das HAB sdo fermentadoras obrigatdorias de aminoécidos. Essa
caracteristica pode conferir a esses isolados vantagens competitivas para a exploracéo
de nichos ecolégicos em ecossistemas complexos como o ambiente ruminal (Bento et
al., 2015). No entanto, quando os isolados foram cultivados em carboidratos (mono e
dissacarideos) diferentes da glicose, o crescimento foi limitado ou ausente. A Unica
excecao foi o isolado C114 que cresceu com alta velocidade especifica destrtescim
e producao de biomassa em meio contendo maltose e celobiose (Tabela 4). Assim, este
isolado apresentou um padrédo de crescimento diferenciado dos outros isolados
analisados.

Os principais produtos do metabolismo desses isolados cultivados em meio
contendo os carboidratos foram &cido acético, acido propidnico e acido lactico (Tabela
5). Essa preferéncia quase exclusiva dos isolados de HAB pelo uso da glicose pode
representar uma limitacdo para o crescimento no ecossistema ruminal. Estudos
adicionais deverdo ser realizados para comparar a afinidade pelo substrato dessas
bactérias em relacdo a outras espécies de bactérias do ecossistema ruminal.

As bactérias presentes no rimen sdo expostas a vérias fontes de carbono e
energia, mas 0s organismos podem exibir preferéncia por determinados substratos ou
diferir em sua afinidade (Russell e Baldwin, 1978). Quando os isolados de HAB foram
cultivados em meio contendo dois substratos (glicose e Trypticase), observou-se
variacdo na concentracao final dos produtos da fermentacdo. O acido lactico foi o
principal produto das culturas de HAB cultivados em meio contendo carboidratos
(Figura 6). Considerando que a disponibilidade de carboidratos livres no rimen é
baixa, as HAB deveriam exibir alta afinidade por esses substratos para que possam
competir com as espécies mais abundantes de bactérias no ecossistema ruminal. Isso
sugere que a adaptacdo para utilizacdo eficiente de aminoacidos pode ser uma

estratégia evolutiva interessante para esse grupo microbiano no ambiente ruminal.

2.5 CONCLUSOES

As HAB isoladas do rimen de novilhas foram capazes de metabolizar todos os
substratos nitrogenados com alta atividade especifica de desaminagdo e producédo de
amonia. As estirpes de HABs avaliadas variaram na sua capacidade de metabolizar

mono e dissacarideos. A maior velocidade de crescimento e utilizacao preferéncia de
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glicose em meio contendo mistura de substratos sugere que a atividade de desaminacgao
de HABs seja regulada por represséo catabdlica.
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CAPITULO 3

Avaliacao dos efeitos da suplementacao proteica e energética sobre 0s
parametros ruminais e colonizacao bacteriana do farelo de soja situ em

novilhas Nelore

3.1 INTRODUCAO

A disponibilidade de alimentos para os ruminantes nos tropicos varia de acordo
com a sazonalidade, com periodo seco e chuvoso distintos (Figueiras et al., 2010;
Costa et al., 2011). A suplementacao proteica € a principal estratégia para reduzir as
limitacdes dos compostos nitrogenados em pastagens tropicais, sendo uma pratica
comum na producéo de carne e leite em paises de clima tropical (Lazzarini et al., 2009;
Bento et al., 2015). O problema dietético do periodo seco (baixo teor de proteina bruta
na forragem) e o metabdlico durante o periodo das aguas (proteina bruta com alta
solubilidade), enfatiza a importancia dos compostos nitrogenados na dieta de bovinos
nos tropicos. Assinbs esquemas de suplementacao utilizados durante a época da seca
e das aguas visam o estabelecimento do equilibrio dietético, com a elevacdo da
concentracdo de proteina na dieta para que 0s substratos energéticos das forragens
possam ser adequadamente transformados em produtos de origem animal (Detmann et
al., 2014a).

A suplementacdo com compostos energéticos como o amido amplia a
disponibilidade de energia metabolizavel, otimizando as reacdes anabdlicas e
aumentando a eficiéncia do uso da proteina metabolizavel (Schroeder e Titgemeyer,
2008; Detmann et al., 2014b). A suplementacao proteica diminui as perdas excessivas
de nitrogénio para o ambiente (Reynal e Broderick, 2005), além de aumentar a sintese
de proteina microbiana em funcé@o do maior aporte de amonia do ramen (Rusell et al.,
1992; Bach et al, 2005Com isso, as formulacbes de dietas para os novilhas
possibilitam balancear a quantidade de carboidratos e proteinas consumidas pelo
animal, visando maximizar o crescimento microbiano no rimen (Bento et al., 2015).

Em condicdes tropicais, a suplementacdo com compostos nitrogenados constitui

a meta prioritaria para ampliar a utilizacado da forragem tropical de baixa qualidade
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(Detmann et al., 2010; Souza et al., 2010). A suplemené&éxéovinos em condi¢oes
tropicais permite inserir fontes de nutrientes adicionais, refletindo em mudangas no
consumo de forragem, na disponibilidade de energia dietética e, consequentemente, no
desempenho animal (Paulino et aD10).Em condi¢des tropicais a associacao entre

0s suplementos energéticos e nitrogenados podem implicar efeito interativo sobre o
metabolismo dos compostos nitrogenados reduzindo os efeitos deletérios da
suplementacdo apenas energética sobre a degradacao ruminal da fibra, ampliando a
producdo de compostos nitrogenados microbianos no ramen e elevando o nivel
dietético de nutrientes digestiveis totais, possivelmente por reduzir os efeitos da
competicdo entre espécies fibroliticas e néo fibroliticas (Detmann et al., 2010;
Lazzarini, 2011).

A suplementacao infrequente tem como principal objetivo a otimizacdo do uso
de mao de obra e consequente reducdo dos custos associados a distribuicdo dos
suplementos e o manejo dos animais. Esta consiste essencialmente no fornecimento da
mesma massa de suplementos ofertados aos animais suplementados diariamente;
contudo, o suplemento seria ofertado de forma acumulada em dias alternados, sendo
essa alternancia variavel em funcao da estratégia de manejo definida para o sistema de
producao (Rufino et gl2016).

Estudos realizados em condi¢@es tropicais demonstraram que os suplementos de
proteina para ruminantes podem afetar diretamente a eficiéncia da conversdo de
proteina metabolizavel em proteina liquida (Costa et al., 2011; Lazzarini et al., 2013).
No entanto, hd pouca informacdo nos tropicos sobre como a frequéncia do
fornecimento de nitrogénio e energia no rimen afeta a eficiéncia da utilizacdo de
nitrogénio em novilhas. Nesse sentido, é necessario investigar o efeito da
suplementacdo de fontes proteicas como o farelo de soja no metabolismo animal e
avaliar a eficiéncia de uso de nitrogénio em novilhas alimentadas com forragens
tropicais.

Nesse cenario, € importante caracterizar os grupos bacterianos envolvidos na
colonizagdo e degradagdo das particulas de alimentos que chegam ao ecossistema
ruminal. Tendo em vista a lacuna no conhecimento sobre o processo de colonizacéo
ruminal de suplementos proteicos (a exemplo do farelo de soja), neste trabalho
objetivou-se avaliar os parametros ruminaidegradacan situ da matéria seca e a
sucessédo da colonizagéo bacteriana no farelo de soja incubado no rimen de novilhas

Nelore suplementad@om diferentes niveis de proteina e energia.
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3.2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de NutricAo Animal do
Departamento de Zootecnia e no Laboratério de Microbiologia de Anaerdbios do
Departamento de Microbiologia ambos pertencentes a Universidade Federal @e Vigcos
Vigosa - MG.

3.2.1 Animais, dietas e tratamentos

Foram utilizadas cinco novilhas Nelore, com peso corporal (PC) médio inicial
de280 * 7,5kg, fistuladas no rimen. As novilhas foram mantidas em baias individuais
cobertas, com piso de concreto, dispostas com comedouro e acesso irrestrito a agua e
mistura mineral. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais de Producdo da Universidade Federal de Vicosa (CEAUP-
UFV; protocolo 03/2016).

A alimentacdo volumosa basal foi constituida por fen@iften 85 (Cynodon
sp com teor médio de PB d&0,2 g/kg de matéria seca, o qual foi fornecido
diariamentead libitum as 6h00 e 18h00, permitindo-se sobras de aproximadamente
100 g/kg de forragem fornecida.

O experimento foi conduzido segundo o delineamento em quadrado latino 5 x
5, com cinco tratamentos, cinco novilhas e cinco periodos experimentais, sendo cada
periodo com 28 dias de duracdo. Os periodos experimentais foram divididos em 14
dias para adaptacao das novilhas a dieta, condicbes de manejo e instalacdes e 14 dias
para as demais coletas.

Foram avaliados 0s seguintes tratamentos: controle, sem suplementacéo
(somente forragem); suplementacdo diaria com 200 g de proteina bruta (PB);
suplementacao diaria com 200 g de PB e 400 g de amido; suplementacao infrequente
(a cada 3 dias) com 600 g de PB; e suplementacdao infrequente (a cada 3 dias) com 600
g de PB e 1200 g de amido.

As amostras de feno, farelo de soja, amido e ureia foram secas a 55 °C,
processadas em peneiras de porosidade 1 mm e avaliadas quanto aos teores de matéria
seca (MS) pelo método INCT-CA G-003/1 e matéria organica (MO) pelo método
INCTA-CA M-001/1 (Tabela 1). As amostras de feno, farelo de soja e ureia foram
avaliadas quanto ao teor de proteina bruta (PB) pelo método INCT-CA N-001/1

(Tabela 1). As amostras de feno e farelo de soja foram avaliadas quanto ao teor de
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fibra insolavel em detergente neutro (FDN) pelo método INCT-CA F-002/1 (Tabela
1), segundo técnicas descritas por Detmann et al (2012).

Tabela 1.Teores de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB)
e fibra em detergente neutro (FDN) dos alimentos fornecidos ao animal e incubados.

Alimento MS MO PB FDN
a/kg g/kg MS

Feno 887,5 936,5 80,2 813,0

Farelo de Soja  881,6 817,0 525,2 131,7

Amido 861,7 100,0 - -

Ureia 981,7 100,0 268,7 -

3.2.2 Avaliagdo dos parametros ruminis

As amostras do conteudo ruminal foram coletadas de novilhas fistulados na
interface liquido:solido apoduas horas da alimentacdo da manha. A coleta foi
realizada apos o periodo de adaptacdo (14 dias) nos dias 21° e 23° de cada periodo
experimentalO conteudo ruminal foi filtradem quatro camadas de gaze e submetido
a avaliacdo do pH por intermédio de potencidémetro digital (Tecnal, Sdo Paulo, Brasil).
Aliguotas de 10 mL foram coletadas e armazena€el2@ °C para analises posteriores

das concentracdes de amonia, proteina microbiana e acidos organicos volateis.

3.2.3 Efeito de bactérias hiperprodutoras de aménia (HAB) sobre a atividade
especifica de desaminacao e producdo de amoémaitro

Os isolados hiperprodutores de amoénia (C114 e C118) utilizados no presente
trabalho foram previamente selecionados de acordo com sua alta atividade especifica
de desaminacdo e producdo de amonm.iflados foram cultivados em meio
mineral anaerdbio limitante em nitrogénio contendo (por litro); 292 shtiPKx; 240
mg KH2PQy; 480 mg NaSQy; 480 mg NaCl; 100 mg MgS(YH.0; 64 mg CaGl2
H>0; 4000 mg NgCQs; 600 mg hidrocloreto de cisteina, adicionado de vitaminas e
minerais (Chen e Russell, 1989). meio mineral foi suplementado com 15 g/L de
Trypticase e o crescimento dos isolados foi de 12 liwascubacéo a 39 °C. Para o
ajuste da densidade Optica, os isolados foram ressuspendidos em solugéo de cloreto
de sédio 0,85% para obter turbidez correspondente a 1,0 da escala de McFarland.
Posteriormente, trés mililitros de cada cultura (C144 e C118) foram inoculados em
garrafas (50 mL) contendo 27 mL do liquido ruminal de cada tratamento dos animais
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contendo os alimentos farelo de soja (30 mg) e feno Tifton (270 mg). A densidade

populacional inicial estimada dos isolados bacterianos no liquido ruminal fol de 10
UFC/mL. Também foi realizada a incubacdo do liquido ruminal sem adicdo de
bactérias (controle) para comparacao com os tratamentos.

As incubactes foram realizadas em duplicata para cada tratamento e os frascos
foram mantidos sob agitacdo a 150 rpm em condi¢cBes de anaerobiose a temperatura
de 39 °C por 24 horas. Amostras foram coletadas nos tempos 0, 6 e 24 horas de
incubacédo para andlise da concentracdo de amonia, proteina microbiana e calculo da
atividade especifica de desaminacéo.

Para quantificagdo da viabilidade dos isolados C114 e C118 adicionadas ao
liguido ruminal foi realizada a diluicdo seriadavitro. Apds a adicdo dos isolados
bacterianos no liquido ruminal foram coletadmostras de 0,5 mL em tubos Hungate
livre de O2 nos tempos de 0 e 24 horas de incubag&o. Para a enumeracgéo dos isolados
foram realizadas diluicdes de™i@ 10'2 em meio mineral anaerébio (volume inicial
180 pL) utilizando placas de 96 pocos de poliestireno. Foram adicionados 20 pL das
amostras dos trés tratamentos: liquido ruminal sem adicdo de bactérias (controle) e
liquido ruminal com adicao dos isolados C114 e C118. A incubacéao foi realizada a 39
°C por 24 horas em condicbes de anaerobiose e o crescimento foi avaliado pelo
monitoramento da turbidez do meio. A confirmacgcédo do crescimento bacteriano foi
avaliada adicionando-se 30 pL de resazurina 0,01% (SIGMA, St. Louis, MO, EUA)
em cada poco ao final da incubacédo. A reducdo do corante, foi avaliada conforme

previamente descrito por Palomiebal, (2002).
3.2.4Analise de acidos orgéanicos

Os acidos organicos foram quantificados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). As amostras (1,0 mL) foram coletadas e centrifugadas (18000 x
10 min) para remocdo das células e o sobrenadante livre de células foi tratado
conforme descrito por Siegfried et al (1984). As amostras foram analisadas utilizando
cromatografo Dionex Ultimate 3000 Dual acoplado a um detector de indice de refracao
(RI) Shodex RI-101 mantido a 45 °C, e coluna Phenomenex Rezex ROA, 300 x 7,8
mm mantida a 45 °C. A fase mével utilizada foi acido sulfric® @) 5 mmol/L. A
curva padrao foi feita utilizando acido succinico, acido férmico, acido propionico,
acido valérico, acido isovalérico, acido isobutirico, acido butirico (concentracdes de
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0,625 a 10 mmol/L), acido isovalérico (concentra¢ges de 0,312 a 5 mmol/L) e &cido
acético (1,25 a 20 mmol/L).

3.2.5 Andlise da concentracdo de amonia, proteina microbiana e atividade
egpecifica de desaminacéo (AED)

A concentracdo de amoénia nas amostras foi avaliada pelo método colorimétrico
de Chaney e Marbach (19627 absorvancia foi medida a 630 nm em
espectrofotometro Spectronic 20D (Thermo Fischer Scientific, Madison, WI, USA)
utilizando o cloreto de amoénio (N8I nas concentragbes de 20,38 a 203,83 mg/L)
como padrao. A concentracao de proteina microbiana foi determinada de acordo com
o método de Bradford (1976), utilizando lisozima (concentracdes de 1,25 a 25 ug)
como padrdo. A atividade especifica de desaminacdo (AED) foi calculada pela
diferenca da concentracdo de amobnia (mmol/L) entre os tempos zero e seis horas de
incubacéao, dividido pela concentracdo de proteina microbiana (mg/L) e pelo tempo de

incubacédo (minutos).
3.2.6 Degradabilidade do farelo de soje situ

Os sacos para incubacao do farelo de soja no rimen das novilhas fistuladas foram
confeccionados com tecido de ndilon (Sefar Nitex; Sefar, Sui¢ca) com porosidade de
50 wm com as dimensdes de 5 x 5 cm. Em cada saco foram adicionados
aproximadamente 0,5 g de amostra seca ao ar e processada em peneira de porosidade
2 mm (NRC, 2001).

A cada periodo, por trés dias consecutivos 21°, 22° e 23° dia, 0os sacos foram
simultaneamente colocados em duplicatas no rimen de todos os animais apés o
fornecimento da primeira suplementacéo (as 6h00 da manha), e foram removidos nos
tempos de 0,5; 2; 6; 12 e 24 horas de incubacéo.

Apoés a retirada do ramen, todos os sacos foram lavados em agua corrente até
total clareamento. Os sacos foram entéo transferidos para estufa de ventilacéo forcada
a 55 °C por 72 horas. Apos esse periodo, os sacos foram colocados em estufa a 105
°C por dezesseis horas para avaliacdo da matéria seca ndo degradada. A
degradabilidade do material incubado foi calculada como percentual de material

degradado ao longo do tempo, conforme a formula a seguir:
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MS Incubaddg) — Ms néo degradad®)*
X

%MS degradada = MS incubadag) 100

*para cada tempo de incubacao
3.2.7 Andlisein situ da colonizacéo do farelo de soja pela microbiota ruminal

A andlisein situ da colonizacdo do farelo de soja pela microbiota ruminal foi
realizada utilizando a técnica de Nested PCR-DGGE (Muyzeal.et1993).
Aproximadamente 6 g da amostra seca ao ar processada em peneira de porosidade 2
mm foram pesadas em duplicatas em sacos de nailon (8 x 15 cm e porosidade de 50
um) (NRC, 2001) e incubadas no rumen dos animais submetidos aos diferentes
tratamentos.

A cada periodo, por trés dias consecutivos (21°, 22° e 23°atiascos foram
simultaneamente incubados no rimen de todos os animais apds o fornecimento da
primeira suplementacao (as 6h00 da manha), sendo removidos nos tempos de 0,5; 2;
6; 12 e 24 horas de incubacéo.

Em cada intervalo de tempo, dois sacos (contendo farelo de soja) foram retirados
de cada animal e processados por lavagem com agua destilada gelada para retirada dos
residuos de alimentos. O conteudo de cada saco foi identificado e armazenado em
ultra-freezer a -80 °C para posterior extracdo do DNA da microbiota aderida as
particulas de farelo de soja.

A extracdo de DNA total das amostras do farelo de soja incubado nos diferentes
tempos foi realizada de acordo com Stevenson e Weimer (2007). A qualidade e a
quantidade do DNA extraido foram mensuradas utilizando nano™OrBfate
(Thermo Scientific Multiskan GO), sendo armazenados a -20°C até o uso.

O DNA total da comunidade microbiana das amostras de farelo de soja celetado
dos diferentes tratamentos e horarios foram utilizados em rea¢des de amplificacao
(PCR) com oligonucleotideos especificos para o gene do rRNA 16S de grupos
taxondmicos do dominio Bacteria (Muyzer et al., 1993). A primeira reacdo da PCR
utilizou 0s iniciadores universais bacterianos 9bfm (5'-
GAGTTTGATYHTGGCTCAG3) e 1512uR (5-
ACGGHTACCTTGTTACGACTT3') para amplificar os genes do rRNA 16S

(Muhling et al., 2008) a partir do DNA gendmico extraido do farelo de soja incubado
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no ramen. A reagdo de amplificacdo continha tampé&o de reagcédo GoTaq (0,5X), MgCI2
(0,5 mmol/L), dNTPs (0,2 mmol/L), oligonucleotideos forward (0,12 mmol/L),
oligonucleotideos reverse (0,12 mmol/L), DNA Taq polymerase (0,1 unidade/
Promega Corporation, Madison, WI, EUA) e BSA (0,08 mg/mL). Um microlitro do
produto da amplificagéo da primeira reacao foi usado como DNA molde. A Nested-
PCR foi realizada usando 0S primers 3611 (5
CCTACGGGAGGCAGCAGCGCCCGCCGCGCGCGGLCGGGCGGGGLGGGGEE
CACGGGGGG-3') e 518r (5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3') (Muhling et al., 2008)
para amplificar uma regidao mais curta (tamanho esperado de 177 pb) do gene que
codifica para o rRNA 168 aunentar a especificidade da analise (Heuer et al., 1997;
Gomes et al., 2001).

A reacdo de amplificacdo continha tampéao de reacdo GoTaq (0,5 X), MgCI2 (0,5
mmol /L), dNTPs (0,2 mmol/L)primer forward(0,12 mmol/L)primer reverso (0,12
mmol/L), Tagpolimerase (0,1 ul/L) (Promega Corporation , Madison, WI, USA) e
BSA (0,08 mg ml/L). Um microlitro do produto de amplificacdo da primeira reacao
foi usado como molde de DNA. A nested-PCR foi realizada em termociclador A200
Gradient Thermal cycler com desnaturacgéo inicial de 96 °C por 4 min, seguido por 35
ciclos de 96 °C por 1 min, 56 °C por 1 min e 72 °C por 30 s, seguido por uma extensao
final a 72 °C por 5 min (Muhling et al., 2008). Para as amplificacGes realizadas com
oligonucleotideos para os dominios Firmicutes e Bacteroidetes a temperatura de
anelamento foi de 56 °C e 52 °C, respectivamente.

Em todas as andlisésram utilizacdisreacbes sem DNA molde oo controle
negativo. As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador A200 Gradient
Thermal cycler. Os amplicons resultantes da amplificagcdo por PCR foram arslisado
em gel de agarose (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 1,8% em tampéo TBE 1X (0,1 M
de Tris/HCI, 0,09 M de &cido bérico, 1 mM e EDTA, pH 8,0) (Sambrook et al., 1989).
O marcador 100 pb DNA Ladder (Promega, Madison, USA) foi utilizado para estimar

os tamanhos dos diferentes amplicons.
3.2.8 Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE)

A Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) foi realizada
utilizando-se o equipamento DGGH01 (C.B.S., Scientific Company, INC., USA).
Foram aplicados 8 pL dos produtos de PCR, juntamente com 8 pL do tampao da
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amostra (azul de bromofenol 0,05%, xileno cianol 0,05%, glicerol 70% e TAE 1 X),
em gel de poliacrilamida (acrilamida:N,N’-metilenobisacrilamida 37,5:1) vertical a

8% (p/v) em tampdo TAE 1X, para fragmentos de tamanhos variando de 200 pb a 400
pb. O gradiente desnaturante variou linearmente de 40% a 60% ureia/formadida para
a analise dos fragmentos.

O gradiente desnaturacgéao foi obtido a partir da mistura de duas solugdey (A e B
dispensadas por mini-bomba peristaltica formadora de gradiente (MPP-100-220:
Mini-Peristaltic Pump for Gradient Gel Casting, C.B.S., Scientific Company, INC.,
USA). A solucao A continha 100% dos agentes desnaturantes (7 mol/L de u4ia e 40
de formamida desionizada (v/v)) em 8% de acrilamida: N, N'-metilenobisacrilamida
(37,5: 1), e a solucédo B foi preparada como para solucdo A, mas sem 0S agentes
desnaturantes. As solucbes A e B também continham persulfato de amoénio (3,1
mmol/L) de polimerizador e catalisador de N, N, N-tetrametiletilenodiamina (3,7
pmol/L). O gradiente desnaturante foi monitorado com 20 pL do corante de
visualizacéo (azul de bromofenol 0,5%, xileno cianol 0,5% e 1X TAE). Permitiu-se
gue os géis polimerizassem durante 3 horas antes de aplicar as amostras de DNA.

Para a formag&o do gradiente (40% a 60%) no gel de 23 mL foram utilizadas
diferentes proporc¢des das solucdes estoques. Para a obtencdo de 11,5 mL da solucao
40% foram utilizados 6,9 mL da solucdo estoque sem o agente desnaturante e 4,6 mL
da solucéo estoque 100% desnaturante. Para obter 11,5 mL da solucdo 60% foram
utilizados 4,6 mL da solugdo estoque sem agente desnaturante e 6,9 mL da solugéo
estoque 100% do agente desnaturante. A cada uma das solu¢gbes obtidas com as
misturas sem o agente desnaturante e com 100% dos agentes desnaturantes foram
adicionados 0,36% (v/v) de persulfato de amonio 10% (p/v) [polimeriza@gd}# 3%

(v/v) de TEMED (N,N,N’,N’- tetrametiletileno diamino) [catalisador]. A solu¢io 60%
foram adicionados 20L de corante (azul de bromofenol 0,5 %, xileno cianol 0,5 % e

TAE 1X) para visualizagédo do gradiente. O tempo de polimerizagdo do gel antes da
aplicacédo das amostras foi de 3 horas antes de carrear as amostras de DNA.

Uma mistura de fragmentos de rRNA 16S das seguintes espécies bacterianas
foram utilizadas como marcadores na canaleta central e nas canaletas localizadas nas
extremidades do geEscherichia coliATCC 29214 {-Proteobacteria)Salmonella
entérica typhimuriunATCC 14028 {-ProteobacteriaBacillus cereusATCC 14579
(Firmicutes) d_actococcus lacti&éTCC 19435 (Firmicutes).
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A eletroforese foi realizada na temperatura de 60°C e voltagem constante de 100
V, durante 15 horas. O gel foi corado por 20 minutos com solucéo de®S@BR
(Invitrogen), conforme as recomendacdes do fabricante. A imagem do gel foi
visualizada e fotalocumentada no sistema de digitalizacdo de imagem Eagle Eye™

(Stratagene).
3.2.9 Analise do perfil bandas do DGGE para o dominio Bacteria

Os perfis de bandas dos géis obtidos pela PCR-DGGE foram analisados
utilizando o programa Bionumerics 5.1 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium).
estrutura da comunidade microbiana foi avaliada com base no coeficiente Dice de
similaridade e no método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic)
para andlise dos agrupamentos. A variavel riqueza foi estimada com base na matriz
binaria gerada por meio da analise da imagem digitalizada do gel no software
Bionumerics 5.1, na qual a presenca da banda foi codificada como um (1) e auséncia
como zero (0). O indice de Shanndviiener foi calculado baseado na equacao abaixo

e utilizando o programa Past (Hammer et al., 2001).

H =— ;(Pi)(log Pi)

Ondes € o numero de bandas na amostR = ni/N; ni= nimero de bandasN=
namero total de bandas.

Paraa analise estatistica das variaveis riqueza e indice de Shannon-Wiener,
devido ao fato dessas variaveis terem sido avaliadas para 0s tempos nos respectivos
tratamentos, utilizou-se uma com cinco tratamentos (controle, proteina frequente,
energia frequente, proteimdrequente e energia infrequente) e cinco repeti¢des, de
acordo com o esquema de amostragem em cada periodo experimental (SAS Institute
Inc., versao 9.4, Cary, NC, USA).

Os diagramas de Venn foram construidos por meio da ferramenta Venny
(Bardou et al., 204 utilizando a matriz binaria de presenca e auséncia de banda com

objetivo de verificar a riqueza e as interse¢des das bandas obtidas nos DGGE.

3.2.10 Andlise estatistica
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Para as variaveis relacionadas aos parametros do liquido ruminal as analises de
variancia (ANOVA) foram realizadas por intermédio do procedimento MIXED do

SAS 9.4, para delineamento em quadrado latino, segundo o modelo abaixo:
Yo =+ A +P +T, +D +TD, + ¢

Em que: p = constante geral; Aj = efeito do animal i (aleatério); P efeito do periodo
j (aleatorio); & = efeito do tratamento k (fixo); 3= efeito do dia | (fixo); TR =
interacao tratamento k e dia | (fix@)j = erro aleatorio, pressuposto NID (0; 62).

As somas de quadrados dos tratamentos foram decompostas em quatro
contrastes ortogonais, sendo estes: contudesuplementados; suplementacéo
frequentevs infrequente; suplementacdo com energg&asem energia; Interacao
frequéncia de suplementacdo e presenca ou auséncia de energia. Para o caso de
interacBes significativas, o desdobramento das mesmas foi realizado por meio do
statementSLICE do SAS. Adotou-se 0,05 como nivel critico de probabilidade de
ocorréncia do erro tipo .

Para avalicdo da degradabilidade do farelo de f&wjegalizada como medidas
repetidas no tempo, em que a mais adequada estrutura de (co)variancias foi escolhida

utilizando-se o menor critério de informacéo de Akaike.
3.3 RESULTADOS

3.3.1. Andlise bioquimica do contetdo ruminal de novilhas Nelore com

suplementacao proteica energética frequente e infrequente

O fornecimento dos suplementos proteicos e energéticos néo alterou o pH
ruminal (P>0,05; Tabela 1). Observou-se interacao entre frequéncia de suplementacao
e energia (P<0,05). A suplementacéo energética infrequente promoveu aumento do pH
ruminal (P<0,05) (Tabela S1). Nao foi observado efeito de dia ou interacédo entre dia
e tratamento sobre o pH ruminal (P>0,05).

Novilhas suplementadas apresentaram maiores (P<0,05) concentracbes de
amonia no liquido ruminal (Tabela 1A concentracdo de amdnia ruminal ndo foi
influenciada (P>0,05) pela frequéncia de suplementacéo, pela adicdo de amido ao
suplemento ou pela interacao entre esses fatores (Tabela 1). Houve efeito (P<0,05) de
interacdo entre dia de avaliacdo e tratamento (Tabela 1). Novilhas que receberam
suplementacéo infrequente apresentaram menor (P<0,05) concentracdo de amdnia no

terceiro dia do ciclo de suplementacao (Talsa
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Novilhas suplementadas e ndo suplementadas apresentaram concentracoes
semelhantes (P>0,05) de proteina microbiana no liquido ruminal. Contudo, entre as
novilhas que foram suplementadas, a adicdo de energia (amido) resultou na reducéo
da concentracdo de proteina microbiana no liquido ruminal (Tabela 1).

Quando os produtos finais da fermentacdo foram avaliados observou-se efeito
do dia de avaliacao para os acidos organicos volateis totais e 0 acetato. A concentracao
de propionato ndo foi alterada por nenhum dos fatores estudados, enquanto a
concentracdo final de butirato foi maior (P<0,05) nas novilhas que receberam a

suplementacao (Tabela 1).
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Tabela 1 Caracteristicas do liquido ruminal de novilhas Nelore com suplementacédo proteica e energética frequente e infrequente.

Tratamento? EPM? Dia® EPM? p-valor*
ftem C PF PEF Pl  PEI 1 3 CxS F E F*E  Dia  Dia*Trat
pH 661 663 654 663 6,70 0,046 6,63 6,61 0,038 0,69 0,04 069 003 052 0,68
NHs 2,02 516 532 438 411 0,607 5,06 3,34 0,349 <0,01 010 092 071 <0,01 <0,01
Proteina microbiana 1601 1695 1554 1659 1454 145,2 1530 1655 140,9 0,86 019 <001 053 01 0,93
AOV Totais 65,96 74,72 7537 73,06 76,77 6,101 75,82 66,94 5,374 0,13 024 055 045 0,02 0,23
Ac. acético 53,10 59,72 60,01 57,70 53,10 5,063 60,17 53,28 4,594 0,18 014 046 041 0,02 0,22
Ac. propidnico 803 882 9,10 963 887 0,797 9,46 8,32 0,499 0,25 072 0,76 052 0,09 0,22
Ac. butirico 482 6,18 6,26 574 580 0,726 6,18 5,33 0,676 0,01 022 084 097 023 0,50

pH, NH3 (mM), proteina microbiana (mg/mL), concentracéo de acidos orgarotateis (total, Acido acético, acido propidnico, acido butirico)(mmdilicatamentos, C =
controle, PF = suplementacgédo frequente de proteina, PEF= suplementacadefrégumnteina e energia, Pl= suplementacao infrequente de proteina, PEEhvestgLdo
infrequente de proteina e energiBPM = erro padrdo da médi#Dia do ciclo da suplementacdtContrastes ortogonais, C x S = controle (ndo suplementado) versus
suplementados. F= Efeito da frequéncia de suplementagdo. E = Efeito dgpm@sauséncia de energia no suplemento. F*E = interacdo entieoalaféequéncia e da
energia. Dia = efeito do dia de avaliacdo. Dia*trat = efeito da interacdo entre dia de aeatidgdiamento.
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3.3.2 Degradabilidadan situ do farelo de soja e concentracdo de DNA ao longo dos
tempos de incubacao

As novilhas suplementasla ndo suplementasaom diferentes frequéncias de
proteina e energia apresentaram taxa de degradacao do farelo de soja maior que 90%
em todos os tratamentos no tempo de 24 horas de incubacé&o (Figura 1). A porcentagem
da matéria seca degradada do farelo de soja in situ aumentou linearmente de acordo
com os tempos de incubagdo no ambiente ruminal para todos os tratamentos (Figura
1).

Quando foi avaliada a colonizagdo do farelo de soja no rumen das novilhas
recebendo diferentes niveis de suplementacdo proteica e energética, observou-se
aumento no rendimento de DNA microbiano extraido do farelo de soja incubado no
rimen para todos os tratamentos avaliados, principalmente apds 12 horas de incubacgéao
(Figura 1). A suplementacdo de proteina e aadrgrequente resultou em baixa
concentracdo de DNA no farelo de soja nos tempos iniciais (0 a 12 h) de coleta das
amostras (Figura 1), atingindo concentracdes acima de 1000 ng/pL/g MS de DNA apos
24 horas de incubacao.

Para as novilhas que receberam suplementacéo de proteina frequente, proteina e
energia frequente e proteina infrequente, as concentracdes de DNA microbiano foram
de aproximadamente 1000 ng/ulL/g MS (Figura 1). Para o tratamento controle a
concentracdo de DNA foi acima de 1500 ng/uL/g MS apés 24 horas de incubacdo no

ramen.
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Figura 1. Degradabilidadén situ do farelo de soja e concentragdo de DNA microbiano extraido do
suplemento incubado no riimen de novilhas Nelore recebendo diferentes ti@éa@encontrole, PF
= suplementacdo de proteina frequente, PEF= suplementacdo de proteina efrenergite, Pl=
suplementacdo de proteina infrequente, PEI = suplementacdo de proteinaize iefreqgiente.O

célculo foi realizado a partir da concentracao de DNA total (ng/pL) dividido meisagite matéria seca

degradada (gMS degradada). As amostras foram incubadas em 2 repeticGesigpaesmpa de
incubac&o por um periodo de 24 horas de incubacéo. MS= matéria seca
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3.3.3 Andlise da diversidade genética de bactérias durante a colonizag&o do farelo
de soja em novilhas Nelore recebendo diferentes de fontes de suplemeiac

proteica e energética

A composicdo da comunidade bacteriana durante a colonizacao do farelo de soja
foi avaliada por meio da Reacgdo de Cadeia de Polimerase - Eletroforese em Gel com
Gradiente Desnaturante (P@RGE). A diversidade bacteriana no farelo de soja foi
avaliada por meio da amplificacdo do gene que codifica o rRNA 16S, utilizando
oligonucleotideos especificos para os filos Bacteroidetes e Firmicutes (Figura 2 e 3).

A andlise do perfil de bandas geradas com oligonucleotideos especificos para o
filo Bacteroidetes revelou de 9 a 24 bandas (Figura 2), enquanto os oligonucleotideos
especificos para o filo Firmicutes geraram de 11 a 31 bandas (Figura 3). Os resultados
indicaram que, em geral, as amostras dentro de um mesmo tratamento possuem maior
similaridade. Porém, foram observadas variagdes na comunidade bacteriana entre
tratamentos, novilhas, periodo experimental e tempo de coleta das amostras, ndo sendo
possivel distinguir bandas especificas associadas com um ou outro tratamento avaliado

neste estudo.
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Figura 2. Perfil eletroforético de sequéncias do gene rRNA 16S da colépizg; farelo de soja obtido por
Eletroforese em Gel Gradiente Desnaturante (DGGE). As novilhas recebersaguistes tratamentos. C =
controle, PF = suplementacdo de proteina frequente, PEF= suplememtgg@tetha e energia frequente, PI=
suplementagdo de proteina infrequente, PEI = suplementacédo de protegéngia iafrequente nos diferentes
tempos de incubacgéo. O farelo de soja foi (FS) foi utilizado parpa@¢do com os tratamentos que foram
incubados no ramen. Os perfis foram obtidos apds amplificag¢&andio oligonucleotideos especificos para o filo
Bacteroidetes. O dendograma com agrupamento UPGMA foi gergmtograma Bionumerics 5.1. A escala de 40
a 100 indica o nivel de similaridade.
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Figura 3. Perfil eletroforético de sequéncias do gene rRNA 16S da colonizagéo do éeseja dbtido
por Eletroforese em Gel Gradiente desnaturante (DGGE). As novilhas receberaguivdes
tratamentos. C = controle, PF = suplementacéo de proteina frequente, PEFresigg@o de proteina
e energia frequente, PI= suplementagdo de proteina infrequente, PEI =estigdém de proteina e
erergia infrequente nos diferentes tempos de incubacgdo. O farelo deiq6j&)ffoi utilizado para
comparacdo com os tratamentos que foram incubados no rumeperf@s foram obtidos apés
amplificagdo utilizando oligonucleotideos especificos para o filo Firmicutes. @oglama com
agrupamento UPGMA foi gerado no programa Bionumerics 5.1. A escalaad@® indica o nivel de
similaridade.
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A analise da rigueza e do indice de Shannon-Wiener (diversidade) revelaram
diferencas (P<0,05) para o filo Bacteroidetes entre os tempos de incubacédo do farelo
de soja para 0s seguintes tratamentos: controle, proteina frequente e proteina e energia
frequente (Figura 4A e 4B). Para as novilhas que receberam suplementacéo proteica
infrequente e proteina e energia infrequente nao foi observado diferenca (P>0,05) na
riqueza de espécies e indice de Shannon-Wiener entre os tempos de incubacéo do

farelo de soja no ramen (Figura 4AB)4
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Figura 4. Analise da riqueza de espécies e diversidade genética da coloniza¢éimos diferentes
tratamentos avaliados por Eletroforese em Gel Gradiente Desnaturante (DGGE), utilizando
oligonucleotideos especificos para o filo Bacteroidetes. As novilhas receberasaguaistes
tratamentos: C = controle, PF = suplementacao de proteina frequente, PEF=sig@onde proteina

e energia frequente, Pl= suplementacdo de proteina infrequente, PEI =esti@pd@im de proteina e
energia infrequente nos diferentes tempos de incubacdo. O farelo deis@&)f utilizado para
comparacao da comunidade bacteriana com os tratamentos que foram innolrédoen. A) Riqueza

de espécies e B) indice de Shannon-Wiener calculados a partir da matriz biaéisérdga e presenca

de bandas. As letras significam diferenca dentro de cada tratamento nesteklfetempos de
colonizagéo a nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.

A analise da riqueza para o filo Firmicutes revelou diferencas (P<0,05) entre os

tempos de incubacgéo do farelo de soja para as novilhas que receberam os seguintes
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tratamentos: controle, proteina frequente, proteina e energia frequente e proteina

infrequente (Figura 5A). Quando as novilhas receberam a suplementacao proteica e

energética infrequente néo foi observada diferenca (P>0,05) entre o numero de

sequéncias (OTUs) nos diferentes tempos de incubacéo do farelo de soja no rimen

(Figura 5A).

Também houve diferenga para o indice de Shannon-Wiener (P<0,05) na analise

do filo Firmicutes nos cinco tempos de incubacao do farelo de soja para os tratamentos

controle, proteina e energia frequente e proteina infrequente (Figur®&B)os

tratamentos proteina frequente e proteina e energia infrequente ndo foi observado

diferenca (P>0,05) entre os tempos de incubacao do farelo de soja (Figura 5B).
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Figura 5. Analise da riqueza de espécies e diversidade genética da coloniza¢éalos diferentes
tratamentos avaliados por por Eletroforese em Gel Gradiente desnaturante (DBi&a)do
oligonucleotideos especificos para o filo Firmicufes novilhas receberam os seguintes tratamentos.
C = controle, PF = suplementacéo de proteina frequente, PEF= suplemeptacéteitha e energia
frequente, Pl= suplementagdo de proteina infrequente, PEI = suplemesieapéateina e energia
infrequente nos diferentes tempos de incubacéo. O farelo de soja fi(f8izado para comparacgéo
com os tratamentos que foram incubados no rimen. A) RiquezairiB@ de Shannon-Wiener
calculados a partir da matriz binaria de auséncia e presenca de bandas.
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Os diagramas de Venn foram obtidos por meio da ferramenta Venny, utilizando
a matriz binaria gerada no software Bionumerics B.litilizados para avaliaa
distribuicdo de sequéncias (OTUs) associadas com a colonizacédo do farelo de soja
entre os diferentes tratamentos avaliados neste trabalho.

Para o filo Bacteroidetes, o diagrama de Venn revelou oito sequéncias comuns
entre os tempos de incubacao do farelo de soja no tratamento controle. Para os tempos
de 30 minutos e duas horas de incubacdo foram observadas quatro sequéncias
exclusivas para esses tempos de incubacé&o. Foi observado baixo nimero de sequéncias
compartilhadas entre os tempos de incubagéo do farelo de soja nas novilhas mantidas
no tratamento controle (Figura 6).

Para as novilhas que receberam o tratamento controle, suplementacdo de
proteica frequente, suplementacao de proteica e energetica frequente, o diagrama de
Venn revelou oito, nove e sete sequéncias, respectivamente, compartilhadas entre os
diferentes tempos de amostragem durante a colonizagédo do farelo de soja. Para os
tratamentos com suplementacdo de proteina infrequente e proteina e energia
infrequente observou-se maior riqueza de espécies na colonizacao do farelo de soja, e
para ambos os tratamentos foi observado baixo numero de sequéncias compartilhadas
entre os tempos de incubagéo (Figura 6).
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Figura 6. Diagrama de Venn com a distribui¢do do nimero de sequéncias comuns gateseEntos
utilizados neste trabalho. Foi utilizado oligonucleotideos especificos para oafiter@detes. Os
diagramas de Venn foram construidos por meio da ferramenta de VRargoyet al, 2019
utilizando-se a matriz binaria gerada da analise da imagem do gel no sdeanmerics 5.1. As
novilhas receberam os seguintes tratamentos: Controle; PF= Suplementagateit@ frequente;
PEF= Suplementacao proteina e energia frequente; Pl= Suplementacéo de pfatqirents; PEI=
Suplementacao de proteina e energia infrequente.
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Quando foi utilizado oligonucleotideos especificos para o filo Firmicutes
observou-se maior riqueza de espécies na colonizacdo do farelo de soja entre os
tratamentos controle, suplementacdo de proteina frequente e proteina e energia
infrequente. Para os trés tratamentos verificasgmespectivamente, onze, nove e dez
sequéncias compartilhadas nos diferentes tempos de incubacdo (Figura 7). No
tratamento controle observou-se aumento na riqueza de espécies. No entanto, os
nameros de sequéncias observadas para cada tratamento entre os tempos de incubacéo
do farelo de soja no rimen foram baixos.

Para as novilhas que receberam suplementacé&o proteica e energetica frequente e
proteina e energia infrequente foi observado diminuicdo na riqueza de espécies
compartilhada entre os tempos de incubacdo, com apenas duas e quatro sequéncias

compartilhadas, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Diagrama de Venn com a distribuicdo do ndmero de sequéncias comuns entm@ 0s cin
novilhas utilizados neste trabalho. Foi utilizado oligonucleotideos especificasfpar@rmicutes. Os
diagramas de Venn foram construidos por meio da ferramenta de VRargo(et al, 2019,
utilizando-se a matriz binaria gerada da andlise da imagem do gel no eddiwanmerics 5.1. As
novilhas receberam os seguintes tratamentos: Controle; PF= Suplementacateide frequente;
PEF= Suplementacao proteina e energia frequente; Pl= Suplementagdo de proteimenief PEI=
Suplementacéo de proteina e energia infrequente.
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3.3.4 Viabilidade dos isolados de HAB no liquido minal in vitro

Quando os isolados de HAB (C114 e C118) foram adab no liquido ruminal
das novilhas que receberam diferentes tratamerdosuglementacido proteica e
energeética, nao foi observado diferenca entre trati@msie culturas avaliadas (Figura 9).

A viabilidade de todos os isolados diminuiu ao fawincubacao.

Viabilidade (%)

Controle PF PEF Pl PEI

Figura 8. Viabilidade de bactérias hiperprodutoras de aménia (C114 e C118) adicionditpsdwo
ruminal in vitro das novilhas que receberam diferentes tratamentos de suplementacdo proteica
energética. O célculo foi realizado a partir dodatp nimero final (Nf) subtraido por leglo nimero
inicial (Ni) de células x 100 para calculo da porcentagem da viabilidade das célefasnéracéo foi
realizada utilizando meio mineral anaerébio adicionado de Trypticase (15 g/loradicdes de
anaerobiose a 39 °C por 24 horfd&o houve diferenca significativa entre os isolados entre os cinco
tratamentos a 5% de significancia pelo teste de Tukey.

3.3.5 Efeito de bactérias hiperprodutoras de amoéniaa atividade de desaminacam

vitro do liquido ruminal de novilhas recebendo ou ndo glementacéo proteica e
energética

A atividade especifica de desaminacdo (AED), em relacdo ao controle, néo foi
alterada quando HAB (isolados C114 e C118) foram adicionadas ao liquido ruminal
das novilhas que receberam a suplementacéo proteica e/ou energética frequente ou

infrequente (Figura 9A). Também ndo houve diferenga na concentragdo de amonia
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(P>0,05) entre as novilhas que receberam diferentes fontes de suplementagcdes quando
comparado ao liquido ruminal de animais ndo suplementados (Figura 9B).

Para a variavel pH do liquido ruminal ndo observou-se diferencas entre todos os
tratamentos avaliados apds a incubacdo ouméitro com os isolados C114 e C118

(dados ndo mostrados).
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Figura 9. Efeito da adicdo de bactérias hiperprodutoras dinanfisolados C114 e C118) no liquido
ruminal de animais recebendo ou ndo suplementagf®qga e energética. Os parametros bioquimicgs: (A
AED (B); NHs (C) foram avaliados com animais recebendo cinfayatites tratamentos. Os tratamentos
correspondem @ontrole, PF = suplementacgdo de proteina frequente, PEF= suplementacdeida pro
e energia frequente, Pl= suplementacdo de proteina infrequente, PEI = supleondatacéteina e
energia infrequente. SB = sem adi¢8o de bactérig, N&indnia, AED = atividade especifica de
desaminagdo. Ndo houve diferenca significativa entre os isolados entrecofaiamentos a 5% de
significancia pelo teste de Tuke

3.4 DISCUSSAO

A suplementagdo proteica e energética em animais recebendo compostos
nitrogenados tem como objetivo fornecer fontes de carbono e energia ao ambiente
ruminal, minimizando deficiéncias e/ou desbalancos de nutrientes que podem ocorrem
nas forragens tropicais e favorecendo o crescimento dos microrganismos anaerébios
gue colonizam esse ecossistema (Franco et al., 2017). A frequéncia da suplementacéo
energética ndo alterou a concentracdo de aménia no liquido ruminal de novilhas Nelore
(Tabela 1). Estudos conduzidos nos trépicos demonstraram que a suplementacédo com
compostos nitrogenados aumentaram a concentra¢cdo de amonia no raimen (Costa et
al., 2011), porém reduz a incorporacdo de ureia reciclada em amonia pelos
microrganismos ruminais (Batista et al., 2016). A suplementacdo com caseina no

rumen de novilhos Nelore foi associada aumento da atividade especifica de
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desaminagcdo de aminoacidos e da concentracdo de amdnia no raimen (Bento et al.,
2016).

Os aimais suplementados e ndo suplementados apresentaram concentracdes
semelhantes de proteina microbiana no liquido ruminal (Tabela 1). A proteina
microbiana depende da disponibilidade de nitrogéaiode carboidratos. A
concentragdo de proteina microbiana no rumen é geralmente mais resistente as
mudancas induzidas pelas fontes de alimentos. No entanto, este parametro sozinho,
muitas vezes, nao reflete as mudancas no tamanho da populacéo e riqueza de espécies
no ramen (Bento et al., 2016). A falta de sincronizagédo entre a disponibilidade de
energia e nitrogénio no rumen resulta no uso ineficiente dos substratos fermentaveis,
reduzindo a sintese de proteina microbiana pelo animal (Hall e Huntington, 2008;
Colle e Todd, 2008; Chanthakhoun et al., 2039 produtos da fermentacé&o variaram
de acordo com o fornecimento da suplementagcdo dos animais, sendo que os acidos
organicos em maior concentéaxforam acetato, propionato e butirato (Tabela 1).

A matéria seca do farelo de soja destacou-se quanto as taxas de degradacéo, em
funcéo da elevada capacidade de fermentacado desse substrato pelos microrganismos
ruminais.Considerando-se a elevada taxa de digestdo da proteina do farelo de soja no
rimen, a utilizacdo desse alimento deve ocorrer concomitante ao fornecimento de
carboidratos de rapida fermentacédo (Cabral et al., 2005). Observou-se aumento no
rendimento de DNA microbiano extraido apés 12 horas de incubacédo, indicando
colonizacdo eficiente do farelo de soja no rumen, independente da estratégia de
suplementacao proteica e energética utilizada (Figura 1). No entanto, no tratamento
controle e nos trataementos com suplementacéo de proteina e energia infrequente, a
porcentagem de DNA extraida nos tempos iniciais de colonizacdo do farelo de soja foi
menor em relacdo aos tratamentos com suplementacgao frequente. Os microrganismos
do rumen rapidamente colonizam as particulas de alimentos que chegam ao rimen
resultando na degradacgéo dos substratos e liberacdo dos nutrientes da dieta (Miron et
al., 2001; Russell e Rychlik, 2001; Koike et al., 2003). Os dados desse estudo sugerem
gue a falta de sincronia entre a disponibilidade de proteina e energia pode ter afetado
a colonizacéo do farelo de soja no rimen, resultando em menor concentracdo do DNA
nos tempos iniciais de incubacdo. Para os tratamentos no qual a proteina e energia
estavam disponiveis, a concentracdo de DNA aumentou em relacdo ao tempo de

incubacéo (Figura 1).
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No presente trabalho, o impacto da suplementagdo de proteina e energia foi
analisado para investigar mudancas na composi¢cdo da comunidade microbiana
relacionadas ao aumento da disponibilidade de nitrogénio no ramen. O perfil
eletroforético das bandas no gel de DGGE revelou baixos indices de similaridade entre
os tratamentos e tempos de incubacao dos suplementos. A compreensao das mudangas
na composi¢ao da microbiota ruminal é de importancia fundamental para o estudo da
dindmica e das intera¢des da comunidade microbiana ruminal com o hospedeiro e das
alteracbes causadas pelas dietas fornecidas ao animal. Andlises da composicéo e
abundancia deore da comunidade bacteriana no ramen de novilhas demonstraram
gue os filos Bacteroidetes, Firmicutegproteobactérias compreendem mais de 95%
da abundéancia bacteriana no rimen (Jami e Mizrahi, 2012).

Neste trabalho, a andlise dos indices de riqueza e diversidade mostrou que o filo
Bacteroidetes apresentou baixa diversidade de espécies de bactérias em comparacao
com o filo Firmicutes (Figura 4A e B, respectivameraejye pode estar associado ao
aumento de populacbes de bactérias com menor participagdo no metabolismo de
proteinas.

Quando foram utilizados oligonucleotideos especificos para o filo Firmicutes
observaram-se diferencas (P<0,05) de riqueza e diversidade das espécies entre os
tratamentos e tempos de incubacéo do farelo de soja para os animais que receberam
diferentes tipos de suplementacdo de proteina e energia (Figura 5A e B,
respectivamente). Para o filo Firmicutes sugere-se que o aumento da riqueza e
diversidade que podem estar associados com o0 maior nimero de espécies de bactérias
que estdo envolvidas na degradacao de proteina. O filo Firmicutes apresenta muitos
géneros de bactérias que sdo degradadores de proteinasyntai Clostridium
Butyrivibrio, Eubacteriume StreptococcugAttwood e Reilly, 1995).

Neste trabalho, foi possivel observar por meio dos diagramas de Venn que
determinadas sequéncias foram agrupadas com o tempo de colonizacdo do farelo de
soja em cada animal recebendo diferentes fontes de suplementacdo proteica e
energética (Figura 6 e 7). Petri et al (2012) verificou agrupamento de OTUs por dieta
ou fracdo (liquida ou sdlida) do conteudo ruminal analisado. No entanto,
Kocherginskaya et al (2001) demonstrou agrupamento significativo de OTUs entre
dieta rica em volumoso (100% de feno) e dieta rica em graos (72% de gréo).

A viabilidade dos isolados de HAB no liquido rumimalitro sugere que essas

bactérias ndo foram capazes de competir com a microbiota dominante no liquido
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ruminal dos animais suplementados com proteina e energia (Figura 8). Com isso, ndo
foi observado aumento da atividade especifica de desaminacdo e da producdo de
amoénia em nenhuma das fontes de suplementacdo proteica e energética para a
incubacéan vitro dos isolados de HAB (Figura 9). No entanto, Elwakeel et al. (2012),
quando adicionaranfusobacterium necrophorunmo liquido ruminalin vitro
suplementado com lisina observaram aumento da concentragdo de amonia, indicando
a degradacédo da lisina. Quandonecrophorumfoi inoculadano liquido ruminal
enriguecido com lisina (50 mM), observeeaumento linear da concentracdo amgnia
sendo o aminoacido degradado quase completamente apds 24 horas de incubacgéo
(Russell, 2005). Esses resultados sugerem diferencas expressivas entre a capacidade

de colonizac&o e competicdo dessas espécies bacterianas no ecossistema ruminal
3.5 CONCLUSOES

A suplementacdo de novilhas Nelore com fontes proteicas e energéticas
altamente degradaveis no riumen pode melhorar a fermentacdo ruminal em animais
alimentados com forragens de baixa ou média qualidade.

As bactérias hiperprodutoras de amdnia fermentadores de carboidratos
demonstraram capacidade limitada de competir com a microbiota dominante do
ecossistema ruminal.

Diferentes esquemas de suplementacdo proteica e energética ndo afetaram a

colonizacéaan situ de suplemento proteico (farelo de soja).
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7 MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela suplementar 1 Avaliacdo da interacéo entre frequéncia e energia para o pH
ruminal.

Energia

1
Sem Com p-valor
Frequéncia Frequente 6,63 (PF) 6,54 (PEF) 0,07
Infrequente 6,63 (PI) 6,70 (PEI) 0,18
p-valor? 0,92 <0,01

Tratamentos, PF = suplementacéo frequente de proteina; PEF= suplementaeftefme) proteina e
energia; Pl= suplementacao infrequente de proteina; PEI = suplementagdoeinfe de proteina e
energialPara efeito energidPara efeito de frequéncia.

Tabela suplementar 2 Avaliacéo da interacéo dia e tratamento para a amdnia ruminal
(mmol/L).

Tratamento

Item Dia C PF PEF Pl PEl EPM
N 1 104 527 565 627 616 0831
3 21 505 499 25 206 0672

p-valor 0,8 0,73 0,31 <0,01 <0,01

Tratamentos, C = controle, PF = suplementac¢éo frequente de proteina, PIERestggao frequente
de proteina e energia, Pl= suplementacéo infrequente de proteina, PEnestgcdo infrequente de
proteina e energia. EPM = erro padrdo da média=Nirhdnia.
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