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RESUMO 
 
 
Objetivou-se avaliar as características físico-químicas e a microbiota do suco ruminal 
de vacas e bezerras Holandesas alimentadas com diferentes forragens tropicais no 
Norte de Minas Gerais. Foram coletadas 30 amostras de fluido ruminal de vacas 
alimentadas com silagem de sorgo e 32 de vacas alimentadas em pastagem de 
Brachiaria brizantha. Coletaram-se ainda 12 amostras de fluido ruminal de bezerras 
recebendo silagem de sorgo e 11 de bezerras alimentadas com cana-de-açúcar. Após 
as coletas, foram realizados exames diretos em lâminas coradas pelo método de 
Gram, e exames micológicos após clarificação com KOH. Os cultivos para detecção 
de microrganismos aeróbios foram realizados nos meios ágar Sabouraud, ágar 
MacConkey e meio C contendo celulose microcristalina a 1%. Fez-se identificação de 
gêneros de Enterobacteriacea e das espécies de leveduras, considerando as suas 
características micromorfológicas e físico-químicas. Para as leveduras, essa 
identificação foi confirmada com base na análise de sequências do DNA ribossomal. 
Os isolados de fungos micelianos foram identificados após a técnica de microcultivo e 
a visualização das características micromorfológicas e reprodutivas, sob a luz da 
microscopia ótica. A atividade celulolítica desses fungos foi avaliada após o 
crescimento de colônias isoladas e a mensuração do halo de degradação de celulose 
no meio C. Os dados obtidos a partir do exame micológico direto indicaram a 
presença de estruturas fúngicas em 100% das amostras de vacas alimentadas em B. 
brizantha. Entretanto, essa taxa de positividade foi significativamente menor para as 
vacas alimentadas com silagem de sorgo (33%). As populações de Enterobacteriacea 
e de leveduras no liquido ruminal de bezerras alimentadas com cana foram 
significativamente maiores quando comparadas com as dos outros grupos avaliados. 
Nesses animais, a disponibilidade de carboidrato solúvel proveniente da cana poderia 
estar favorecendo o crescimento desses grupos microbianos. Entretanto, essas 
bezerras apresentaram menor concentração de fungos micelianos no líquido ruminal 
amostrado, que poderiam estar sob interações negativas como a competição e o 
antogonismo promovidos pelas bactérias e leveduras. Foram identificados 100 
isolados de Enterobacteriacea, demonstrando predominância dos gêneros Klebsiella 
(28%), Enterobacter (26,7%) e Proteus (21,3%). A maioria dessas bactérias é 
patogênica para humanos e animais, entretanto elas poderiam consumir o oxigênio 
ruminal e fermentar carboidratos solúveis no rúmen. Identificaram-se 38 isolados de 
leveduras, provenientes do rúmen dos animais avaliados. A espécie mais frequente foi 
Candida krusei, que é importante agente de micoses oportunistas em animais e 
humanos e apresenta resistência intrínseca e adquirida a diferentes drogas 
antifúngicas. Entre os fungos micelianos obtidos, os gêneros mais frequentes foram: 
Aspergillus (56%), Rhizophus (13%), Trichophyton (8%), Paecilomyces (6,7%) e 
Scedosporium (6%). A atividade celulolítica foi significativamente maior para o gênero 
Aspergillus, indicando o potencial biotecnológico desses microrganismos nas mais 
diversas áreas de pesquisa, produção animal e industrial. Bezerras alimentadas com 
cana-de-açúcar apresentaram maiores alterações nas populações desses 
microrganismos. Futuros estudos devem elucidar essas diferenças quanto às fontes 
de carboidratos presentes nas forragens tropicais e quanto às categorias dos animais. 
O papel ecológico ou patogênico desses microrganismos deve também ser 
considerado, buscando melhor produtividade e saúde dos bovinos. 
 
 
Palavras-chave: Silagem de sorgo. Cana forrageira. Brachiaria brizantha.  
                               Microbiologia de rumen. Enterobacteriacea. Fungos.  
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ABSTRACT 
 
 
This study aimed to evaluate the physical and chemical characteristics and microbiota 
of rumen fluid of Holstein cows and heifers fed with different tropical forages in the 
North of Minas Gerais. Thirty samples of rumen fluid were collected from cows fed with 
sorghum silage and 32 from cows fed with Brachiaria brizantha pasture. Twelve rumen 
fluid samples from heifers fed with sorghum silage and eleven from heifers fed with 
sugar cane were also collected. After the collection, direct exams using stained slides 
through Gram’s method and mycological detection after clearance with KOH were 
performed. The culture for aerobic microorganism detection was performed in 
Sabouraud agar, MacConkey agar and C media containing 1% microcrystalline 
cellulose. The Enterobacteriaceae genus and yeast species were identified, 
considering its micromorphological, physical and chemical characteristics. This 
identification was confirmed on yeast based on the sequence analysis of ribosomal 
DNA. The isolates of mycelial fungal were identified using the micro culture technique 
and visualization of the micromorphological and reproductive characteristics in the 
optical microscopy. The cellulolytic activity of these fungi was evaluated after the 
isolated colony growth and measurement of the cellulose degradation halo in the C 
medium. The obtained data from the direct mycolological exam indicated the presence 
of fungi structure in 100% of the samples from cows fed with B. brizantha. However, 
this positivity tax was significantly lower for cows fed with sorghum silage (33%). The 
Enterobacteriacea and yeast populations in the rumen liquid of heifers fed with sugar 
cane were significantly higher when compared to those from other evaluated groups. 
In these animals, the soluble carbohydrate from the sugar cane could be enabling the 
growth of these microbial groups. However, these heifers presented lower 
concentration of mycelial fungi in the sampled rumen liquid that could be under 
negative interactions such as competition and antagonism promoted by bacteria and 
yeasts. One hundred isolates of Enterobacteriacea were identified, showing the 
predominance of the genus Klebsiella (28%), Enterobacter (26,7%) and Proteus 
(21,3%). The majority of these bacteria are pathogenic for humans and animals; 
however, they could consume the rumen oxygen and ferment soluble carbohydrates in 
the rumen. Thirty eight yeast isolates from the evaluated animal rumen were identified 
and the most frequent species was Candida krusei, which is an important agent of 
opportunistic mycosis in animals and humans and presents intrinsic and acquired 
resistance to different antifungal drugs. Among the obtained mycelial fungi, the most 
frequent genus were Aspergillus (56%), Rhizophus (13%), Trichophyton (8%), 
Paecilomyces (6,7%), and Scedosporium (6%). The cellulolytic activity was 
significantly higher for the genus Aspergillus, indicating the biotechnological potential 
of these microorganisms in several research areas, animal and industrial productions. 
Heifers fed with sugar cane presented more alterations in these microorganism 
populations. Future studies should unveil these differences concerning the 
carbohydrate sources present in the tropical forages and in the animal categories. The 
ecological or pathogenic role of these microorganisms should also be considered 
aiming better productivity and animal health. 
 
 
Keywords: Sorghum silage. Sugar cane forage. Brachiaria brizantha. Rumen  
                     microbiology. Enterobacteriacea. Fungi.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

A relação entre humanos e ruminantes perde-se na linha do tempo, 

sendo tão antiga que não se sabe ao certo quando e como teve início. 

Acredita-se que os humanos na pré-história, ainda nômades, começaram a 

domesticar os ruminantes e passaram a explorar o potencial fotossintético de 

gramíneas para a produção de proteína animal. Essa atividade permitiu o 

aumento e a manutenção de alimentos de grande valor nutricional, 

favorecendo a sobrevivência e o estabelecimento das primeiras comunidades 

primitivas (RUSSEL; RYCHLIK, 2001). 

Atualmente, a bovinocultura é responsável pelo abastecimento da 

maior parte da demanda mundial de proteína animal. A carne e o leite 

bovinos têm participação significativa na economia nacional, representando 

cerca de 8,4% do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro. O rebanho bovino do 

Brasil é constituído por, aproximadamente, 208 milhões de cabeças, com 

uma produção anual de 7,15 milhões de toneladas de carne e 24,5 bilhões de 

litros de leite. Os níveis médios de produtividade são baixos tanto no estado 

de Minas Gerais quanto na federação. Entretanto, a demanda potencial é 

grande, exigindo do setor altas taxas de crescimento a cada ano 

(FEDERAÇÃO DA AGRICULTURA E PECUÁRIA DO ESTADO DE MINAS 

GERAIS - FAEMG, 2007)1. 

As pastagens tropicais, principalmente de regiões com baixa 

precipitação pluviométrica, como as encontradas no Norte de Minas Gerais, 

apresentam-se lignificadas e com menor degradabilidade ao longo de grande 

parte do ano, limitando o aproveitamento de seus nutrientes. Ainda assim, os 

ruminantes sobrevivem sob tais condições, graças à notável capacidade de 

digestão. Essa característica é atribuída ao seu sistema de pré-estômagos, 

que alberga um complexo ecossistema microbiano. Sendo os alimentos 

fibrosos a base da alimentação dos ruminantes, esse ecossistema tem 

importância ímpar, por ser responsável pela degradação da fibra vegetal, 

digerindo os polímeros da parede celular (STEWART, 1994). Essa interação 

                                                 
1 http://www.agricultura.mg.gov.br /pib.pdf 
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simbiôntica pode suprir os ruminantes quanto aos seus requisitos 

energéticos, proteicos e vitamínicos, contribuindo para o seu crescimento, 

produção e reprodução (OLIVEIRA et al., 2007)2. 

Em diferentes países, em todo o mundo, tem-se caracterizado a 

microbiota ruminal e registrado a importante participação desses 

microrganismos na digestão e no equilíbrio do ecossistema ruminal e na 

saúde dos ruminantes. Entretanto, a literatura científica pouco descreve o 

isolamento e a identificação desses microrganismos, presentes em animais 

alimentados com forrageiras tropicais, em regiões semiáridas. Poucos 

estudos têm avaliado, também, a presença de fungos micelianos aeróbios e 

leveduras na microbiota ruminal desses animais, o significado clínico e 

ecológico desses microrganismos no rúmen de animais sadios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

                                                 
2 www.veterinaria.org/revistas/redvet/n060607/06 0703.pdf 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

2. 1 Caracterização geral da microbiota ruminal 

 

O rúmen pode ser comparado a um quimiostato com um ambiente 

anaeróbio estrito, temperatura entre 38 e 42o C, favorável ao crescimento de 

microrganismos mesófilos e pH entre seis e sete. Os ácidos produzidos 

durante a fermentação são prontamente tamponados pelo bicarbonato e 

fosfato, presentes na saliva. O ambiente ruminal adequado favorece a 

pressão da microbiota autóctone sobre os microrganismos do solo, água e 

alimentos ingeridos a todo instante pelos ruminantes, eliminando possíveis 

patógenos (RUIZ-LACAZ, 1992). 

No interior do rúmen, há uma complexa mistura de fragmentos 

alimentares, água e microrganismos. A população microbiana ruminal 

geralmente está distribuída da seguinte forma: bactérias (1010 ml-1), 

protozoários ciliados (106 ml-1), fungos anaeróbios (106 ml-1), micoplasmas 

(indeterminado) e bacteriófagos (108 ml-1), os quais estabelecem entre si 

diversas interações positivas ou negativas (KAMRA, 2005; LOPES et al., 

2002; RUIZ-LACAZ, 1992). 

A população autóctone do rúmen pode sofrer flutuações de acordo 

com as estações do ano, segundo Martillotti et al. (1994). Isto se deve aos 

níveis de ácidos graxos voláteis (AGV) e de nitrogênio amoniacal (NH3), 

disponibilizados no rúmen. Grandes populações de bactérias e fungos têm 

sido observadas quando altas concentrações de NH3 e AGV´s estão 

presentes no rúmen. O estabelecimento e a manutenção do equilíbrio dessas 

populações são dependentes, principalmente, da dieta, da qualidade, da 

frequência de distribuição do alimento e das interações microbianas que 

ocorrem dentro do rúmen (DEHORITY, 1998). 

Os microrganismos habitantes do rúmen possuem relação de simbiose 

com o hospedeiro. Ambos atuam sinergicamente para a bioconversão de 

substâncias indigeríveis como a celulose, a hemicelulose e a amônia, em 

compostos, como os AGV, aminoácidos, vitaminas e outras substâncias que 

estimulam o crescimento e a produção de carne, leite e lã (KAMRA, 2005; 

OLIVEIRA et al., 2007).  
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A microbiota autóctone ruminal foi selecionada e adaptada para 

sobreviver a determinadas flutuações que podem ocorrer no ambiente 

ruminal. Microrganismos que não conseguem sobreviver a essas flutuações 

são eliminados desse sítio (KAMRA, 2005). Para tanto, as principais 

características desenvolvidas no rúmen são: anaerobiose, alta capacidade 

fermentativa e elevada pressão osmótica, além de competição saprofítica 

com a microbiota ruminal. Nesse tipo de competição, os microrganismos 

digerem as fibras vegetais ingeridas pelo ruminante, aproveitando os seus 

carboidratos solúveis e insolúveis, liberados pela ação enzimática. 

Posteriormente, esses microrganismos são carreados junto com a ingesta, 

pelo trato digestório de seu hospedeiro. O ruminante, então, utiliza proteína 

microbiana de elevado valor nutricional como fonte de aminoácidos, 

garantindo a sua sobrevivência (KAMRA, 2005).  

O rúmen abriga pelo menos 48 espécies diferentes de bactérias, as 

quais atuam na degradação da celulose, hemicelulose, amido, proteína e 

outros componentes das plantas (KAMRA, 2005). Estudos têm demonstrado 

que apenas Fibrobacter succionogenes, Ruminococcus flavefaciens e 

Ruminococcus albus são constantemente encontrados no rúmen e realizam 

intensa solubilização de celulose e hemicelulose. Uma comprovação dessa 

atividade pode ser o fato de que F. succionogenes tem sido encontrada 

preferencialmente associada a fibras de celulose (FLINT, 1994).  

Os protozoários do rúmen foram os primeiros microrganismos a serem 

descritos nesse nicho, provavelmente pelo fato de serem facilmente 

visualizados quando observados no microscópio óptico. Podem representar 

2% de peso do conteúdo ruminal, 40% do nitrogênio total e 60% do produto 

final da fermentação. A princípio, acreditava-se que os protozoários fossem 

essenciais para o hospedeiro, porém os ruminantes conseguem sobreviver e 

crescer sem a população de protozoários do rúmen (RUIZ-LACAZ, 1992). 

A maioria dos protozoários ruminais é ciliada e pertence às famílias 

Ophryoscolecidae e Isotrichidae. São classificados como holotríqueos, com 

uma cobertura de cílios ao seu redor, e entodinomorfos, com apenas 

algumas regiões ciliadas (LOPES et al., 2002). Protozoários ruminais 

possuem considerável atividade celulolítica e fermentativa. Animais faunados 
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apresentam maior ganho de peso e digestibilidade da matéria seca (MS) 

quando comparados com os defaunados (LOPES et al., 2002; RUIZ-LACAZ, 

1992). 

Estudos realizados no Brasil demonstraram que bubalinos e bovinos 

apresentam diferentes concentrações e distribuições dos gêneros de 

protozoários no conteúdo ruminal quando os animais foram alimentados com 

diferentes níveis de fibra em detergente neutro (FDN) na dieta. O número 

total de protozoários foi significativamente maior em bubalinos do que em 

bovinos (BARBOSA et al., 2003). 

Pesquisas vêm sendo realizadas com o objetivo de melhorar a 

digestibilidade de alimentos de baixa qualidade, ricos em ligninocelulose, 

usando aditivos alimentares microbianos ou químicos. A manipulação da 

fermentação do rúmen, seja pelo incremento no número de microrganismos 

ligninocelulolíticos, seja pelo aumento da atividade desses microrganismos, é 

considerada como uma das melhores alternativas para alcançar esse 

objetivo. Dentre os microrganismos ruminais, os fungos anaeróbios são 

considerados promissores, porque produzem enzimas com elevadas 

atividades celulolítica e ligninocelulolítica (PAUL et al., 2004). 

 

2.1.1 Fungos anaeróbios do rúmen 

 

Os fungos anaeróbios estritos do rúmen podem representar 8% da 

biomassa microbiana nos animais que recebem dieta rica em fibras (AKIN, 

1987). Esses fungos foram inicialmente detectados no conteúdo ruminal de 

ovelhas que receberam dietas pobres em material fibroso (BAUCHOP, 1979). 

Em estudo preliminar, realizado na região norte do estado de Minas 

Gerias, foram avaliados líquidos ruminais de novilhos mestiços Nelore, 

criados em Brachiaria decumbens e pastagem natural. Após a clarificação 

das amostras, os exames indicaram uma maior frequência de fungos 

anaeróbios monocêntricos que de policêntricos (ABRÃO et al., 2008). 
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2.1.1.1 Classificação 

 

Embora o conhecimento sobre a taxonomia dos fungos anaeróbios 

seja comparativamente restrito, sabe-se que são produtores de zoósporos 

(TRINCI et al., 1994). Recentemente, foi proposta uma nova taxonomia por 

Hibbett et al., (2007). Atualmente, os fungos anaeróbios do rúmen são assim 

classificados: 

 

Domínio: Eukariota – eucariotos. 

  Reino: Fungi. 

   Filo: Neocallimastigomycota. 

    Classe: Neocallimastigomycetes. 

     Ordem: Neocallimastigales. 

       Família: Neocallimastigacea. 

        Gêneros: Piromyces, Caecomyces, Neocallimastix,  

                   Anaeromyces e Orpinomyces. 

 

Até o momento, são conhecidas 16 espécies nos cinco gêneros de 

fungos anaeróbios do rúmen. Essas espécies podem ser diferenciadas pela 

morfologia do micélio, que pode ser monocêntrico, policêntrico ou 

filamentoso/bulboso (FIG. 1 e 2) e pelo número de flagelos por zoósporo 

(uniflagelados ou poliflagelados), visualizados por meio de microscópio ótico 

(HO; BARR, 1995).  
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FIGURA 1 – Fotomicrografia de Caecomices spp.,  

isolado de rúmen de bovino 
Fonte: BALL STATE UNIVERSITY, (2009)3. 
 

 

 
FIGURA 2 – Fotomicrografia de Neocallimastix spp.,  

Isolado de rúmen  de bovino 
Fonte: BALL STATE UNIVERSITY, (2009)4 . 

 
 

No QUADRO 1 estão descritas a classificação e a caracterização 

morfológica dos cinco gêneros de fungos anaeróbios do rúmen. 

                                                 
3http://www.bsu.edu/classes/ruch/msa/wubah/10-10.jpg 
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QUADRO 1 
 

Classificação e morfologia de fungos ruminais 
isolados de diferentes herbívoros 

 
Gêneros / Características 

morfológicas Espécies Hospedeiros 

Caecomyces 

Monocêntricos ou policêntricos, 
zoósporos uniflagelados, rizomicélio 
pouco desenvolvido 
 

C. communis Ovinos 

C. equi 

C. sympodialis 
Equinos 

Bovinos 

Piromyces 

Monocêntricos, zoósporos 
uniflagelados, rizomicélio filamentoso 

P. communis Ovinos 

P. dumbonica Paquidermes 

P. mae Equinos 

P. minutis Cervilídeos 

P. rhizinflata Asininos do Saara 

P. spiralis Caprinos 

   

Neocallimastix 

Monocêntricos, zoósporos 
poliflagelados, rizomicélios 
filamentosos e desenvolvidos 

N. frontalis Ovinos 

N. patriciarum Ovinos 

N. hurleyensis Ovinos 

N. variabilis Bovinos 

   

Anaeromyces  

Policêntricos, zoósporos 
uniflagelados, rizomicélio filamentoso 

A. elegans Bovinos 

A. mucronatus Ovinos 

   

Orpinomyces 

Policêntricos, zoósporos 
poliflagelados, rizomicélio filamentoso 

O. joyonii Ovinos 

Fonte: adaptado de KAMRA, 2005; OZKOSE et al., 2001; TRINCI et al., 1994, CHEN  
et al., 2007. 

Técnicas mais recentes utilizam análises das sequências ribossomais 

dos fragmentos ITS1 e ITS2 do DNA ribossomal dos fungos ruminais. Essas 

técnicas permitem rápida e acurada identificação, possibilitando estudos 

promissores relacionados à ecologia desses microrganismos (BROOKMAN et 

al., 2000; TUCKWELL et al., 2005). 
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2.1.1.2 Ciclo de vida de fungos anaeróbios do rúmen 

 

Fungos anaeróbios do rúmen alternam entre um estágio móvel, em 

forma de zoósporos flagelados encontrados livremente na fase líquida da 

digesta e um estágio fixo, vegetativo, reprodutivo e saprofítico que está 

presente em fragmentos da digesta no trato digestório do animal (ORPIN, 

1994). A FIG. 3 ilustra o resumo do ciclo de vida desses microrganismos. 

Estruturas produtoras
 de esporos

Micélio

Plasmogamia
(fusão de citoplasma)

Estágio
 heterocariótico

Cariogamia
(fusão de núcleo)

Zigoto

Meiose

Estruturas produtoras 
de esporos

Germinação

Germinação

Zoósporos

Zoósporos

Ciclo Haplóide (n)

Ciclo Diplóide (2n)

Heterocariótico
(sem fusão de núcleos
 de pais diferentes)

Reprodução
assexuada Reprodução

sexuada

 

FIGURA 3 - Ciclo de vida típico de um fungo monocêntrico  
 anaeróbio do  rúmen 

Fonte: adaptado de VELEZ, 20084. 

 

Os zoósporos são capazes de assumir uma forma ameboide, com 

quimiotaxia positiva para os fragmentos de digesta (ORPIN, 1994). 

Dependendo do gênero do fungo, o zoósporo pode ter apenas um flagelo ou 

um grupo de até 30 flagelos com movimentos sincronizados (GORDON; 

PHILLIPS, 1998). 

Davies et al. (1993) relatam a hipótese de que o ciclo de vida desses 

fungos apresente um terceiro estágio, caracterizado pela sobrevivência e 

tolerância ao oxigênio com cistos ou zoosporângios de resistência. Gordon e 

                                                 
4www.academic.uprm.edu/~jvelezg /Hongos.ppt 
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Phillips (1998) exaltam a importância do estudo dessa fase, pois as 

estruturas de resistência sobrevivem por longos períodos de dessecação e 

exposição a oxigênio, situações sob as quais os fungos ruminais, em seus 

outros estágios de vida, não sobreviveriam. 

Quando fungos anaeróbios do rúmen são cultivados in vitro, o seu ciclo 

de vida varia entre 24 e 32h, embora a zoosporogênese ocorra mais 

rapidamente, em torno de oito horas após a germinação. Não se conhece 

exatamente o tempo que esses mesmos fungos levariam para crescer em 

ambiente ruminal. É sugerido que um fungo típico possa apresentar tempo de 

ciclo de crescimento semelhante ao tempo médio de retenção das partículas 

de ingesta no rúmen (GORDON; PHILLIPS, 1998). 

 

2.1.1.3 Distribuição dos fungos anaeróbios ao longo do trato digestório 
dos ruminantes 

 

A maioria das espécies de fungos anaeróbios do rúmen é cosmopolita, 

sendo isolada tanto de herbívoros pré-fermentadores (ruminantes) quanto de 

pós-fermentadores (monogástricos) (GORDON; PHILLIPS, 1998; ORPIN, 

1994; TRINCI et al., 1994). Esses microrganismos foram isolados na saliva 

dos ruminantes e podem sobreviver nesse sítio por até oito horas a 39ºC. 

Podem ser dispersos entre os animais por aerossois provenientes da saliva 

contaminada, por zoósporos presentes em fezes secas e em partículas 

restantes da digestão (TRINCI et al., 1994). 

Estruturas fúngicas podem ser observadas em todas as partes do trato 

digestório dos ruminantes, desde as secreções salivares até as porções 

finais, o que sugere a existência de estágios de resistência no ciclo de vida 

desses microrganismos. De acordo com Trinci et al. (1994), estima-se que 

haja 7,6 x 108 UFC g-1 de conteúdo, no rúmen/retículo, 7,6 x 107, no omaso, 

2,5 x 106, no intestino delgado e, no intestino grosso, estima-se que existam 

6,7 x 106 UFC g-1 de conteúdo intestinal. Nas fezes secas, é possível 

encontrar cerca de 4,2 x 104 UFC g-1 de material examinado. Gordon e 

Phillips (1998) sugerem que amostras de mesmas espécies de fungos 

apresentam diferenças na sua estrutura quando coletadas de diferentes 

partes do trato digestório. 
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A transferência desses fungos, bem como de outros microrganismos, 

entre animais pode ocorrer com a aquisição inicial de uma população seguida 

por adição ou sua substituição ao longo da vida do ruminante (GORDON; 

PHILLIPS, 1998). As fezes podem servir como rota de transferência dos 

fungos entre os herbívoros. Apesar dos ruminantes não realizarem 

coprofagia, acidentalmente, a ingestão de fezes frescas ou secas 

contaminadas com os fungos pode ocorrer. Saliva e alimentos, como o 

capim, a silagem, o feno e a água contaminados por fungos são fontes 

importantes de transferência tanto entre animais quanto entre rebanhos 

(DEHORITY, 2004; TRINCI et al., 1994). 

 

2.1.1.4 Papel dos fungos anaeróbios na digestão das fibras vegetais 
dentro do rúmen 

 

As células vegetais mais velhas são recobertas por lignina, cutina, 

taninos e sílica, o que dificulta a adesão e consequente ação dos 

microrganismos ruminais à parede celular. Por isso, a degradação dessas 

células é feita preferencialmente de dentro para fora. Os fungos são os 

únicos microrganismos capazes dessa ação, permitindo que outros 

microrganismos possam continuar a digestão das proteínas e carboidratos 

vegetais. Os zoósporos fúngicos se aderem à partícula vegetal e um rizoide 

simples atravessa a parede celular por lesões em sua superfície ou pelos 

estômatos. Depois disso, o rizoide se expande, formando vários e longos 

“braços”, que, por ação de enzimas e por forças mecânicas, quebram a 

parede celular vegetal, expondo os açúcares solúveis do interior da célula, 

possibilitando que outros microrganismos ruminais possam se nutrir e 

finalizar a digestão das fibras (CERDÀ, 2003; CHRISTENSEN, 2004)5. 

A habilidade em degradar a parede celular vegetal varia de acordo com 

a espécie e a cepa dos fungos. Cepas pertencentes ao gênero Caecomyces 

geralmente apresentam níveis de atividade celulolítica mais reduzidos 

quando comparados aos de cepas pertencentes a outros gêneros (FONTY; 

GOUET, 1994). Gordon e Phillips (1998) relataram relação positiva na 

                                                 
5 www.goatbiology.com/animations/funguslc.html 
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digestibilidade de fibras vegetais, no consumo voluntário e na qualidade da 

população microbiana ruminal com a presença desses fungos. 

A biomassa vegetal ingerida pelos ruminantes consiste basicamente de 

celulose (280-500g kg-1), hemicelulose (200-300 g kg-1) e lignina (180-300 g 

kg-1), além da pectina, que contribui com mais de 100 g kg-1 de matéria seca 

de algumas forragens, sendo a ação enzimática um dos meios de se 

degradar esses carboidratos (THEODOROU et al., 1996). Tais enzimas são 

produzidas naturalmente por diversas células vivas para catalisar reações 

específicas. No caso dos fungos da microbiota ruminal, ocorre grande 

produção enzimática para degradação de vários polissacarídeos da parede 

celular vegetal (GORDON; PHILLIPS, 1998; MCALLISTER et al., 2001; 

XIMENES, 2003). Geralmente, essas enzimas estão presentes na superfície 

do fungo, concentradas no rizomicélio ou no rizoide, sendo secretadas para o 

ambiente em quantidades consideráveis (THEODOROU et al., 1996). A 

comparação da atividade enzimática entre gêneros pode ser observada na 

TAB. 1. 

 
TABELA 1 

 
Degradação de matéria-seca por diferentes espécies 

de fungos anaeróbios do rúmen 
 
Culturas de fungos Porcentagem de redução da matéria seca* 

4 dias 8 dias 
Neocallimastix frontalis 43 78 

Pyromices communis 60 82 

Orpinomyces joyonii 42 76 

Anaeromyces mucronatus 18 60 

Caecomyces communis 10 22 

Nota: * 100mg de papel filtro incubados inicialmente com as culturas dos fungos 
Fonte: FONTY; GOUET, 1994. 

 

Em seus estudos, McAllister et al. (2001) observaram que um dos 

principais fatores que limitam a degradação da parede celular é a insuficiente 

qualidade ou quantidade de enzimas produzidas pela população microbiana 

do rúmen. Esse fator pode estar associado às deficiências na interação entre 

enzimas e substratos e às condições ruminais inadequadas para a atividade 
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das enzimas. 

Um total de 21 diferentes tipos de enzimas hidrolíticas já foi isolado e 

identificadas em fungos ruminais provenientes de diversas espécies animais 

(McALLISTER et al., 2001). Dentre elas, as mais importantes são: celulases, 

hemicelulases, amilases, amiloglicosidases, proteases, feruloil esterases, p-

cumaril esterases, xilanases, mananases, pectinases, β-glucanases, β-

glucosidases, acetil-xilana esterases, pectinases, exonucleases, avicelases e 

várias dissacaridases (GORDON; PHILLIPS, 1998; LOWE et al., 1987; 

MOUNTFORT; ASHER, 1988; PAUL et al., 2004; XIMENES, 2003). No 

QUADRO 2, estão descritas as enzimas produzidas por cada gênero de 

fungos anaeróbios encontrados no rúmen. 
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QUADRO 2 

 
Gêneros de fungos anaeróbios encontrados no rúmen e 

as suas principais enzimas produzidas 
 

Gênero do fungo Enzimas produzidas Referência 
Neocallimastix spp. Amilase Schmidt et al. (2004) 
 Avicelase Ekinci et al. (2006) 
 Carboximetilcelulase Atanasova-Pancevska (2008) 
 Celulase Schmidt et al. (2004) 
 Endoglucanase Srinivasan (2001) 
 Endoxilanase Mesta et al. (2003) 
 Esterases Dalrymple et al. (1997) 
 Fe-hidrogenase Voncken et al. (2002) 
 Feruloil e acetil esterase Yue et al. (2009) 
 Hemicelulase Fanutti et al. (1995) 
 Pectina-liase Kopečný; Hodrová,(1995) 
 Piruvato-formato-liase Boxma et al. (2004) 
 Poligalacturonase Kopečný; Hodrová (1995) 
 Succinil-coA sintetase Dacks et al. (2006) 
 Xilanase Ekinci et al. (2006) 
 β-glucosidase Schmidt et al. (2004) 
   
Piromyces spp. Avicelase Atanasova-Pancevska (2008) 
 Carboximetilcelulase Atanasova-Pancevska (2008) 
 Celobiohidrolases Harhangi et al. (2003) 
 Endoglucanase e beta-

glucosidase 
Dijkerman et al. (1996) 

 Glicosil-hidrolases Liu et al. (2001) 
 Glutamato-dehidrogenase ligada 

a NADP (NADP-GDH) e 
glutamina sintetase (GS) 

Dijkerman et al. (1997) 

 Hemicelulase Charnock et al. (2002) 
 Malato dehidrogenase, aconitase 

e acetohidroxiacido 
redutoisomerase 

Akhmanova et al. (1998) 

 Manase Fanutti et al. (1995) 
 Piruvato-formato-liase Boxma et al. (2004) 
 Xilanase Tripathi et al. (2007) 
   
Orpinomyces spp. Acetil-xilan esterase Blum et al. (1999) 
 Celulases Chen et al. (2003) 
 Endoglucanase Hodrová et al. (1998) 
 Pectina-liase e poligalacturonase Kopečný; Hodrová (1995) 
. β-glucosidase Li et al. (2004) 
 Carboximetilcelulase Tripathi et al. (2007) 
   
Anaeromyces spp. Celulase, xilanase, 

celobiohidrolase, β-xilosidase e 
β-glucosidase 

Fliegerová (2002) 

Carboximetilcelulase Tripathi et al. (2007) 
   
Caecomyces spp. Endoglucanase Hodrová et al. (1998) 
 Xilanase e celulase Gerbi et al. (1996) 
 β-D-fucosidase, β-D-xilosidase e 

β-D-glucosidase 
 
Bata e Gerbi (1997) 

 
 

 



 31
2.1.2 Interações entre microrganismos do rúmen  

 

Alguns microrganismos do rúmen dependem de outros para suprir o 

seu requerimento de nutrientes, enquanto outros antagonizam entre si pela 

excreção de componentes antimicrobianos (KAMRA, 2005). Dessa forma, 

inúmeras interações podem ser observadas entre os microrganismos 

existentes no rúmen, especialmente entre os três grandes grupos, sendo eles 

as bactérias, os protozoários e os fungos. As interações microbianas são 

positivas ou negativas, resultando em efeitos benéficos para o hospedeiro 

com o incremento da digestibilidade e da utilização dos alimentos ingeridos 

(DEHORITY, 1998). 

As associações entre os microrganismos ruminais podem ser de 

mutualismo, quando ambos se beneficiam; de comensalismo, quando um se 

beneficia, mas não há efeitos negativos nem positivos sobre o outro; ou de 

parasitismo, quando um se beneficia em detrimento do outro (DEHORITY, 

2004). No caso dos fungos, essas interações dependem do local de 

ocupação dentro do ambiente ruminal. Os fungos anaeróbios, na forma 

vegetativa, têm maior afinidade pela fase de digesta fragmentada, sólida; 

enquanto os zoósporos, em seu estágio de vida livre, são mais frequentes na 

fase líquida. Portanto, é esperado que os zoósporos interajam com 

microrganismos presentes na porção fluida da digesta ruminal, e fungos, em 

estágio vegetativo, com os microrganismos abundantes na fase sólida 

(GORDON; PHILLIPS, 1998). 

 

2.1.2.1 Interações entre fungos e protozoários 

 

A interação com protozoários ocorre, predominantemente, na fase 

fluida da digesta e na superfície das partículas de plantas. As evidências 

apontam para uma relação de predação dos fungos pelos protozoários, uma 

vez que tem-se observado aumentos significativos na concentração de 

fungos e/ou zoósporos em animais defaunados (DEHORITY,1998; 

GORDON; PHILLIPS, 1998). Por outro lado, tem sido relatado que a 

ausência de protozoários no rúmen diminui pela metade o turnover de 
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proteína fúngica, apesar da população ter aumentado o seu tamanho em 

duas vezes. Observou-se que essa variação no número de fungos foi 

resultado tanto da predação por protozoários quanto pela competição por 

substratos (NEWBOLD; HILLMAN, 1990). 

Os efeitos da interação entre protozoários e fungos são melhor 

avaliados quando esses microrganismos são cultivados em co-culturas. 

Geralmente, a presença de protozoários inibe o nível de atividade celulolítica 

nas culturas, embora tenha sido demonstrado que a degradação de matéria 

seca não é influenciada (FONTY; JOBLIN, 1991). Também, em co-culturas 

de fungos e protozoários, foi relatado um aumento efetivo na quantidade de 

celulose por unidade de biomassa de fungo, apesar da diminuição da 

população fúngica devido à predação por protozoários. Os efeitos negativos 

da atividade predatória no crescimento dos fungos e, consequentemente, na 

quantidade de celulose degradada por esses fungos, foi parcialmente 

atenuada pela atividade fibrolítica dos protozoários ou por um aumento na 

atividade fúngica devido ao meio mais favorável (MORGAVI et al., 1994). 

As evidências da predação de fungos por protozoários podem ser 

comprovadas por fotomicrografias eletrônicas de varredura, mostrando 

protozoários ingerindo rizoides e esporângios fúngicos e pela redução do 

turnover de proteínas fúngicas em fermentações in vitro de fluido ruminal de 

ovinos defaunados (DEHORITY, 1998). 

 

2.1.2.2 Interações entre fungos e bactérias 

 
No caso de interações entre fungos e bactérias, alguns desses 

microrganismos competem pelos mesmos nichos na superfície das partículas 

de alimento e, para isso, cada um deles utiliza mecanismos próprios para 

sobressair. No caso de bactérias fibrolíticas, a interação com fungos promove 

incremento na atividade quando se compara à atividade isolada da bactéria 

ou do fungo (GORDON; PHILLIPS, 1998). Alguns fungos estão envolvidos na 

nutrição cruzada com as bactérias, disponibilizando açúcares como resultado 

de seu metabolismo. Por outro lado, os fungos necessitam das bactérias para 

suprir as suas necessidades de vitaminas do complexo B, aminoácidos e 
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outros substratos (WILLIAMS, 1994). 

A digestibilidade da celulose em papel filtro aumenta 

consideravelmente em co-culturas de fungos e bactérias metanogênicas 

(DEHORITY; TIRABASSO, 2000). Efeitos similares foram observados na 

utilização de hemicelulose nos cultivos mistos desses dois grupos de 

microrganismos. Essa melhor digestibilidade foi atribuída à remoção de 

metabólitos que inibiriam o crescimento do fungo. Apesar desses resultados, 

a degradação in vivo desses polissacarídeos no tecido vegetal intacto foi 

consideravelmente menor. Isso poderia ser justificado pelo acesso restrito 

desses microrganismos ao substrato (WILLIAMS, 1994). Para Dehority 

(1998), a extensão do incremento na digestibilidade da parede celular em co-

culturas está intimamente relacionada ao tipo de cepas dos fungos e às 

espécies das bactérias metanogênicas cultivadas. 

Os primeiros estudos relataram que qualquer bactéria presente no 

fluido ruminal poderia inibir o crescimento e a atividade dos fungos (LOWE et 

al., 1987). Entretanto pesquisas mais recentes comprovaram que somente 

algumas espécies de bactérias têm essa capacidade, como, por exemplo, 

Ruminococcus spp., que inibem a digestão de celulose pelos fungos 

(DEHORITY, 1998). Experimentos realizados por Fondevila e Dehority (1996) 

comprovaram que o crescimento de determinados fungos só ocorre se 

houver inibição do desenvolvimento de bactérias quando ambos estão em co-

cultura. 

As bactérias podem atuar sinergicamente com fungos, melhorando a 

degradação da parede celular vegetal lignificada. Desse modo, além da ação 

de suas enzimas celulolíticas, os fungos podem romper mecanicamente, por 

força de seus rizoides, as estruturas rígidas da parede celular, expondo 

polissacarídeos estruturais para que as bactérias possam digeri-los. Somente 

os fungos têm essa capacidade, por isso são essenciais na digestão de 

alimentos com elevados teores de lignina e celulose. Algumas bactérias 

também podem atuar na degradação de tecidos vegetais íntegros, entretanto 

as suas células devem apresentar paredes celulares menos lignificadas 

(DEHORITY, 1998). 
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2.2 Suplementação de fungos em dietas de ruminantes  

 

A síntese de proteína microbiana no rúmen, tanto de microrganismos 

exógenos quanto indígenas, depende da eficiência microbiana, que é 

representada pela produção de células microbianas sintetizadas por unidade 

de substrato utilizada (CABRAL et al., 2008). Essa eficiência é afetada por 

uma série de fatores, tais como o teor e a fonte de N e de carboidratos na 

dieta, a taxa de diluição ruminal, a frequência de alimentação, o consumo de 

alimento, a relação volumoso: concentrado, a ensilagem, os aditivos da 

silagem, os ionóforos e o teor de minerais, como P, S e Mg (RIBEIRO et al., 

2001). Sugere-se ainda que a eficiência microbiana esteja diretamente 

associada aos teores de NDT (NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC, 

2001), à energia metabolizável fermentescível (AGRICULTURAL AND FOOD 

RESEARCH COUNCIL - AFRC, 1993 apud CABRAL et al., 2008), à 

disponibilidade de carboidratos no rúmen (RUSSELL et al., 1992), à 

disponibilidade e à sincronização entre energia e os compostos nitrogenados 

(DIJKSTRA et al., 1998; PIRT, 1965; RUSSELL, 1998; VAN KESSEL; 

RUSSELL, 1996). 

Em regiões de clima tropical, onde a base da alimentação dos 

ruminantes são as forrageiras tropicais, os carboidratos fibrosos (CF) são a 

maior fonte de energia no rúmen. Uma vez que as forragens dessas regiões 

apresentam teores médios ou baixos de proteína, a disponibilidade de N-NH3 

no rúmen pode ser o principal fator limitante do crescimento microbiano 

nesse compartimento (NOLAN; LENG, 1972).  

Sumarizando diversos estudos, Goes et al. (2005) relatam a utilização 

de aditivos alimentares, visando à manipulação do ecossistema microbiano 

ruminal. A adição de substâncias na dieta, como enzimas, ionóforos, 

antibióticos e aditivos alimentares microbianos, tem melhorado, 

potencialmente, a performance animal, especialmente esses últimos. Aditivos 

à base de fungos mostraram importante papel na degradação da fibra, 

podendo ser considerados facilitadores da degradação, enquanto que 

leveduras seriam consideradas estimuladoras dessa degradação (GOES et 

al., 2005). Outros efeitos que podem ser encontrados são: aumento na 
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ingestão de matéria seca (ERASMUS et al., 1992); aumento na produção de 

leite em vacas leiteiras (WILLIAMS et al., 1991; ERASMUS et al., 1992; PIVA 

et al., 1993); aumento das porcentagens de gordura no leite (WOHLT et al., 

1991); diminuição da produção de metano (CH4) (WILLIAMS et al., 1991), 

além de melhoras no ganho de peso (PIVA et al., 1993) e nas características 

de carcaça (MIR; MIR, 1994). Todavia, o resultado desses aditivos 

microbianos na produção de ruminantes é inconsistente e a sua ineficiência é 

frequentemente observada, uma vez que nem todas as culturas de 

Saccharomyces cerevisiae modificam, efetivamente, a população bacteriana 

ruminal (NEWBOLD et al., 1995). Um exemplo é que os efeitos da utilização 

de leveduras são altamente dependentes da dose e da dieta fornecida 

(WALLACE, 1994). 

Culturas microbianas vivas dos fungos exógenos Aspergillus orizae e 

Sacchariomyces cerevisae e os seus respectivos extratos têm sido utilizados 

como suplementos alimentares na dieta dos animais. Alguns estudos têm 

demonstrado que aditivos microbianos podem melhorar a produtividade de 

ruminantes em cerca de 7% a 8% (MARTIN; NISBET, 1992; WALLACE, 

1994). Adição de leveduras na dieta de ruminantes tem provocado aumento 

das proporções molares dos ácidos graxos voláteis (AGV) e pH ruminal 

(WALLACE, 1994), porém pode resultar também em diminuição do pH (PIVA 

et al.,1993); em aumento na digestibilidade de nutrientes, especialmente 

fibras, no número de bactérias ruminais, principalmente as celulolíticas 

(WALLACE, 1994); em redução das concentrações de NH3 e alteração do 

fluxo de nitrogênio (N) (ERASMUS et al., 1992); em aumento no número de 

protozoários (PLATA et al., 1993) e alteração do fluxo de proteína microbiana 

para o duodeno (ERASMUS et al., 1992; WALLACE, 1994). 

A ação desses microorganismos no ambiente ruminal tem sido 

frequentemente associada ao aumento da ingestão de matéria seca, sendo 

proporcionada por uma elevação significativa na taxa de degradação da fibra, 

especialmente em dietas ricas em concentrado. Há aumento expressivo no 

número total de bactérias anaeróbias e, entre elas, as celulolíticas e as que 

utilizam lactato. Observou-se maior estabilidade no ambiente ruminal, 

redução das variações de pH, de amônia e de ácidos graxos voláteis ao 
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longo do dia (WALLACE, 1994).  

Poucos estudos na literatura avaliaram o efeito da administração de 

culturas com fungos da microbiota autóctone do rúmen na dieta dos bovinos. 

Em um desses estudos, a adição de culturas viáveis de P. communis, um 

filtrado de sua cultura ou seu extrato autoclavado aumentou a produção de 

gás, a digestão da celulose, o número total de bactérias, de bactérias 

celulolíticas e de fungos anaeróbios. Foi observado também o aumento da 

atividade das enzimas carboximetil celulase e xilanase, quando comparado 

com sistemas fermentativos controles não suplementados. A adição de 

produtos celulares do fungo, presentes nos filtrados e nos extratos 

autoclavados, demonstrou ser um fator favorecedor do crescimento de 

culturas mistas de microrganismos ruminais (LEE et al., 2004). 

Em conformidade com Góes e Marson (2004), dentre os benefícios 

atribuídos à inclusão de leveduras e fungos nas dietas de ruminantes, 

destacam-se: o aumento das proporções dos ácidos graxos voláteis (AGV), 

do pH ruminal e da digestibilidade de nutrientes, principalmente da fibra; a 

redução da concentração de NH3; aumento do número de bactérias ruminais, 

principalmente as celulolíticas; aumento do número de protozoários; 

alteração do fluxo de N e aumento do fluxo de proteína microbiana para o 

duodeno. Além desses, citam-se: aumento na ingestão de matérias seca; 

aumento na produção de leite em vacas leiteiras; aumento da porcentagem 

de gordura no leite; diminuição da produção de metano; melhoras no ganho 

de peso e nas características de carcaça.  Os resultados, embora 

numerosos, são controversos. Acredita-se que os efeitos da utilização de 

leveduras são altamente dependentes da dose e da dieta fornecida. De 

maneira geral, em todas as pesquisas conduzidas, a adição de leveduras à 

dieta não produziu nenhum efeito que fosse prejudicial à performance do 

animal ou à sua eficiência na utilização dos alimentos. 

A adição direta de culturas com o fungo P. communis no rúmen de 

ovinos aumentou a digestibilidade de nutrientes e a retenção de nitrogênio, 

aumentando o número de bactérias e fungos e, consequentemente, 

aumentando a produção de ácidos graxos voláteis. Esse fungo, 

diferentemente do Aspergillus oryzae e da levedura Saccharomyces 
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cerevisiae, é anaeróbio e continua multiplicando no rúmen após a inoculação 

(LEE et al., 2004). 

Os efeitos da administração de um fungo anaeróbio isolado de búfalos 

selvagens (Bosephalus tragocamelus) em búfalos domésticos (Bubalus 

bubalis) na fermentação ruminal e digestão de nutrientes foram avaliados na 

Índia. Um grupo controle de animais recebeu 200 ml do meio de cultura 

autoclavado contendo fungos. O grupo tratado recebeu 200 ml de uma 

cultura viável do fungo anaeróbio Piromyces sp. amostra FNG5. Os 

resultados demonstraram aumento na digestibilidade da matéria seca e de 

fibras nos animais alimentados com a cultura viva. A administração do 

isolado fúngico com atividade superior de ligno-celulases aumentou a 

utilização de nutrientes em búfalos domésticos (PAUL et al., 2004). 
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3 JUSTIFICATIVA  

 

Em diferentes países tem-se caracterizado a microbiota ruminal e 

registrado a importante participação desses microrganismos na digestão e no 

equilíbrio do ecossistema ruminal e na saúde dos ruminantes. Entretanto 

poucos estudos têm sido realizados em Minas Gerais, identificando e 

caracterizando os principais microrganismos presentes no rúmen de bovinos 

criados em condições semiáridas. 

A literatura científica brasileira não descreve o isolamento e a 

identificação de fungos anaeróbios em animais criados em condições 

extensivas ou sob dietas à base de silagens. Reduzido número de pesquisas 

têm avaliado, também, a presença de fungos micelianos e leveduras na 

microbiota ruminal desses animais e o significado clínico e ecológico de tais 

microrganismos no rúmen de animais sadios.  

A habilidade dos microrganismos para degradar polissacarídeos, como 

a celulose, é uma característica de grande interesse, tanto na microbiologia 

industrial quanto na ecologia microbiana geral. A determinação do número e 

do tipo de microrganismos celulolíticos presentes em um complexo sistema, 

como é o rúmen, entretanto, é uma questão difícil de ser resolvida 

(TEATHER; WOOD, 1982). Neste estudo, acredita-se que a caracterização 

da microbiota ruminal de bovinos alimentados com diferentes forrageiras 

tropicais permitirá a seleção de isolados microbianos com atividade de 

enzimas celulolíticas, importantes na degradação da parede celular vegetal.  

Em futuros estudos, microrganismos com tais características e 

adaptados às condições tropicais, presentes no semiárido mineiro, poderão 

ser suplementados como aditivos ou probióticos para bezerros, 

principalmente após o desmame e para as demais categorias de bovinos. 

Essa suplementação poderá reduzir o período de adaptação para digestão de 

diferentes forragens, reduzindo a perda de peso e aumentando a 

produtividade desses animais.  
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4 OBJETIVOS  

 

4.1 Objetivo geral  

 

Analisar a microbiota ruminal e a população de fungos presentes no 

rúmen de bovinos leiteiros alimentados com diferentes fontes de volumoso. 

 

4.2 Objetivos específicos  

 

I. Analisar as características macroscópicas e físico-químicas como 

cor, odor, viscosidade, tempos de sedimentação e redução do azul de 

metileno (PRAM), e pH no líquido ruminal de bovinos leiteiros alimentados 

com diferentes fontes de volumosos. 

II. Comparar as taxas de detecção de fungos anaeróbios em exames 

diretos do suco ruminal de bovinos leiteiros de diferentes categorias e 

suplementados com diferentes volumosos. 

III. Determinar as características micromorfológicas e tintoriais dos 

grupos bacterianos presentes no líquido ruminal dos animais avaliados. 

IV. Quantificar, isolar e identificar fungos micelianos, leveduras e 

Enterobacteriacea no líquido ruminal dos bovinos avaliados nesta 

investigação. 

V. Avaliar a atividade celulolítica dos fungos e leveduras mais 

prevalentes no rúmen dos bovinos amostrados. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS  

 

5.1 Local 

 
As coletas de fluido ruminal foram realizadas na Fazenda Experimental 

Professor Hamilton de Abreu Navarro - FEHAN, do Instituto de Ciências 

Agrárias da UFMG e em uma propriedade particular. A seleção dessa 

propriedade levou em consideração a semelhança dos animais e do sistema 

de criação adotados quando comparados aos da FEHAN. Além disso, a 

propriedade localiza-se próxima à sede do município de Montes Claros, onde 

se encontra o campus do ICA e a FEHAN, fato este desejável para que 

houvesse a maior homogeneidade possível das condições, principalmente 

climáticas, às quais todos os animais estavam submetidos. 

O município de Montes Claros está inserido no norte do estado de 

Minas Gerais, dentro da região conhecida como “Polígono da Seca”. As 

coordenadas geográficas da sede do município correspondem a 16º50’52” de 

latitude sul, 43º55’29” de longitude oeste e encontra-se a 646 m de altitude. O 

clima, segundo classificação de Köppen-Geiger, é do tipo Aw, considerado 

tropical de savana, com longo período seco e período chuvoso no verão. A 

temperatura média durante o período no qual se realizou este experimento 

(novembro de 2008 a agosto de 2009) foi de 22,9ºC e a pluviosidade foi de 

960,0 mm, de acordo com o 5º Distrito do Instituto Nacional de 

Meteorologia, Montes Claros/MG. 

 

5.2 Caracterização dos animais 

 
Foram coletadas amostras de conteúdo ruminal de vacas de aptidão 

leiteira, adultas e com grau de sangue predominantemente da raça 

Holandesa (3/4 a puro por cruza). Esse tipo de animal foi escolhido levando-

se em conta que, em grande parte das propriedades rurais da região norte 

mineira dedicadas à produção leiteira, encontram-se animais similares aos 

utilizados para esta pesquisa. 
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As vacas apresentavam em média 5,91 anos de idade e 546 kg de 

peso. Os animais alimentados com silagem de sorgo estavam em lactação e 

com produção média diária de 15 kg de leite em duas ordenhas. Já as vacas 

em pastejo não estavam em lactação. 

As bezerras utilizadas neste estudo eram da raça Holandesa e à época 

das coletas apresentavam idade média de 12,9 meses e peso médio de 

196,8 kg, sendo que todas estavam semiconfinadas, recebendo 

suplementação volumosa em cocho de alvenaria.  

 

5.3 Tratamentos  

 

Nesta pesquisa, foram avaliados quatro tratamentos, em delineamento 

inteiramente casualizado, considerando-se a utilização de diferentes 

volumosos por diferentes categorias de animais. 

 

Tratamento 1: vacas alimentadas com silagem de sorgo 

 
Foram coletadas amostras de 30 vacas alimentadas com silagem de 

sorgo, sendo a primeira coleta, de 14 animais, no dia 20 de novembro de 

2008 e a segunda, de 16 animais, no dia seis de junho de 2009, ambas na 

fazenda do ICA/UFMG – Montes Claros. Esses animais receberam 

diariamente, em média, 35 kg de silagem de sorgo por animal como única 

fonte de volumoso, além de 5 kg animal-1 de concentrado. Esse concentrado 

possuía 70% de grãos moídos de milho, 25% de grãos moídos de soja, 3% 

de premix mineral (Tolentino 160®) e 2% de ureia. As composições 

bromatológicas da silagem de sorgo e do concentrado estão descritas na 

TAB. 2. Os animais tinham ainda, à disposição em cocho de alvenaria para 

consumo ad libitum, uma mistura de premix mineral (Tolentino 160®) e sal 

comum na proporção de 1:1. 
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TABELA 2 

 
Composição químico-bromatológica da silagem de sorgo (base na matéria seca) e da 

ração concentrada fornecidas às vacas deste experimento 
 
Parâmetros Silagem de sorgo Concentrado vacas 

MS 
FDN 
FDA 
PB 
EE 
MM 
CT 
CNF 

31,04% 
46,28% 
38,21% 
5,45% 
2,93% 
7,44% 
84,18% 
37,90% 

85,36% 
10,56% 
8,02% 
18,65% 
5,15% 
8,27% 
67,58% 
57,02% 

Nota:  MS: matéria seca; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente 
ácido; PB: proteína bruta; EE: extrato etéreo; MM: matéria mineral; CT: 
carboidratos totais; CNF: carboidratos não-fibrosos. 
CT= 100 – (PB + EE + MM) 
CNF = CT – FDN 
(VAN SOEST, 1991). 

 

Tratamento 2: vacas alimentadas em pastagem de Brachiaria brizantha 

O segundo grupo de vacas foi alimentado exclusivamente em 

pastagem de Brachiaria brizantha. Os resultados da análise bromatológica de 

amostras desse capim encontram-se na TAB. 3. Os animais recebiam 

também à vontade a mesma mistura de premix mineral e sal comum que os 

do tratamento anterior. As coletas de 30 animais foram realizadas entre os 

dias 11 de fevereiro e nove de março de 2009. Seis desses animais eram 

procedentes de uma propriedade rural de Montes Claros e 24 eram 

integrantes do rebanho bovino do ICA/UFMG – Montes Claros.  
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TABELA 3 

 
Composição químico-bromatológica do capim B. brizantha (base na matéria seca) 

fornecido às vacas 
 
Parâmetros B. brizantha 

MS 
FDN 
FDA 
PB 
EE 
MM 
CT 
CNF 

32,76% 
37,49% 
31,18% 
6,02% 
2,02% 
6,61% 
85,35% 
47,86% 

Nota:  MS: matéria seca; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente 
ácido; PB: proteína bruta; EE: extrato etéreo; MM: matéria mineral; CT: 
carboidratos totais; CNF: carboidratos não-fibrosos. 
CT= 100 – (PB + EE + MM) 
CNF = CT – FDN 
(VAN SOEST, 1991). 

 

Tratamento 3: bezerras alimentadas com silagem de sorgo 

 

Após o período de 60 dias consumindo silagem de sorgo, 12 bezerras 

foram submetidas à coleta de fluido ruminal no dia 30 de junho de 2009. 

Esses animais consumiam em média 15 kg animal-1 dia-1 da mesma silagem 

de sorgo fornecida às vacas e dois kg animal-1 dia-1 de concentrado (TAB. 4). 

Os ingredientes utilizados no preparo desse concentrado foram cachos de 

sorgo triturados (70%), farelo de soja (25%), ureia (2%) e mistura mineral 

Tolentino 160® (3%). As bezerras tinham à sua disposição, para consumo ad 

libitum, uma mistura de mineral (Tolentino 160®) com sal pecuário na 

proporção de 1,5:1, além de serem mantidas em piquete de 3 hectares, 

plantado com B. brizantha acima do ponto ideal de pastejo e apresentando 

sinais de degradação. 
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TABELA 4 
 

Composição químico-bromatológica da silagem de sorgo e da ração concentrada 
(base na matéria seca) fornecidas às bezerras deste experimento 

 
Parâmetros Silagem de sorgo Concentrado bezerras 

MS 
FDN 
FDA 
PB 
EE 
MM 
CT 
CNF 

31,04% 
46,28% 
38,21% 
5,45% 
2,93% 
7,44% 
84,18% 
37,90% 

86,50% 
18,12% 
13,86% 
11,61% 
4,71% 
4,39% 

79,29% 
61,17% 

Nota:  MS: matéria seca; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente 
ácido; PB: proteína bruta; EE: extrato etéreo; MM: matéria mineral; CT: 
carboidratos totais; CNF: carboidratos não-fibrosos. 
CT= 100 – (PB + EE + MM) 
CNF = CT – FDN 

Fonte: VAN SOEST, 1991. 
 

Tratamento 4: bezerras alimentadas com cana de açúcar 

 

As bezerras utilizadas nesse tratamento foram as mesmas que 

receberam anteriormente a silagem de sorgo. Após a primeira coleta, esses 

animais foram adaptados à dieta com cana de forrageira picada em um lapso 

temporal de 43 dias, alcançando o consumo médio desse volumoso de 9,2 kg 

animal-1 dia-1 (TAB. 5). Antes das alimentações, foram adicionados ureia e 

sulfato de amônia na proporção de 9:1, ambos diluídos em água.  
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TABELA 5 
 

Composição químico-bromatológica da cana picada e da ração concentrada (base na 
matéria seca) fornecidas às bezerras 

 
Parâmetros Cana picada* Concentrado bezerras 

MS 
FDN 
FDA 
PB 
EE 
MM 
CT 
CNF 

24,84% 
36,68% 
30,55% 
5,16% 
0,90% 
7,37% 

86,57% 
49,89% 

86,50% 
18,12% 
13,86% 
11,61% 
4,71% 
4,39% 

79,29% 
61,17% 

Nota:  * cana picada sem adição de ureia e sulfato de amônia. 
MS: matéria seca; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente 
ácido; PB: proteína bruta; EE: extrato etéreo; MM: matéria mineral; CT: 
carboidratos totais; CNF: carboidratos não-fibrosos. 
CT= 100 – (PB + EE + MM) 
CNF = CT – FDN 

Fonte: VAN SOEST, 1991. 

 
A quantidade da mistura de ureia e sulfato fornecida foi de 40 g para 

cada 100 kg de peso corporal dos animais. Foram disponibilizados ainda a 

mistura de sal mineral com sal comum e o mesmo concentrado fornecido 

anteriormente a esses animais nas mesmas quantidades fornecidas 

anteriormente. 

Em todos os tratamentos, à exceção dos animais a pasto, os alimentos 

foram fornecidos duas vezes ao dia, às 8:00 h e às 17:00 h. 

 

5.4 Análises bromatológicas 

 

Para a análise bromatológica, foram coletadas amostras de B. 

brizantha do pasto, no qual os animais eram mantidos. Coletaram-se, 

também, amostras da silagem de sorgo e da cana picada nos momentos em 

que eram fornecidas aos animais. Por fim, amostras de ambos os 

concentrados disponibilizados aos grupos de animais foram recolhidas e 

levadas ao laboratório para posterior análise. As coletas foram realizadas de 

acordo com as metodologias descritas por Silva e Queiroz (2002). 
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As análises dos alimentos foram realizadas no Laboratório de 

Bromatologia do ICA da UFMG em Montes Claros. Os teores de matéria seca 

(MS), de proteína bruta (PB), de extrato etéreo (EE), de matéria mineral 

(MM), de fibra em detergente neutro (FDN) e de fibra em detergente ácido 

(FDA) foram determinados conforme procedimentos descritos pela 

Associations of Official Analytical Chemists - AOAC (1990), descritas por 

Silva e Queiroz (2002). Os carboidratos totais (CT) dos alimentos foram 

calculados de acordo com Sniffen et al. (1992), em que CT = 100 – (%PB + 

%EE + %MM). Os teores de carboidratos não fibrosos (CNF) foram obtidos 

pela diferença entre CT e FDN (VAN SOEST et al., 1991).  

 

5.5 Procedimentos de coleta 

 
Os animais foram imobilizados em brete de contenção, no período da 

manhã, antes da primeira refeição. Para a coleta do fluido ruminal foram 

realizadas tricotomia e assepsia, com solução de Iodo-PVPI (1%), em uma 

área de aproximadamente cinco cm2, localizada na parte ventral do abdômen 

esquerdo, abaixo da fossa paralombar e cranialmente à articulação do joelho 

(DIRKSEN, 1993).  

Foram puncionados aproximadamente 15 ml de fluido ruminal, com o 

auxílio de cateter humano (Solidor®, 14,2, Bio Med Health Care Products, 

Haryana - India) acoplado a seringas estéreis. Cada seringa foi lacrada, 

identificada e armazenada em caixa isotérmica com gelo, sendo essa caixa 

levada ao Laboratório de Microscopia do ICA, para realização das análises. 

Foi coletada, ainda, amostra de fezes direto da ampola retal de cada 

animal, utilizando-se swab estéril, o qual foi acondicionado em sua própria 

embalagem e colocado em caixa isotérmica com gelo até o momento da 

inoculação em meio de cultura. É importante ressaltar que todos os 

procedimentos adotados com os animais foram submetidos e aprovados, 

antecipadamente, pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

UFMG, o que ficou registrado no Protocolo 156/2005. 
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5.6 Características físico-químicas do fluido ruminal  

 
A análise macroscópica do líquido coletado foi realizada imediatamente 

após a coleta, em um tubo contendo cinco ml do suco amostrado. Foram 

avaliados: cor, odor, viscosidade e tempo de redução do azul de metileno 

(PRAM) na concentração 0,03%. O pH do líquido ruminal foi estimado 

utilizando-se um potenciômetro digital (DIRKSEN, 1993). Adotando-se o 

delineamento inteiramente casualizado, efetuou-se análise de variância e as 

médias foram comparadas pelo teste de Duncan, com significância de 5%. 

 

5.7 Análises microbiológicas do fluido ruminal 

 
5.7.1 Exames microbiológicos diretos 

 
As características micromorfológicas e tintoriais dos grupos 

bacterianos e das leveduras predominantes no líquido coletado foram 

observadas após a realização de esfregaços do suco, que foram secos, 

fixados e corados pelo método de Gram (DIRKSEN, 1993). 

Para detecção de fungos ruminais, dois ml do conteúdo do rúmen 

foram recolhidos para a clarificação e transferidos para tubos de ensaio 15 x 

2,5 cm, contendo 15 ml de solução de KOH a 10%. Esses tubos foram 

incubados durante uma hora em banho-maria a 90oC, o sobrenadante foi 

removido e os resíduos, neutralizados com 10 ml de uma solução 0,02N de 

HCl, durante um a dois minutos. Após desprezar a solução ácida, os resíduos 

foram transferidos para tubos contendo seis ml de uma solução 0,05% de 

azul de metileno e lactofenol e incubados a 90°C durante cinco minutos. 

Após desprezar o sobrenadante, o precipitado foi acondicionado em uma 

placa de petri, juntamente com 15 ml de lactofenol. O conteúdo foi 

inicialmente pesquisado em um microscópico esteroscópico, com o aumento 

de 400X. As partículas demonstrando a presença de estruturas de 

esporângios, hifas e rizoides de fungos foram transferidas e montadas em 

lâminas com azul de metileno. Posteriormente, as estruturas foram 

examinadas sob a luz da microscopia óptica, com o aumento de 1000 vezes 
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(CHAUDHRY, 2000). 

Os dados obtidos dos quatro tratamentos foram comparados, usando-

se o teste do Qui-quadrado (χ2) com p<0,05. 

 

5.7.2 Cultivo, quantificação, isolamento e identificação de fungos 
micelianos e leveduras 

 
Foi realizado o cultivo para avaliar a positividade de fungos micelianos 

e leveduras para todos os animais avaliados. Utilizou-se um swab estéril para 

inocular o suco ruminal em placas de petri (90 x 150 mm) contendo meio ágar 

Sabouraud (Acumedia® Manufactures, Lansing, Michigan - EUA), acrescido 

de cloranfenicol (150 mg l-1). Após inoculação por estriação, as placas foram 

incubadas invertidas em estufa a 37o C e monitoradas para o crescimento de 

colônias fúngicas por até 21 dias (LACAZ et al., 2002). Esse mesmo 

procedimento foi adotado com as amostras de fezes. 

Diluições decimais do líquido ruminal foram preparadas em tubos 

contendo nove ml de solução salina estéril. Após cada diluição, os tubos 

foram homogeneizados em vórtex durante um minuto e alíquotas de 100 µl 

das diluições 10-2 e 10-4 foram inoculadas em placas estéreis contendo o 

meio de cultura Sabouraud. Os inóculos foram espalhados de forma 

homogênea com alças de Drigalski estéreis, as placas foram incubadas 

invertidas em estufa BOD de ventilação forçada a 39o C e monitoradas para o 

crescimento de colônias fúngicas por até 21 dias (KURTZMAN; FELL, c1998; 

LACAZ et al., 2002).  

Para a identificação dos fungos micelianos obtidos, foi realizado 

microcultivo de todos os isolados provenientes das amostras coletadas. As 

características micromorfológicas, evidenciadas ao microscópio óptico, foram 

associadas àquelas descritas para fungos de interesse biotecnológico e 

médico-veterinário (LACAZ et al., 2002). As leveduras foram identificadas por 

meio de avaliação das características fisiológicas, bioquímicas e 

micromorfológicas, considerando-se as chaves taxonômicas descritas por 

Kurtzman e Fell (c1998). 

Foram identificados 38 isolados leveduriformes provenientes das 

amostras de fluido ruminal das vacas e das bezerras alimentadas com 
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silagem de sorgo. As cepas foram previamente coradas pela técnica de Gram 

e observadas ao microscópio óptico para determinação de suas 

características micromorfológicas. Em seguida, selecionaram-se 66 dessas 

cepas, tomando-se o cuidado de escolher amostras de todos animais dos 

grupos avaliados. 

As amostras selecionadas foram enviadas para o Instituto de Ciências 

Biológicas da UFMG, Campus Pampulha, para identificação pela técnica de 

sequenciamento do DNAr. Essa técnica consiste em ampliar os domínios D1 

e D2 da maior subunidade do DNAr pela reação em cadeia da polimerase 

(PCR) e, em seguida, as análises prosseguiram de acordo com a 

metodologia descrita por Lachance et al. (1999 citados por DUARTE et al., 

2002). A sequência de dados foi obtida para cepas que apresentaram 

características atípicas de crescimento. As colônias leveduriformes 

cresceram em meio Dixon modificado por um período de cinco dias, sendo 

então diluídas em água destilada estéril até atingir a densidade de “1+” 

(turbidez à luz). Dez microlitros dessa suspensão foram adicionados a 30 µl 

de reagente de amplificação, utilizando-se Platinum Taq polimerase. Os 

produtos resultantes da amplificação foram previamente purificados em 

coluna de Quiagen e, em seguida, sequenciados. Os primers adotados para 

ambas as técnicas, amplificação e sequenciamento, foram NL1 (5’-GCA TAT 

CAA TAA GCC GAG GAA AAG-3’0 e NL4 (5‘-GGT CCG TGT TTC AAG ACG 

G-3’) (DUARTE et al., 2002).  

Os dados obtidos da quantificação das colônias de fungos e leveduras 

foram transformados para log10 X+1 e, adotando-se o delineamento 

inteiramente casualizado, foram submetidos à análise de variância em fatorial 

4x2, constituído pelos quatro tratamentos avaliados e pelos dois tipos 

fúngicos comparados – fungos micelianos e fungos leveduriformes. 

Posteriormente, as médias foram comparadas pelo teste de Duncan, com 

nível de significância de 5% (SAMPAIO, 1998). As taxas de positividades 

entre os diferentes grupos animais amostrados foram avaliadas, utilizando-se 

o teste do Qui-quadrado (χ2), considerando os valores de p<0,05 (SAMPAIO, 

1998). 
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5.7.3 Avaliação da atividade celulolítica de fungos isolados 

 
Foi avaliada a atividade celulolítica de 49 amostras de fungos 

micelianos isolados dos grupos de animais constantes neste estudo. Esses 

isolados corresponderam a 27 do gênero Aspergillus, quatro do gênero 

Gliocladium, seis do Paecilomyces, nove do Rhizophus e três isolados do 

gênero Scedosporium. Cada isolado foi reinoculado em meio C, contendo 

celulose microcristalina (1%), sulfato de amônio (0,5%), sulfato de magnésio 

heptahidratado (0,05%) e ágar-ágar a (2%) para se adaptarem e crescerem 

nesse meio, onde a única fonte de carbono disponível foi a celulose 

microcristalina.  

Após incubação durante sete dias, cada isolado foi novamente 

semeado em placas de petri 90 mm x 90 mm contendo 15 ml do mesmo meio 

e em triplicata. Posteriormente, foram incubadas em estufa BOD a 39° C. As 

leituras da atividade celulolítica foram realizadas às 24 h e 48 h, conforme 

adaptação à metodologia descrita por Teather e Wood (1982). Embora tenha 

sido também avaliada essa atividade para 96 h de incubação, os dados 

obtidos não foram utilizados para a análise estatística. Nesse período, 55% 

das amostras apresentaram colônias que ocupavam toda a área de cultivo e, 

em 24,3 % delas, o halo de atividade enzimática foi semelhante ao diâmetro 

da placa. Essa particularidade impossibilitou as mensurações acuradas dos 

diâmetros dos halos e colônias.  

Ao final de cada período de incubação, procedeu-se à lavagem das 

placas durante 15 minutos, utilizando-se 15 ml de solução com o corante 

vermelho congo (1mg ml-1). Após esse procedimento, as placas foram 

novamente lavadas com 15 ml de solução 1M de NaCl, por três vezes 

consecutivas, procedendo-se à mensuração dos diâmetros dos halos claros, 

que indicou degradação da celulose e o diâmetro das colônias com o auxílio 

de um paquímetro (Mitutoyo®). Com esses resultados, calculou-se o índice de 

atividade enzimática (I.A.) de cada microrganismo, dividindo-se os valores 

das medidas do halo de hidrólise pelo diâmetro da colônia para cada período 

de avaliação (LOPES et al., 2009). 
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Para a atividade celulolítica, foi realizada a análise de variância com 

emprego do teste não paramétrico de Krusskal-Wallis para comparação das 

atividades celulolíticas de fungos micelianos nos dois períodos avaliados. A 

comparação entre os tempos de incubação foi realizado, utilizando-se o teste 

não-paramétrico de Wilcoxon. Ambos os testes foram realizados, utilizando-

se o programa Sistema de Análises Estatísticas e Genéticas – SAEG (2007).  

 

5.7.4 Cultivo, quantificação, isolamento e identificação de 
Enterobacteriacea 

 

Diluições decimais do líquido ruminal foram preparadas em tubos 

contendo nove ml de solução salina estéril. Após cada diluição, os tubos 

foram homogeneizados em vórtex durante um minuto. Alíquotas de 100 µl 

das diluições 10-2 e 10-4 foram inoculadas em placas estéreis de 90mm x 

90mm contendo o meio ágar MacConkey (Acumedia® Manufactures, Lansing, 

Michigan - EUA). Os inóculos foram espalhados no meio de cultura com alças 

de Drigalski estéreis, as placas foram incubadas em estufa BOD de 

ventilação forçada a 39o C e monitoradas, para o crescimento de colônias 

bacterianas por até sete dias (HAJDENWURCEL, 1998).  

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado e os valores 

obtidos nas quantificações das colônias foram transformados para log10 X+1. 

Na análise estatística, foi procedida a análise de variância. As médias de 

concentrações de Enterobacteriacea por ml de líquido ruminal nos quatro 

tratamentos foram comparadas pelo teste de Duncan, com 5% de 

significância (SAMPAIO, 1998). 

Para a identificação dos gêneros bacterianos mais prevalentes nas 

amostras de fluido ruminal, foram realizados o reisolamento e o crescimento 

em placas contendo meio ágar MacConkey em estufa a 37°C por 24 h. Após 

o crescimento exponencial, cada isolado foi inoculado em tubos contendo 

meio Rugai e Araújo, modificado por Pessoa e Silva (MBiolog Diagnósticos 

Ltda, lote 906051). Os tubos foram incubados em estufa BOD a 39°C e 

procedeu-se à leitura dos resultados após 24 h, usando-se tabela ilustrativa 

para identificação presuntiva de Enterobacteriacea, de acordo com Pessoa e 

Silva (1972). 

http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=agar+macconkey&spell=1
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
6.1 Características físico-químicas do fluido ruminal 

 

A TAB. 6 ilustra os resultados das análises macroscópicas e físicas do 

líquido ruminal das duas categorias animais avaliadas nesta pesquisa, 

submetidas às diferentes dietas. 
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TABELA 6 

 
Análises macroscópicas e físicas do líquido ruminal de bovinos leiteiros alimentados 

com diferentes tipos de volumosos 
 

Variáveis Número % Valores de referência 
Dirksen(1993) 

Vacas silagem (n=30) 
Cor 

Castanho escuro  

 
 

30 

 
 

100 

 
 

Castanho oliva ou verde 
Odor 

Aromático 
 

30 
 

100 
 

Aromático 
Viscosidade 

Levemente espessa 
Espessa 

 
14 
16 

 
46,7 
53,3 

 
Espessa 

PRAM* 
Até 3 minutos 
De 3 a 6 minutos 
Acima de 6 minutos 
 

 
11 
5 

14 

 
36,7 
16,6 
46,7 

 
 

Até 3 minutos 

Vacas capim (n=32) 
Cor 

Castanho oliva ou verde  
Castanho enegrecido 

 
 

31 
1 

 
 

96,9 
3,1 

 
 

Castanho oliva ou verde 

Odor 
Aromático 

 
32 

 
100 

 
Aromático 

Viscosidade 
Levemente espessa 
Espessa 

 
23 
9 

 
71,9 
28,1 

 
Espessa 

PRAM 
Até 3 minutos 
Acima de 6 minutos 
  

 
6 

26 

 
18,7 
81,3 

 
Até 3 minutos 

Bezerras silagem (n=12) 
Cor 

Castanho escuro  

 
 

12 

 
 

100 

 
 

Castanho oliva ou verde 
Odor 

Aromático 
 

30 
 

100 
 

Aromático 
Viscosidade 

Levemente espessa 
 

14 
 

100 
 

Espessa 
PRAM 

De 3 a 6 minutos 
 

 
12 

 
100 

 
Até 3 minutos 

Bezerras cana (n=11) 
Cor 

Castanho médio a escuro  
Verde oliva claro 

 
 

3 
8 

 
 

27,3 
72,7 

 
 

Castanho oliva ou verde 

Odor 
Aromático a inodoro 

 
11 

 
100 

 
Aromático 

Viscosidade 
Aquosa 

 
11 

 
100 

 
Espessa 

PRAM 
Até 3 minutos 
De 3 a 6 minutos 

 
9 
2 

 
81,8 
18,2 

 
Até 3 minutos 

Nota: * PRAM: potencial de redução do azul de metileno. 
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Esses resultados mostram diferenças nas características físicas do 

fluido ruminal entre os grupos avaliados, o que sugere a interferência da dieta 

nesses parâmetros. O parâmetro cor demonstrou diferenças marcantes entre 

os grupos de animais pesquisados, sendo aqueles alimentados com silagem 

de sorgo, os que apresentaram fluido ruminal mais escuro, enquanto a 

grande maioria das vacas que receberam capim possuía líquido ruminal 

verde claro característico. Já as bezerras cuja alimentação era à base de 

cana forrageira apresentaram fluido ruminal castanho claro. 

O potencial de redução do azul de metileno (PRAM) variou 

consideravelmente entre os grupos avaliados. Enquanto 100% das amostras 

de fluido ruminal coletadas das bezerras apresentaram valores iguais ou 

inferiores a seis minutos, 81% das amostras coletadas em vacas alimentadas 

com capim apresentaram PRAM superior a seis minutos. Além disso, a 

relação volumoso/concentrado poderia ter interferido nesse parâmetro, pois 

as vacas que estavam a pasto, recebendo 100% de sua alimentação à base 

de volumoso, apresentaram 81,3% das amostras de fluido ruminal com 

PRAM igual ou superior a seis minutos. Todavia, para as vacas alimentadas 

com silagem de sorgo e concentrado, cuja proporção volumoso/concentrado 

foi de 72/28, a proporção de amostras que apresentaram PRAM igual ou 

superior a seis minutos foi de 46,7%. Para a categoria bezerras, o PRAM 

encontrado em todas as amostras foi igual ou inferior a seis. Ressalte-se que 

o primeiro grupo de bezerras estava recebendo silagem de sorgo e 

concentrado, também na proporção 72/28 (volumoso/concentrado), enquanto 

o segundo grupo recebeu cana picada, adicionada de ureia, além de ração 

concentrada na proporção 57/43 (volumoso/concentrado). Esses resultados 

confirmam o que relata a literatura científica. Dietas com níveis elevados de 

concentrado poderiam resultar em um PRAM de apenas um minuto, 

enquanto uma ração constituída exclusivamente de feno pode elevar esse 

tempo para três a seis minutos. Por outro lado, prolonga-se para até mais de 

15 minutos na inatividade simples da microbiota em animais alimentados com 

dietas pobres em energia e proteína ou em bovinos com inapetência 

prolongada (DIRKSEN, c1993).  
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Os teores de FDN e FDA, associados à idade dos animais, também 

podem ter interferido no PRAM. Enquanto 100% das bezerras recebendo 

silagem de sorgo apresentaram valores de PRAM iguais ou inferiores a seis 

minutos, apenas 53,3% das amostras provenientes das vacas recebendo o 

mesmo tipo de alimento demonstraram resultados iguais. Comparando-se 

esses valores com os resultados apresentados na TAB. 7, é possível 

constatar que a silagem de sorgo foi o alimento com maiores teores de FDN 

e FDA. Os teores dessas fibras interferem na digestibilidade, no consumo de 

matéria seca e na salivação, interferindo diretamente o pH ruminal (NRC, 

2001) e, talvez, esses sejam os fatores responsáveis pelas variações 

encontradas nos valores do PRAM. 

 

TABELA 7 
 

Composição químico-bromatológica da silagem de sorgo, do capim B. brizantha, da 
cana picada e das rações concentradas fornecidas às vacas e bezerras deste 

experimento 
 
Parâmetros Silagem 

de sorgo B. brizantha 
Cana 

picada* 
Concentrado 

vacas 
Concentrado 

bezerras 
MS 
FDN 
FDA 
PB 
EE 
MM 
CT 
CNF 

31,04% 
46,28% 
38,21% 
5,45% 
2,93% 
7,44% 

84,18% 
37,90% 

32,76% 
37,49% 
31,18% 
6,02% 
2,02% 
6,61% 

85,35% 
47,86% 

24,84% 
36,68% 
30,55% 
5,16% 
0,90% 
7,37% 
86,57% 
49,89% 

85,36% 
10,56% 
8,02% 

18,65% 
5,15% 
8,27% 

67,58% 
57,02% 

86,50% 
18,12% 
13,86% 
11,61% 
4,71% 
4,39% 

79,29% 
61,17% 

Nota:  * cana picada sem adição de ureia e sulfato de amônia. 
MS: matéria seca; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente 
ácido; PB: proteína bruta; EE: extrato etéreo; MM: matéria mineral; CT: 
carboidratos totais; CNF: carboidratos não-fibrosos. 
CT= 100 – (PB + EE + MM) 
CNF = CT – FDN 

Fonte: VAN SOEST, 1991. 
 

Em estudo avaliando as características físico-químicas de fluido 

ruminal de vacas leiteiras de alta produção – média de 25 kg de leite dia-1 –, 

o PRAM foi menor que seis minutos em 100% das 130 amostras avaliadas 

durante a segunda, quinta, oitava e décima primeira semanas pós-parto. 

Embora a técnica de coleta de fluido ruminal tenha sido por sonda estomacal 

de via dupla, os resultados estão dentro do esperado, uma vez que a dieta 
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das vacas amostradas constituiu-se de alimentos com elevado valor proteico 

como silagem de sorgo e milho, ração concentrada e pastagem de grama 

Tifton (Cynodon niemfluesis) (CAMPOS et al., 2006).  

Ressalta-se que em regiões de clima semiárido, como a região na qual 

foi realizada esta investigação, a produção de forrageiras de boa qualidade 

torna-se difícil ao longo de todo o ano. Isso ocorre em função do menor 

índice pluviométrico e do maior período de déficit hídrico. A quantidade de 

alimento disponível é comprometida, assim como também a qualidade das 

forrageiras persistentes à seca  (CARVALHO; PIRES, 2008; DANTAS, 2006).  

Estudos mostraram que a digestibilidade in vitro de matéria seca 

(DIVMS) de forrageiras tropicais do sertão brasileiro é significativamente 

baixa, enquanto os teores de FDN podem ser elevados. Um exemplo é o 

capim buffel (Cenchrus ciliaris L), muito difundido em regiões de clima 

semiárido, que apresentou DIVMS de 32,9% e FDN de 68,49% no mês de 

setembro de 2001, em experimento realizado no estado de Pernambuco 

(MOREIRA et al., 2007). Essas taxas são baixas, quando comparadas às 

obtidas por Gerdes et al. (2000) no Rio Grande do Norte, em agosto de 1998. 

Em suas pesquisas, constatou-se que a DIVMS de capim Tanzânia pode 

chegar a 61% e a de capim marandu se aproxima de 62%, enquanto o FDN 

de ambas as forrageiras foi 66,32% e 62,30%, respectivamente. Baixa 

DIVMS implica em maior tempo de retenção da forragem no rúmen (CUNHA 

et al., 2007) e está inversamente relacionada à FDN, que, por sua vez, é o 

componente da forragem mais consistentemente associado ao consumo 

(VAN SOEST, 1994).  

Considerando-se os valores elevados de FDN dos alimentos utilizados 

nesta pesquisa (TAB. 7), pode-se inferir que a taxa de passagem no rúmen 

seria influenciada pelos teores de fibras das dietas, associados à proporção 

de volumoso/concentrado e ao tamanho das partículas de alimento (NRC, 

2001). Esses fatores, consequentemente, atuariam diretamente na população 

microbiana ruminal dos diferentes grupos de animais avaliados.  

A mensuração do pH teve importância como método de triagem das 

amostras de fluido de rúmen a serem utilizadas nas outras análises físico-

químicas e nas microbiológicas, uma vez que é um método auxiliar no 
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diagnóstico da acidose ruminal em rebanhos leiteiros (Garret et al., 1999). 

Caso alguma amostra apresentasse resultados sugestivos de alguma 

patologia, essa seria descartada. Salienta-se, ainda, que o pH ruminal reflete 

diretamente as características da dieta e produtos finais da fermentação, mas 

também a taxa de crescimento microbiano, podendo, dessa forma, ocorrer 

variações nos microrganismos predominantes no rúmen (LAVEZZO et al., 

1998). Além disso, a estabilização do pH ruminal é devido, em grande parte, 

à saliva, que possui alto poder tamponante e à capacidade da mucosa do 

rúmen de absorver mais rapidamente os ácidos livres que os combinados, 

resultantes da fermentação. Esse é outro fator que contribui para reduzir a 

acidificação do meio, que influenciaria, negativamente, as atividades dos 

microrganismos celulolíticos (DUKES et al., 1996). 

As médias do potencial hidrogeniônico (pH) do líquido ruminal dos 

quatro grupos avaliados podem ser observadas na TAB. 8. Esses valores, 

quando comparados pelo teste t de Student, não apresentaram diferenças 

entre os grupos alimentados com diferentes fontes de volumosos e nem 

mesmo entre as categorias com os mesmos volumosos. 

 

TABELA 8 
 

Médias dos valores do potencial hidrogeniônico dos fluidos ruminais de bovinos 
leiteiros alimentados com diferentes fontes de volumosos 

 
Grupo animal pH (média do grupo) 

Vacas silagem 6,98 
Vacas capim 6,84 
Bezerras silagem 6,85 
Bezerras cana 6,97 
Nota: coeficiente de variação: 5,14% 

 

As médias de pH para os diferentes grupos avaliados estão dentro ou 

próximo dos valores normais, segundo Dirksen (1993). O valor normal do pH 

do conteúdo ruminal oscila entre 5,5 e 7,4 ao longo do dia, de acordo com a 

alimentação administrada e com o intervalo de tempo da última alimentação. 

Esse autor relata, ainda, que a elevação do valor do pH pode ocorrer em 

casos de jejum superior a 24 h ou quando a microbiota for alterada por outros 

motivos, como na intoxicação por ureia ou em processos de putrefação, que 
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resultam em acentuada alcalose ruminal. Em pesquisa realizada com vacas 

leiteiras lactantes, verificou-se que os valores médios do pH foram de 7,28. 

Esses resultados, considerados altos, podem ter sido influenciados pelo 

método de coleta adotado, que foi via sonda esofagiana, quando geralmente 

ocorre contaminação da amostra com a saliva do animal. Outro fator que, em 

associação à contaminação pela saliva, pode ter colaborado para a elevação 

do pH ruminal dos animais é que, no momento da coleta, as vacas 

encontravam-se em jejum alimentar de pelo menos sete horas (MOREIRA et 

al., 2001), situação que tende a aproximar o pH da neutralidade (DIRKSEN, 

c1993). 

O ponto ótimo da digestão das fibras vegetais é dado quando valores 

de pH se encontram entre 6,7 e 7,1. Em situações em que o pH atinge níveis 

inferiores a 6,2, ocorre redução na digestibilidade, já que os microrganismos 

celulolíticos são os mais sensíveis ao aumento da concentração de íons 

hidrogênio (ORSKOV, 1986). Outra consequencia da queda do pH ruminal é 

a redução da digestão de proteínas, celulose, hemicelulose, pectinas e 

amido. Isso seria justificado porque, quando o pH atinge a faixa de 6,5 a 5,5, 

ocorre decréscimo no metabolismo microbiano no rúmen (HOOVER; 

STOKES, 1991). 

Em um estudo realizado em Rio Grande-RS, as diferenças dos sucos 

ruminais entre os sexos dos animais foram avaliadas. Tabeleão et al. (2008) 

relataram a inexistência de diferenças na funcionalidade ruminal e nas 

características físico-químicas do suco do rúmen entre bovinos mestiços 

machos e fêmeas, criados em sistema de semiconfinamento em pastagem 

diferida e recebendo concentrado duas vezes ao dia. Essas diferenças 

também não foram observadas entre as amostras provenientes do rúmen de 

vacas e bezerras recebendo silagem de sorgo como volumoso, avaliadas 

nesta investigação. 

A avaliação físico-química do fluido ruminal é de indiscutível valor no 

diagnóstico de enfermidades associadas ao aparelho digestivo dos 

ruminantes, especialmente aquelas dos compartimentos pré-gástricos, onde 

está alojada a microbiota autóctone do rúmen. Esses microrganismos são 

altamente sensíveis às alterações externas e internas às quais, 
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rotineiramente, estão submetidos os animais (BORGES et al., 2002). São, 

assim, um bom marcador do estado de saúde dos seus hospedeiros.  

Os resultados das análises microbiológicas e físico-químicas do fluido 

ruminal podem sofrer interferências de acordo com a dieta fornecida aos 

animais. Dietas pobres em fibra, por exemplo, desencadeiam mecanismos 

fisiológicos de homeostasia, uma vez que levam ao declínio do pH do 

conteúdo do rúmen, à alteração da população microbiana e à maior 

suscetibilidade do ruminante a desordens metabólicas e infecções 

(RUSSELL; RYCHLIK, 2001). Dessa forma, deve-se levar em conta que os 

resultados encontrados neste estudo são referentes às dietas às quais os 

animais estavam submetidos. No caso específico dos animais a pasto, pode-

se inferir que a pastagem disponível para as vacas desta pesquisa era de 

boa qualidade, conforme resultados apresentados na TAB. 3. Assim, os 

resultados das análises do fluido ruminal podem ser diferentes, caso a 

pastagem esteja acima do ponto ideal para pastejo. 

 

6.2 Análises microbiológicas do fluido ruminal 
 

6.2.1 Exame direto para detecção de bactérias e leveduras 

 

Os resultados obtidos a partir dos espécimes provenientes dos 

diferentes grupos de animais avaliados indicaram a presença de bactérias 

Gram positivas e Gram negativas em forma de bastonetes, cocos e 

cocobastonetes, sendo os bastonetes Gram-negativos encontrados em maior 

proporção nos fluidos ruminais de todos os animais. A maioria das bactérias 

ruminais é Gram negativa, porém o número de bactérias Gram positivas 

tende a se elevar em dietas com alta concentração de carboidratos solúveis 

(DIRKSEN, 1993; KAMRA, 2005). 

Observou-se, também, a presença de leveduras com hifas e 

pseudohifas, em formato oval e retangular. Para todas as amostras 

avaliadas, foi observada grande diversidade de células microbianas 

visualizadas. Sendo o ecossistema microbiano ruminal um nicho complexo, 

formado por diferentes grupos, que vivem em relação simbiótica para 

bioconversão da celulose em ácidos graxos voláteis, fica evidenciada a 
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importância da diversidade microbiana no rúmen, para a saúde e capacidade 

produtiva do animal (KAMRA, 2005). 

 

6.2.2 Exame direto para detecção de fungos ruminais 

 

Após o exame micológico direto das amostras de líquido ruminal, 

observou-se a presença de estruturas fúngicas para todas as vacas 

alimentadas com capim B. brizantha, todas as bezerras recebendo silagem 

de sorgo e todas as bezerras que estavam recebendo cana picada com ureia. 

Para as vacas alimentadas com silagem de sorgo, das 30 amostras 

avaliadas, apenas dez apresentaram micélios fúngicos em seu conteúdo. 

Todavia, as estruturas encontradas foram abundantes e exuberantes para as 

vacas recebendo capim e para as bezerras alimentadas com silagem (FIG. 

4). As estruturas encontradas nas bezerras que receberam cana eram 

pequenas, maceradas e em menor concentração (FIG. 5). Comparando-se as 

taxas de positividade desses exames pelo teste do Qui-quadrado (χ2), 

constatou-se que o grupo de vacas recebendo silagem de sorgo apresentou 

menor número de exames positivos, quando comparado ao grupo de vacas 

alimentadas com B. brizantha (p<0,01). Dietas à base de fibras estimulam o 

crescimento de fungos micelianos do rúmen, pois esses preferem tecidos 

mais lignificados para se fixar e degradar. Por outro lado, dietas peletizadas 

usualmente apresentam tempo de passagem curto pelo sistema digestório, o 

que dificulta o crescimento dos fungos anaeróbicos. Além disso, elevadas 

concentrações de açúcares solúveis inibem a germinação dos zoósporos 

fúngicos dentro do rúmen. Isso ocorreria devido à redução do pH do fluido do 

rúmen graças à presença de grande concentração de açúcares, que também 

inibem a produção de zoósporos (KAMRA 2005). 
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FIGURA 4 – Estrutura fúngica identificada após clarificação em 

fluido ruminal de bezerra alimentada com silagem 
de sorgo (microscopia ótica; aumento de 1000 
vezes) 

 
 

 
 

FIGURA 5 –  Estrutura fúngica identificada após clarificação em 
fluido ruminal de bezerra alimentada com cana 
picada e ureia (microscopia ótica; aumento de 
1000 vezes) 

 
As formas fúngicas detectadas para todos os grupos avaliados nesta 

pesquisa eram espessas, com estruturas de múltiplos zoosporângios e 

rizomicélios bulbosos e poderiam ser comparadas às do fungo anaeróbio do 

rúmen Caecomyces spp. (FIG. 1). As estruturas fúngicas já observadas em 

experimentos prévios em bovinos de corte, na mesma região deste estudo, 
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indicaram, diferentemente, características do gênero Neocallimastix (ABRÃO 

et al., 2008). Futuros estudos são necessários para elucidar essas diferenças 

observadas. 

 

6.2.3 Cultivo, quantificação, isolamento e identificação de 
Enterobacteriacea  

 

6.2.3.1 Quantificação 

 

Após o cultivo, foi observado o desenvolvimento de Enterobacteriacea 

em todos os grupos avaliados nas porcentagens constantes na TAB. 9. A 

porcentagem de cultivos positivos para Enterobaceriacea não-fermentadoras 

de lactose foi menor para as amostras provenientes das bezerras 

alimentadas com cana (p<0,05). Embora não tenham sido encontrados 

relatos na literatura científica, esse resultado pode sugerir a existência de 

fatores inibitórios sobre a população de bactérias não-fermentadoras de 

lactose produzidos pela população de microrganismos que utiliza a sacarose. 

 
TABELA 9 

 
Taxas de positividade de Enterobacteriacea, provenientes do fluido ruminal dos quatro 

grupos de animais avaliados neste estudo 
 

Grupo (n) 
Enterobacteriacea 

Totais % (n) Lac - % (n) Lac + (n) 

Vacas capim (30) 96,67% (29) 93,33% (28) 96,67% (29) 

Vacas silagem (30) 83,33% (25) 50,00% (15) 76,67% (23) 

Bezerras silagem (12) 100% (12) 100% (12) 100% (12) 

Bezerras cana (11) 100% (11) 36,36% (4) 100% (11) 

 

As médias das quantificações totais dessas bactérias foram 

comparadas após análise de variância e as médias confrontados pelo teste 

Duncan (TAB. 10). Por esses resultados, pode-se sugerir que a dieta 

interferiu, significativamente, na população de Enterobacteriacea, sendo a 

alimentação à base de cana picada e ureia a que mais favoreceu o 
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desenvolvimento desses microrganismos entre as bezerras. É possível 

explicar esse fato, levando-se em conta que a cana-de-açúcar é rica em 

sacarose, que é facilmente fermentada no ambiente ruminal. 

 
TABELA 10 

 
Médias totais de Enterobacteriacea, provenientes do fluido ruminal dos quatro grupos 

de bovinos avaliados 
 

Grupo animal n Médias (UFC ml-1) 

Vacas capim 30 6,0 x 105 B 

Vacas silagem 30 1,4 x 105 C 

Bezerras silagem 12 8,4 x 106 B 

Bezerras cana 11 2,1 x 108 A 

Nota: médias seguidas das mesmas letras na coluna não diferem estatisticamente 
entre si pelo teste de Duncan com valor de p<0,05. 
Coeficiente de variação: 30,51% 

 

Entretanto, esse dissacarídeo é utilizado em experimentações 

científicas como indutor de acidose lática em ruminantes. Em pesquisa 

realizada com caprinos nos quais foram feitas infusões intra-ruminais de 

sacarose observaram-se, ao exame clínico, sinais evidentes de acidose 

ruminal aguda, tais como: anorexia, apatia, taquicardia, distensão do 

abdômen, atonia do rúmen, ausência da ruminação, diarreia com fezes 

amarronzadas, aquosas e fétidas, e perda de peso corporal. Constatou-se 

ainda evidente decréscimo no pH ruminal, que atingiu o nível de 4,75 (± 

0,17). Consequentemente, a população microbiana sofreu alterações, 

passando a haver predominância de cocos e bastonetes Gram positivos 

(MIRANDA NETO et al., 2005), características de bactérias lácticas. Associa-

se a isso o fato de que esses microrganismos utilizam, preferencialmente, 

carboidratos solúveis, mono e dissacarídeos em seus processos 

fermentativos (MURRAY et al., c2006). 

Comparando-se os dados provenientes das duas categorias, vacas e 

bezerras alimentadas com silagem de sorgo e, utilizando-se o teste t de 

Student, foi observado que as bezerras apresentaram uma média de UFC ml-

1 de líquido ruminal maior que a das vacas (p<0,05). Talvez esse fato possa 

ser explicado pela imaturidade do ambiente ruminal dos animais jovens, que 
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é caracterizado por uma população microbiana instável e ainda em 

adaptação (RUIZ-LACAZ, 1992). Em se tratando da contagem de 

Enterobacteriacea dentro de uma mesma categoria, as vacas alimentadas 

com silagem demonstraram possuir a menor população, quando comparadas 

aos animais alimentados com capim. O mesmo ocorreu com as bezerras cuja 

alimentação foi baseada em silagem de sorgo, quando comparadas às 

bezerras recebendo cana picada. Isso pode ser esclarecido pelas 

características fermentativas ocorridas na silagem ao longo do tempo. Ostling 

e Lindgren (2006) afirmaram que, durante o processo normal e adequado de 

ensilagem, as Enterobacteriacea normalmente crescem extensivamente 

durante os primeiros dias, mas a sua população decresce rapidamente à 

medida que o meio é acidificado. Essa característica própria da silagem pode 

ter interferido na microbiota ruminal, fazendo com que a população dessas 

bactérias diminuísse naqueles animais recebendo esse tipo de alimento, uma 

vez que o ambiente acidificado era inóspito a elas. 

 

6.2.3.2 Identificação 

 

Foi realizada a identificação das amostras de Enterobacteriacea, 

isoladas do meio ágar MacConkey, utilizando-se o meio Rugai e Araújo, 

modificado por Pessoa e Silva (1972). Um total de 100 isolados bacterianos 

dos quatro grupos de animais avaliados neste estudo foi identificado e os 

resultados encontram-se na TAB. 11. 
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TABELA 11 

 
Distribuição de gêneros de Enterobacteriacea, provenientes do líquido ruminal de 

bovinos leiteiros alimentados com diferentes forragens tropicais 
 

Gêneros Totais 
Vacas 

silagem Vacas capim 
Bezerras 
silagem 

Bezerras 
cana 

 n n % n % n % n % 

Alcaligenes 8 2 7,1 2 7,7 4 13,8 0 0,0 

Citrobacter 1 0 0,0 1 3,8 0 0,0 0 0,0 

Escherichia 9 2 7,1 2 7,7 4 13,8 1 11,1 

Edwardsiella 1 1 3,6 0 0,0 0 0,0 0 0,0 

Enterobacter 32 5 17,9 13* 50,0 8 27,6 6 33,3 

Klebsiella 27 12* 42,9 6 23,1 4 13,8 5 27,8 

Proteus 17 3 10,7 1 3,8 8 27,6 5 27,8 

Providencia 1 0 0,0 1 3,8 0 0,0 0 0,0 

Pseudomonas 4 3 10,7 0 0,0 1 3,4 0 0,0 

Totais  100 28 100,0 26 100,0 29 100,0 17 100,0 
Nota: os valores acompanhados de asterisco são significativamente maiores quando 

comparados às quantidades analisadas dentro do grupo estudado (p<0,01). 
 

Os gêneros de Enterobacteriacea mais frequentemente identificados 

foram, respectivamente: Enterobacter, Klebsiella e Proteus. Comparando-se 

as frequência desses gêneros para as vacas amostradas, Enterobacter spp. 

foi mais frequentemente identificada para os animais em pastagem de B. 

brizantha, enquanto Klebsiella spp. foi mais prevalente para vacas 

alimentadas com silagem de sorgo (p<0,01). Estudos preliminares relatam o 

promissor potencial desse último gênero para a degradação da mimosina, 

composto tóxico presente na leguminosa forrageira Leucaena leucocephala 

(AUNG et al., 2006)6.  

Em um estudo, foi relatada a presença de Salmonella spp. em 

                                                 
6 http://www.tropentag.de/2006/abstracts/full/202.pdf 
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linfonodos do jejuno e do ceco de diversas espécies animais, inclusive vacas 

e novilhas, indicando a translocação dessas bactérias (MOO et al., 1980). 

Estudos realizados na Irlanda, avaliando a prevalência da Enterobacteriacea 

Salmonella spp. em amostras do rúmen, das fezes e das carcaças dos 

bovinos, demonstraram que essa bactéria foi mais frequentemente isolada no 

período de agosto a outubro. Esse gênero foi isolado em dois por cento das 

amostras de suco ruminal e em dois e 7,6% das amostras de fezes e 

carcaça, respectivamente (MCEVOY et al., 2003). 

Harmon et al. (1999) observaram que o jejum alimentar em bezerros 

ocasionou pouco efeito sobre a proliferação de Escherichia coli O157: H7 no 

rúmen, apesar de promover alterações no pH ruminal e na concentração de 

ácidos graxos voláteis. Nesta investigação científica, o gênero E. coli foi 

encontrado em 13% das amostras provenientes de bezerras alimentadas 

com silagem de sorgo. 

Os isolados de Proteus spp. foram identificados em maiores 

proporções para os grupos das bezerras (p<0,05). Esse gênero é produtor de 

urease (RUGAI; ARAÚJO, 1968; SRIWANTHANA et al., 1993) e, 

possivelmente, poderia contribuir na utilização da ureia, suplementada ao 

grupo que recebeu cana-de-açúcar. Há relatos na literatura da relação desse 

gênero com infecções urinárias em humanos (CHROMEK et al., 2005; 

COKER et al., 2000) e em carnívoros (GAASTRA et al., 1996). 

Futuros estudos devem ser realizados, buscando elucidar claramente a 

influência e a participação dessa família de bactérias no rúmen bovino e seu 

potencial patogênico e ecológico nesse ambiente, para as diferentes 

categorias e tratamentos avaliados. 
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6.2.4 Cultivo, quantificação, isolamento e identificação de fungos 

micelianos e de leveduras  
 

6.2.4.1 Detecção 

 

Os resultados do cultivo micológico, tanto em meio ágar Sabouraud quanto 

em meio C (celulose microcristalina a 1%) indicaram presença de fungos 

micelianos e leveduras para todos os grupos de animais avaliados. Após as 

análises desses dados, utilizando-se o teste do Qui-quadrado (χ2), foi 

constatado que a taxa de positividade para fungos no meio C foi menor 

(p<0,05) para as amostras de fluido ruminal das vacas alimentadas na 

pastagem (GRAF. 1).  

Observa-se que, em todas as amostras de fluido ruminal dos animais 

alimentados com silagem, a taxa de positividade de fungos foi de 100%. 

Pode-se inferir que a silagem fornecida a esses animais tenha sido fonte de 

contaminação desses microrganismos. Isso poderia ser corroborado por 

estudos que descrevem a presença desses fungos em silagens de milho e 

sorgo (MNGADI et al., 2008; O’BRIEN et al., 2005; O’BRIEN et al., 2007; 

RICHARD et al., 2009). 
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GRÁFICO 1 – Porcentagens de positividades para o cultivo de fungos em amostras 

do suco ruminal (A) e de fezes (B) provenientes de vacas alimentadas 
com silagem de sorgo (n=32) ou em pastagem de Brachiaria brizantha 
(n=30), e de bezerras Holandesas alimentadas com silagem de sorgo 
(n=12) ou com cana (n=11). Nas legendas: C: meio com 1% de 
celulose microcristalina como fonte única de carbono; Sb: meio 
Sabouraud acrescido de cloranfenicol. 

Nota: Colunas com as mesmas letras não diferem estatisticamente entre si pelo teste 
do Qui-quadrado (p<0,05.). 

 
 
 
6.2.4.2 Quantificação 
 

Na quantificação, fez-se distinção entre fungos micelianos e 

leveduriformes. A TAB. 12 relaciona as médias das quantidades de UFC ml-1 

de fungos micelianos e leveduriformes, encontradas nas amostras de fluido 

ruminal dos grupos de animais avaliados. 
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TABELA 12 

 
Quantificação de fungos micelianos e leveduriformes em amostras de líquido ruminal, 
provenientes de vacas alimentadas com silagem de sorgo (n=32), vacas alimentadas 

em pastagem de B. brizantha (n=30), de bezerras Holandesas alimentadas com 
silagem de sorgo (n=12) ou com cana (n=11) 

 

Tratamento Fungos micelianos 

(UFC ml-1) 

Leveduras (UFC ml-1) 

Vacas capim  2,1 x 105Aa 3,5 x 103Db 

Vacas silagem 8,8 x 105 Aa 1,6 x 105 Ca 

Bezerras silagem 1,6 x 105 Ab 2,0 x 106 Ba 

Bezerras cana 3,6 x 104 Bb 5,0 x 106 Aa 

Nota: Médias seguidas das mesmas letras maiúsculas nas colunas e mesmas letras 
minúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de 
Duncan (p<0,05). 
Coeficiente de variação: 45,26% 

 

A população de fungos micelianos foi significativamente menor para as 

bezerras alimentadas com cana picada, mesmo grupo que apresentou a 

maior população de colônias leveduriformes (p<0,05). Esse resultado pode 

sugerir a dominância da população de leveduras sobre a dos fungos 

micelianos, possivelmente ocasionada pelo tipo de substrato disponível. 

Ressalta-se que, enquanto fungos micelianos produzem grande quantidade e 

variedade de enzimas específicas para degradar polissacarídeos da parede 

celular vegetal (GORDON; PHILLIPS, 1998; MCALLISTER et al., 2001; 

XIMENES, 2003), amplamente presente em dietas ricas em volumoso, as 

leveduras degradam com mais facilidade substratos mais simples, como 

glicose, xilose e glicerol (KURTZMAN; FELL, c1998). Assim, dietas ricas em 

carboidratos solúveis, como é o caso da sacarose, presente na cana 

forrageira, poderiam ter favorecido, competitivamente, o crescimento das 

leveduras. Poderia ter ainda ocorrido antagonismo por substâncias 

produzidas por leveduras, inibindo o crescimento dos outros fungos. 
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6.2.4.3 Identificação de fungos micelianos 

 

As colônias de fungos micelianos foram submetidas à técnica de 

microcultivo, sendo identificado um total de 149 isolados. A TAB. 13 

apresenta os diversos gêneros identificados e as suas proporções em 

amostras de fluido ruminal e de fezes.  

 

TABELA 13 
 

Quantificação dos gêneros fúngicos (n=149) isolados de amostras de fezes e de fluido 
ruminal dos quatro grupos de animais 

 

Gêneros 
AMOSTRA   

Fezes Fluido Total 

Acremonium 1 (2,27%) 0 (0%) 1 (0,67%) 

Aspergillus 24 (54,54%) 60 (57,14%) 84 (56,38%) 

Fusarium 0 (0%) 4 (3,81%) 4 (2,68%) 

Gliocladium 5 (11,36%) 2 (1,90%) 7 (4,70%) 

Onychocola 0 (0%) 1 (0,95%) 1 (0,67%) 

Paecilomyces 4 (9,09%) 6 (5,71%) 10 (6,71%) 

Rhizophus 5 (11,36%) 15 (14,29%) 20 (13,42%) 

Scedosporium 3 (6,82%) 6 (5,71%) 9 (6,04%) 

Scopulariopsis 1 (2,27%) 0 (0%) 1 (0,67%) 

Trichophyton  1 (2,27%) 11 (10,48%) 12 (8,05%) 

Total 44 (100%) 105 (100%) 149 (100%) 

 

A TAB. 14 indica as proporções dos gêneros fúngicos no fluido ruminal 

de cada grupo animal analisado. Observa-se que o gênero Aspergillus (FIG. 

6) foi o mais frequente tanto nas amostras de fezes quanto nas de fluido 

ruminal (p<0,01) e essa frequência não diferiu entre esses dois tipos de 

espécimes clínicos coletados, quando comparados pelo teste do qui-

quadrado (p<0,05). A predominância desse gênero pode ser explicada por 

sua versatilidade e eficiência em catabolizar fontes de carbono solúveis tão 

bem quanto polímeros complexos (FLIPPHI et al., 2009). Entretanto 
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Aspergillus spp. é apontado, junto aos gêneros Fusarium e Penicillium, como 

um dos mais importantes produtores de micotoxinas em alimentos para os 

humanos e para os animais (HIRSH et al., c2003).  

 

TABELA 14 
 

Quantificação dos gêneros fúngicos (n=149) isolados de amostras de fluido ruminal 
para cada grupo experimental 

 

Gêneros 
Categorias 

Total 
Vac. silagem Vacas Capim Bez. Silagem Bez. Cana 

Aspergillus 22 (68,75%) 18 (56,25%) 19 (51,35%) 1 (25%) 60 (57,14%) 

Fusarium 1 (3,13%) 0 (0 %) 3 (8,11%) 0 (0 %) 4 (3,81%) 

Gliocladium 0 (0%) 0 (0%) 2 (5,41%) 0 (0%) 2 (1,90%) 

Onychocola 0 (0%) 1 (3,13%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (0,95%) 

Paecilomyces 0 (0%) 1 (3,13%) 3 (8,11%) 2 (50%) 6 (5,71%) 

Rhizophus 3 (9,38%) 2 (6,25%) 10 (27,03%) 0 (0%) 15 (14,29%) 

Scedosporium  5 (15,63%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (25%) 6 (5,71%) 

Trichophyton  1 (3,13%) 10 (31,25%) 0 (0%) 0 (0%) 11 (10,48%) 

Total 32 (100%) 32 (100%) 37 (100%) 4 (100%) 105 (100%) 
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FIGURA 6 – Aspergillus spp. isolado de amostra de fluido ruminal de 

vaca alimentada  com B. brizantha (microscopia ótica; 
aumento: 40 vezes)  

 

Dentre os isolados do gênero Rhizophus, a ocorrência foi 

significativamente maior para bezerras alimentadas com silagem (27,03%), 

quando comparada àquela observada para vacas consumindo o mesmo 

volumoso (9,38%). Este resultado sugere a silagem de sorgo como possível 

fonte de contaminação desse e de outros fungos, conforme já relatado na 

literatura científica (MNGADI et al., 2008; O’BRIEN et al., 2005; O’BRIEN et 

al., 2007; RICHARD et al., 2009). Outro fator, que pode ter colaborado para 

as diferenças entre as populações de fungos presentes nos fluidos ruminais 

de vacas e bezerras, é a instabilidade do ambiente ruminal, própria em 

animais jovens. Nas bezerras, o rúmen, ainda imaturo, apresenta a 

população em adaptação e com vários grupos de microrganismos 

predominantes (RUIZ-LACAZ, 1992).  

O gênero Trichophyton, considerado patógeno típico e agente de 

dermatomicoses em humanos e em animais (LACAZ et al., 2002), foi mais 

frequente para amostras de líquido ruminal de vacas alimentadas na 

pastagem. Especificamente para esse dermatófito, ainda não foi relatada, na 

literatura científica, a sua ocorrência e participação no ambiente ruminal, 

entretanto a fonte de sua inoculação poderia ser atribuída á lambedura da 

pele e pelos, considerados nicho comum de algumas espécies desse gênero. 

Esses fungos apresentam notória habilidade de utilização de queratina 
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(LACAZ et al., 2002), presentes na constituição dessas estruturas 

superficiais, mas são também integrantes da mucosa dos pré-estomagos 

(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004). A espécie Thichophyton mentagrophytes 

secreta ativamente uréases (LACAZ et al., 2002), o que poderia sugerir a sua 

participação na utilização da ureia. 

Os gêneros Trichophyton, Aspergillus e Fusarium são amplamente 

estudados por suas implicações em saúde pública, seja em dermatomicoses 

ou como agentes produtores de micotoxinas (LACAZ et al., 2002). 

Esporadicamente, fungos dos gêneros Acremonium, Scedosporium e 

Onychocola são mencionados como patológicos. Embora sejam encontrados 

de forma corriqueira no ambiente, esses fungos acometem principalmente 

pacientes imunocomprometidos (BARRETO-BERGTER et al., 2008; 

BIENVENU et al., 2009; GUARRO et al., 2009). 

Wessolossky et al. (2008) relataram um caso de bursite do olécrano 

causado por Paecilomyces lilacinus em humano idoso imunocomprometido. 

Entretanto esses autores destacam a raridade desse fato, alegando que esse 

fungo geralmente está presente no solo, no ar e na pele de pessoas, sem 

causar prejuízos à saúde. Em contrapartida, Braga et al. (2008), ao testarem 

o efeito ovicida desse mesmo fungo sobre os ovos de Taenia saginata, 

informaram que, em condições laboratoriais, ao final de dez dias, o P. 

lilacinus demonstrou eficácia ovicida de até 52% para esse cestódeo. 

Fungos da espécie Gliocladium viride, associados a Trichoderma 

harzianum, foram utilizados como biocontroladores efetivos do mofo cinzento 

em culturas de tomateiros (LISBOA et al., 2007). 

Esses relatos indicam a possibilidade de estudo dos isolados obtidos 

nesta pesquisa para controle de diferentes agentes de doenças microbianas 

ou parasitárias. Contudo, o papel patogênico e toxicológico deve ser também 

considerado. 
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6.2.4.4 Identificação de fungos leveduriformes 

 
Dos 38 isolados identificados por testes bioquímicos, fisiológicos e 

análise das sequências do DNAr, 32 corresponderam à espécie Candida 

krusei, 04 à espécie Candida glabrata e 02 foram identificadas como Candida 

pararugosa. Durante os testes bioquímicos, as amostras de Candida krusei 

demonstraram crescimento adequado entre 37º C e 40 º C e padrão 

fermentativo característico, utilizando como substratos os monossacarídios 

glicose e D-xilose, além de DL-lactato, succinato, acetona, etilacetato, 

isopropanol, N-acetilglucosamina, lisina, NaCl (10%) e carbonato. Algumas 

cepas isoladas cresceram também em meio de cultura sem qualquer tipo de 

aminoácido. De acordo com esses dados, pode-se inferir que essa espécie 

utiliza o lactato e essa característica poderia contribuir na regulação do pH 

ruminal. 

As cepas de Candida identificadas são importantes agentes 

oportunistas, podendo ocasionar sérios danos à saúde de humanos 

imunodeprimidos (BODEY et al., 2002; McCULLOUGH et al., 1996). São 

agentes de micoses sistêmicas e oportunistas e apresentam frequentemente 

populações com resistência múltipla às drogas antifúngicas 

(SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 1994). Em suas pesquisas, Lund 

(1974) também isolou C. krusei de 49 amostras de fluido ruminal de vacas 

leiteiras, sendo a espécie mais frequentemente identificada em sua pesquisa. 

Esse resultado é condizente com o encontrado nesta investigação, 

respaldando-a.  

O gênero Candida, assim como outras leveduras, pode estar 

associado a casos de mastites clínicas e subclínicas em ruminantes, seja 

como agentes primários ou secundários (SPANAMBERG et al., 2009). Há, 

ainda, relatos de que Candida glabrata pode estar intrinsecamente associada 

à diarreia de bezerros recém-nascidos (ELAD et al., 1998; RADOSTITIS et 

al., 2000). 

Os resultados encontrados nesta pesquisa reforçam a necessidade de 

futuros estudos da população de leveduras do rúmen, visando a esclarecer 

as suas implicações sanitárias nos rebanhos e na saúde pública, assim como 

o seu potencial biotecnológico para a produção de ruminantes. 
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6.2.4 Avaliação da atividade celulolítica de fungos micelianos 

 
A comparação da atividade celulolítica nos tempos de 24 e 48 h, 

avaliada especificamente para o gênero Aspergillus, está demonstrada na 

TAB. 15. Nessa análise, foi possível observar que, mesmo dentro de um 

único gênero, como foi o caso do Aspergillus, houve grandes variações entre 

os IA das 21 amostras avaliadas. Dentre estas, 13 apresentaram IA inferior a 

um, o que indica reduzida capacidade para produção de enzimas 

celulolíticas. Provavelmente, isso se deve pelas diferenças entre espécies e 

cepas, fator esse ainda não considerado neste estudo. 
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TABELA 15 

 
Atividade celulolítica de isolados de Aspergillus spp. provenientes do trato digestório 

de bovinos leiteiros, alimentados com forragens tropicais, após o cultivo em meio 
contendo celulose microcristalina (1%) com 24 e 48 h de incubação 

 

Isolado 
24 horas de crescimento 48 horas de crescimento 

colônia( mm) halo (mm) IA* colônia(mm) halo (mm) IA* 

BS58 10,00 10,00 1,0000 25,50 19,00 0,7451 

BS65 10,00 0,00 0,0000 29,00 9,50 0,3276 

BS80 2,00 0,00 0,0001 6,00 4,00 0,6667 

BS86 26,50 12,50 0,4717 27,50 10,00 0,3636 

BS87 22,00 8,00 0,3636 61,00 12,00 0,1967 

BS117 2,00 0,00 0,000 20,00 9,00 0,4500 

BS119 12,50 21,00 1,6800 26,00 9,00 0,3462 

BS 17  19,00 0,00 0,0000 39,00 56,00 1,4359 

B910 12,00 0,00 0,0000 59,00 0,00 0,0000 

B912 9,00 0,00 0,0000 20,00 0,00 0,0000 

B933 13,00 0,00 0,0000 34,00 0,00 0,0000 

B934 14,00 0,00 0,0000 40,00 70,00 1,7500 

BC42 20,00 0,00 0,0000 46,00 66,00 1,4348 

V552 12,50 18,00 1,4400 32,00 16,00 0,5000 

V685 10,00 0,00 0,0000 32,00 14,00 0,4375 

V693 10,00 0,00 0,0000 20,00 0,00 0,0000 

V705 11,00 0,00 0,0000 34,00 36,00 1,0588 

V832 20,00 0,00 0,0000 33,00 59,00 1,7879 

V835 18,00 0,00 0,0000 40,00 54,00 1,3500 

V836 18,00 0,00 0,0000 34,00 47,00 1,3824 

V841 12,00 0,00 0,0000 30,00 71,00 2,3667 

Médias 13,50 3,31 0,2360 B 32,76 26,74 0,7905 A 

Nota: *IA corresponde ao índice de atividade celulolítica, que mede a relação do 
diâmetro do halo de degradação da celulose microcristalina pelo diâmetro da 
colônia. Médias de IA com letras distintas diferem estatisticamente pelo teste 
não paramétrico de Wilcoxon com valor de p<0,05. 

 

A TAB. 16 descreve as médias dos índices de atividade celulolítica nos 

tempos de incubação um (24 h) e dois (48 h) para os cinco gêneros mais 

frequentes nas amostras avaliadas. Analisando os resultados dos índices de 

atividade enzimática para o tempo de 48 h de incubação, pôde-se observar 

que os isolados do gênero Rhizophus foram os que apresentaram médias 

significativamente menores, quando comparadas às do gênero Aspergillus. 
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Esse resultado sugere que fungos desse gênero são mais eficientes na 

degradação enzimática da celulose, quando comparados aos do gênero 

Rhizophus. 

TABELA 16 
 

Atividade celulolítica média de isolados de diferentes gêneros de fungos provenientes 
do trato digestório de bovinos leiteiros, alimentados com forragens tropicais, após o 
cultivo em meio contendo celulose microcristalina a 1% com 24 e 48 h de incubação 

 
Gêneros IA* 24 horas IA 48 horas 

Aspergillus (n=27) 0,2855 0,7494 

Gliocladium (n=4) 0,0250 0,5294 

Paecilomyces (n=6) 0,0004 1,1149 

Rhizophus (n=9) 0,0156 0,2116** 

Scedosporium (n=3) 0,0001 0,5333 

Nota: *IA: índice de atividade celulolítica, que mede a relação do diâmetro do halo de 
degradação da celulose microcristalina (mm) pelo diâmetro da colônia do fungo 
(mm). 

** Indica diferença estatisticamente menor na média de IA, utilizando o teste não 
paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05), em comparação com os resultados 
obtidos para Aspergillus spp. 

 

Pesquisas que avaliaram a atividade celulolítica de bactérias isoladas a 

partir de amostras de fluido ruminal indicaram efetiva capacidade desses 

microrganismos em degradar a celulose microcristalina. Foram utilizados as 

cepas de Butyrivibrio fibrisolvens, Clostridium cellobioparum, Ruminococcus 

flavefaciens, Bacteroides succinogenes e Eubacterium cellulosolvens 

(TEATHER; WOOD, 1982). Entretanto os halos de área de degradação de 

celulose desses microorganismos foram menores do que os halos das 

amostras avaliadas neste estudo. Enquanto os halos das bactérias 

apresentaram-se em torno de 1,5 cm às 16 h de incubação, com aumento 

semanal de um a dois milímetros por semana, os fungos apresentaram 

diâmetro médio de 3,31 cm às 24 h de incubação e, após 48 h, passou a ser 

de 26,74 cm.  

Oyeleke e Okusanmi (2008) estudaram a prevalência de fungos 

celulolíticos no fluido ruminal de cinco vacas, cinco ovelhas e cinco cabras. 

Esses autores observaram uma maior proporção desses microrganismos nas 
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amostras provenientes das vacas. Os gêneros Fusarium, Penicillium, 

Aspergillus e Mucor foram os mais prevalentes para as espécies de 

ruminantes avaliadas e ambos apresentaram atividade celulolítica 

comprovada. Para as amostras isoladas especificamente, a partir do suco 

ruminal das vacas, o gênero Mucor foi o mais prevalente, correspondendo a 

42,9% dos isolados, seguido de Aspergillus flavus, que foi identificado para 

28,6% dos isolados. 

Estudos avaliaram os efeitos da adição do extrato de Aspergillus 

oryzae, espécie utilizada na produção de molho de soja, sobre amostras do 

fungo anaeróbio Neocallimastix frontalis, proveniente do rúmen de vacas 

leiteiras. Os resultados demonstraram aumento de três vezes na produção de 

zoósporos móveis de N. frontalis, indicando o potencial promissor da adição 

do extrato de A. oryzae no ambiente ruminal (SCHMIDT et al., 2004). 

Em contrapartida, amostras de Paecilomyces lilacinus isoladas do 

sistema digestório de tainhas (Aldrichetta forsteri) demonstraram capacidade 

de desenvolver-se tanto em meio aeróbio quanto em meio anaeróbio, embora 

a produção enzimática fosse maior e mais eficaz em presença de oxigênio 

(MOUNTFORT; RHODES, 1991).  

 

6.2.5 Considerações gerais sobre a quantificação e a identificação dos 
microrganismos aeróbios presentes no líquido ruminal dos 
animais  

 
Os resultados das quantificações de microrganismos aeróbios ou 

anaeróbios facultativos no líquido ruminal dos animais, consumindo forragens 

tropicais, revelaram variações populacionais ocasionadas pela dieta ou 

atribuídas possivelmente à idade e à maturidade dos animais. As 

concentrações médias para Enterobacteriacea variaram de 1,4 x 105 a 2,1 x 

108 UFC ml-1, enquanto que, para as leveduras e os fungos micelianos, as 

concentrações foram de 3,5 x 103 a 5,0 x 106 UFC ml-1 e 3,6 x 104 a 8,8 x 105 

UFC ml-1, respectivamente. Essas médias de concentrações desses 

microrganismos, observadas para os diferentes tratamentos são elevadas, 

tendo em vista que os animais estavam em jejum ou restrição alimentar antes 

das coletas e podem sugerir uma participação efetiva desses microrganismos 
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no ecossistema ruminal desses bovinos. 

O resultado geral das análises microbiológicas do fluido ruminal e das 

fezes dos grupos de animais avaliados nesta pesquisa é apresentado no 

QUADRO 3. 

 

QUADRO 3 
 

Microrganismos identificados em maior prevalência nos diferentes 
grupos avaliados nesta investigação científica 

 

Grupo Fungos micelianos Leveduras Enterobacteriacea 

Vacas capim Aspergillus spp. - Enterobacter spp. 

Vacas silagem Aspergillus spp. Candida krusei Klebsiella spp. 

Bezerras silagem Aspergillus spp. e 
Rhizophus spp. 

Candida krusei Enterobacter spp., 
Klebsiella spp., 
Proteus spp e 
Alcaligenes spp. 

Bezerras cana Paecilomyces spp., 
Aspergillus spp. e 
Rhizophus spp. 

- Enterobacter spp., 
Klebsiella spp. e 
Proteus spp 

 

Observa-se que ambos os grupos de bezerras apresentaram maior 

diversidade de gêneros prevalentes para fungos micelianos e para 

Enterobacteriacea. Esse fato poderia ser justificado pela imaturidade do nicho 

rúmen, que se apresenta, em animais jovens, instável e com populações 

microbianas ainda em estabelecimento (LACAZ et al., 1992).  

O gênero Aspergillus apresentou-se com maior frequência em todos os 

grupos estudados, à exceção do grupo de bezerras alimentadas com cana 

picada e ureia. Todavia, o número de indivíduos identificados neste grupo foi 

ainda restrito, sendo necessária uma avaliação com maior número de 

isolados. Esses fungos foram também os que apresentaram maior atividade 

celulolítica. Esses dados tornam-se relevantes frente às consistentes 

publicações referentes à utilização da espécie A. oryzae, ou de seus extratos, 

no ambiente ruminal. 

Dentre os gêneros da família Enterobacteriacea, Enterobacter, 

Escherichia, Klebsiella e Proteus, foram identificados nos quatro tratamentos 

avaliados nesta pesquisa, sendo que os dois primeiros foram os gêneros 
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mais prevalentes. As implicações e as interações desses microrganismos no 

ambiente ruminal ainda não são totalmente elucidadas. Sabe-se que atuam 

de forma efetiva e benéfica na redução do oxigênio ruminal (LACAZ et al., 

1992). Estudos considerando a participação na nutrição e na saúde dos 

animais, bem como a saúde pública, devem ser elaborados, uma vez que são 

importantes agentes de toxinfecções alimentares e infecções hospitalares, 

carreando genes de multirresistências às drogas antibacterianas (BLACK, 

2002). 
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7 CONCLUSÃO 

 

Os dados obtidos a partir do exame micológico direto indicaram a 

presença de estruturas fúngicas em todas as amostras de vacas alimentadas 

em B. brizantha. Essa taxa de positividade foi significativamente menor para 

as vacas alimentadas com silagem de sorgo (33%).  

As populações de Enterobacteriacea e de leveduras no líquido ruminal 

de bezerras alimentadas com cana foram significativamente maiores quando 

comparadas com as dos outros grupos avaliados. Entretanto, esses animais 

apresentaram menor concentração de fungos micelianos no líquido ruminal 

amostrado. 

Fungos do gênero Aspergillus foram os mais frequentemente 

identificados entre os isolados, provenientes do suco ruminal e das fezes. 

Entre os animais alimentados com silagem de sorgo, a ocorrência de 

Rhizophus foi maior para as bezerras do que para as vacas.  

A análise da atividade celulolítica dos isolados de Aspergillus spp. 

indicou uma maior capacidade de degradação da celulose no tempo de 48h, 

em relação a 24h de incubação. Isolados de Rhizophus spp. apresentaram 

atividade inferior àquela observada para os isolados de Aspergillus spp. 
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