(REZUMAT AL TEZE| DE DOCTORAT)

Solubilitatea si biodisponibilitatea
ruminala a diferitelor surse de sulf
si oligoelemente si efectele lor
asupra activitatii de fermentare si
cineticii de degradare ruminala i
excretiei minerale

Doctorand Vigh Antal Csaba

Conducatori de doctorat
Prof. dr. Criste Adriana Dalila
Prof. dr. Corcionivoschi Nicolae




Ruminal solubility and bioavailability of different sulfur and trace mineral sources and effects on
fermentation activity, degradation kinetics and mineral excretion

(REZUMAT AL TEZEI DE DOCTORAT)

INTRODUCERE

Rumegitoarele reprezintd o proportie semnificativa din speciile de animale
domestice din intreaga lume, iar dintre animalele de interes zootehnic sunt cele mai
bine adaptate pentru utilizarea si degradarea peretilor celulari ai plantelor. Datorita
acestei abilitidti, rumegitoarele sunt singurele specii de animale care nu sunt in
concurentd cu hrana umani (Ripple si colab., 2014; Cheng si colab, 2022).
Rumegitoarele sunt capabile si degradeze si sa utilizeze furaje fibroase ca sursa de
energie si nutrienti datoritd prezentei unei microbiote anaerobe complexe in rumen,
compusa in principal din bacterii, fungii, protozoare ciliate si arhee metanogene
(Henderson si colab., 2015). Microorganismele ruminale joaca roluri diferite in digestia
furajelor si actioneazd sinergic pentru degradarea carbohidratilor si proteinelor
structurale si nestructurale ale plantelor (Chaucheyras-Durand si Ossa, 2014).
Imbunititirea capacitatii microbiotei ruminale de a degrada peretele celular al
plantelor este in general de dorit si duce de obicei la ameliorarea performantelor
animalelor {Krause si colab., 2003). Ca si in cazul altor nutrienti, satisfacerea cerintelor
minerale ale microbiomului ruminal este esentiali pentru o hridnire adecvatd a
rumegitoarelor: microorganismele necesitd minerale pentru cresterea si activitatea
lor (sinteza proteinelor microbiene) {(Martinez, 1972). Aportul alimentar si
suplimentarea cu minerale ar trebui, prin urmare, sa fie optimizate pentru a sustine
buna functionare a rumenului. Cu toate acestea, recomandarile nutritionale pentru
rumegitoare (Noziere si colab., 2018; Nutrient Requirements of Dairy Cattle, 2021) se
concentreazid in principal pe cerinfele minerale generale ale animalelor pentru
intretinere, crestere si productie, in timp ce nevoile specifice pentru dezvoltarea si
activitatea microbiotei ruminale sunt slab documentate. Pentru unele elemente, cum ar
fi sulful (S), cerintele microbiotei ruminale (2,5 - 3,1 g / kg de materie organica
degradati) sunt usor mai mari decit cele stabilite pentru animalul gazda (2,0 g / kg
SU) (Komisarczuk Bony si Durand, 1991; Meschy, 2010). Luand in considerare
oligoelementele (OM), cum ar fi manganul (Mn), zincul (Zn) si cuprul {Cu), acestea sunt
minerale esentiale in nutritia animalelor, deoarece au functii fiziologice importante:
componente sau activatori ai enzimelor; participd la sinteza cheratinei, colagenului si
elastinei (piele, apendice, os si cartilaj); precum si un rol important pentru sistemul
imunitar si reproductiv (Hostetler si colab., 2003; Hosnedlova si colab., 2007; Sloup si
colab., 2017). La rumegitoare, pe ldnga aceste functii metabolice axate pe animal,
oligoelementele {Mn, Zn si Cu) pot avea unele efecte asupra microflorei ruminale, cum
ar fi un efect pozitiv asupra fermentatiilor ruminale, actiondnd direct asupra activitatii
enzimatice microbiene (Hilal si colab., 2016). Mai mult, studiile anterioare in vitro au
aritat ci excluderea totald sau, dimpotrivi, o dozid mare {100 ug/ml mediu in vitro} de
Mn scade semnificativ digestia celulozei ruminale, in timp ce un adaos de 5-30 pg/ml
de mediu in vitro de Mn anorganic creste digestia celulozei (Chamberlain si Burroughs
1962; Martinez si Church 1970). In plus, digestibilitatea in vitro a substantei uscate
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(dSU) in lichidul ruminal este imbunatatita prin addugarea a 100 ppm de Mn anorganic
(Arelovich si colab., 2000). in ceea ce priveste Zn, studiile in vitro mai vechi au aritat o
crestere a sintezei proteinelor microbiene dupa aprovizionarea cu 5-7 ppm de Zn
(Martinez, 1971). Intr-un studiu mai recent, dSU in rumen, precum si productia totald
de acizi grasi volatili (tAGV) la oi a crescut in urma unei suplimentari cu 30-40 mg / kg
SU de Zn anorganic (Hosseini-Vardanjani §i colab., 2020). Cu toate acestea, nu toate
microorganismele au aceeasi sensibilitate la Zn, ceea ce ar putea avea s§i efecte
negative, Intr-un studiu timpuriu (Bonhomme si colab., 1979), s-a constatat ci
protozoarele tolereazd o dozd de 25 pg/m! de mediu in vitro de Zn, in timp ce
degradarea celulozei si ureei de citre bacterii a scizut foarte mult. In general, o
concentratie prea mare de Zn tinde sid scadd activitatea microbiand, ducind la o
reducere bruscd a concentratiei de amoniac (Hernandez-Sanchez si colab., 2019).
Studiile in vitro cu Cu au ardtat cd o dozd mare de Cu anorganic (sub forma de CuS0,}
are un efect negativ asupra fermentatiei ruminale (Slyter si Wolin 1967), iar productia
de AGV este inhibata (Arce-Cordero si colab., 2020). Cu toate acestea, o addugare de 8
mg/kg SU de Cu anorganic (sub forma de CuSO,) a imbunitatit semnificativ dSU in
vitro si a avut tendinta de a creste biomasa microbiana totald (Vaswani si colab., 2017).
In plus, adiugarea a 5, 7,5 si 10 mg / kg SU de Cu (sub formi de CuSO, inrobat) in ratia
vacilor de lapte a crescut degradarea materiei organice (dMO) si a fibrelor (dNDF),
precum si populatiile si activitatea bacteriilor celulolitice, cum ar fi Rumminococcus
albus, Ruminococcus flavefaciens si Fibrobacter succinogenes (Wang si colab., 2021).
Pentru rumegatoare, doza recomandati de Mn, Zn si Cu pentru acoperirea cerintelor
globale ale animalelor, este de aproximativ 50, 50 si 10 mg/kg SU (Trumeau, 2014), iar
limitele maxime reglementate sunt de 150, 120 si 35 mg/kg SU pentru Mn, Zn si,
respectiv, Cu. {(Comisia Europeana. Directia Generalad Sanatate si Siguranta Alimentara,
2022).

Pentru majoritatea speciilor, locul de absorbtie al oligoelementelor este situat
in intestinul subtire (Goff, 2018; Byrne si Murphy 2022). Cu toate acestea, la
rumegiatoare si In special in rumen, pot aparea unele interactiuni intre
microorganisme, minerale gi alte substante din ratie, ceea ce duce la o absorbtie redusa
a mineralelor 1n intestin (Goff, 2018). Biodisponibilitatea intestinalda a
oligoelementelor din ratie pentru rumegitoare este relativ scazutd, cu niveluri
raportate de 4-5%, 1-4% si 15-30% pentru Cu, Mn si, respectiv, Zn (Spears, 2003;
Meschy, 2007; Noziere si colab., 2018), in timp ce selectarea surselor optime pentru
suplimentare este destul de dificild. In plus, nu se cunosc nivelurile de absorbtie
microbiana ruminala. Din perspectiva mediului, suplimentarea animalelor de ferma cu
niveluri ridicate de oligoelemente are ca rezultat o acumulare de metale in fecale si
urind, ceea ce duce la cresterea emisiilor, afectind sursele de apa, dezvoltarea
plantelor, precum si o aparitie crescutd a rezistentei antimicrobiene la animale
(Brugger si Windisch 2015). In perspectiva reducerii emisiilor de metale grele din
productia animal3, este necesard o mai buna implementare a rationarii de precizie cu
oligoelemente (Lu si colab., 2017). Prin urmare, aportul alimentar si suplimentarea cu
minerale ar trebui optimizate pentru a sustine functiile ruminale adecvate, inclusiv
cresterea biomasei microbiene (sinteza proteinelor microbiene) si degradarea
substratului {activitatea celulolitici). Cu toate acestea, atunci cind se selecteazid o
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sursi minerald pentru includerea alimentard la rumegatoare, trebuie luatd in
considerare solubilitatea ruminal3, deoarece biodisponibilitatea globald ar putea fi
afectati de minerale cu solubilitate ridicati in rumen (Byrne si Murphy 2022). In plus,
atunci cind se estimeazi solubilitatea ruminala a diferitelor forme minerale, metoda
de evaluare trebuie luatd in considerare cu atentie, avind in vedere cd exista
inconsecventd in datele publicate anterior, chiar si atunci cind solubilitatea a fost
evaluati pentru aceleasi forme minerale (Vigh si colab., 2023). Tmbunitifirea
practicilor de suplimentare cu minerale la rumegitoare reprezintd o provocare
importanta care ar putea imbunatiti performantele zootehnice si o mai buna utilizare
a resurselor. O mai buna intelegere a efectelor diferitelor forme S si oligoelemente
disponibile pe piatd asupra mediului ruminal ar putea sprijini specialistii din industria
nutritiei animale atunci cind aleg produse minerale pentru includerea in ratie.

SCOPURI §1 OBIECTIVE

Pe baza celor de mai sus, acest proiect de cercetare doctorald a urmarit sa
evalueze modificirile induse de diferite surse de S si oligoelemente asupra mediul
ruminal, digestibilitatii nutrientilor si excretiei minerale. Cercetarea a fost axata pe S si
oligoelemente {Zn, Cu i Mn). Calciul (Ca) si fosforul (P) nu au fost incluse, deoarece Ca
este de obicei addugat in exces, iar P a fost deja studiat in detaliu pe parcursul unui alt
program de doctorat (Bravo si colab,, 2003).

Pentru realizarea scopului cercetarii tezei, au fost definite mai multe obijective:

01 Dezvoltarea unui model experimental in vitro pentru evaluarea solubilitatii
si biodisponibilititii ruminale a sulfului si oligoelementelor, precum si a efectelor
asupra mediului ruminal.

02 Evaluarea si o mai buni intelegere a diferitelor surse anorganice de sulf
privind solubilitatea si biodispponibilitatea ruminald, precum si efectele asupra
activitdfi de fermentare §i microbiota ruminala.

03 Evaluarea efectelor suplimentarii cu diferite surse de oligoelemente asupra
fermentirii, solubilititii si biodisponibilitatii ruminale.

04 Propunerea unei ajustiri a suplimentdrii rumegdtoarelor cu sulf gi
oligoelemente, ludnd in considerare sursa si efectele mineralelor asupra functiei
ruminale,

Analiza literaturii de specialitate inclusi in prima parte a acestei teze a fost
publicata ca articol de tip Systematic Review in revista Agriculture (indexata ISI, avand
IF 3.6), iar rezultatele au fost publicate in trei articole (unul in Agriculture, revista
indexat3 1SI cu IF 3.6 si doud in Bulletin of University of Agricultural Sciences and
Veterinary Medicine Cluj-Napoca. Animal Science and Biotechnologies, o revista
indexatd BDI). De asemenea, rezultatele studiilor realizate in cadrul acestei cercetari
doctorale au fost prezentate la mai multe conferinte stiintifice internationale sub
forma de prezentiri orale sau poster (Annual Meeting of the European Association of
Animal Production, 2022 - Porto, Portugalia si 2023 - Lyon, Franta; International
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Symposium on the Nutrition of Herbivores, 2023 - Florianopolis, Brazilia;
International Conference “Life Sciences for Sustainable Development”, 2022 si 2023 -
Cluj-Napoca, Romania).

Teza este structuratd in doua parti, prima parte include "INTRODUCERE" si
"REVIZUIREA LITERATURII DE SPECIALITATE", descriind cele mai frecvente practici
in suplimentarea sulfului si oligoelementelor la rumegaitoare. Analiza literaturii de
specialitate descrie importanta suplimentdrii rumegatoarelor cu sulf (S} si
oligoelemente (TM), inclusiv cupru (Cu), mangan (Mn) si zinc (Zn) pentru a acoperi
cerinfele in continuid evolufie pentru crestere, productie si reproductie. in plus,
formele minerale disponibile pe piatd, cum ar fi TM anorganica (ITM}, organica (0TM)
sau hydroxy (HTM), sunt analizate in ceea ce priveste solubilitatea ruminala si efectele
asupra mediului ruminal (fermentatie, degradabilitatea si biodisponibilitatea
nutrientilor si populatiile microbiene), concentrandu-se asupra relatiei dintre sursa
minerald §i functia ruminala. Tn aceasti parte sunt discutate, de asemenea, metodele in
vitro si in vivo existente pentru evaluarea solubilitdtii ruminale a mineralelor. Partea a
doua a tezei este alcdtuitd din sapte capitele, "Capitolul II, Capitolul 1II, Capitolul IV,
Capitolul V, Capitolul VI, Capitolul VII si Capitolul VIII", care prezintd si discutd
rezultatele cercetarilor obtinute pe parcursul studiilor doctorale.

In al treilea capitol (Capitolul [I1.) sunt prezentate detalii privind dezvoltarea
unui model in vitro pentru evaluarea solubilitatii ruminale si a bicdisponibilitatii
mineralelor §i a efectelor acestora asupra parametrilor de fermentare ruminala.
Capitolul II1. constd din alte cinci subcapitole care acopera o sectiune de introducere
(3.1.), materiale si metode (3.2.), rezultate (3.3.), discutii (3.4.) si concluzii (3.5.).
Subcapitolul materiale si metode (3.2.) este impartit in alte sase sectiuni (de la 3.2.1.1a
3.2.6.), in timp ce subcapitolul rezultate (3.3.) este prezentat in doua sectiuni distincte
(3.3.1 si 3.3.2.). Accentul in timpul studiilor metodologice prezentate in capitolul Ill. a
fost asupra stabilirii conditiilor de fermentare in vitro avand la bazad incubarea unui
substrat deficitar in S intr-un suc ruminal tamponat in care activitatea florei
microbiene este sensibild la suplimentarea cu S (sursa de referintd pentru S a fost
sulful elementar cu un continut de S de >97%, adaugat in doze crescute [0,25 5i 0,50 %
SU] la inceput, dupa 24 de ore si 48 de ore de incubatie) si identificarea fractiunilor
(particule mari [UNSOL], contindnd particule nedegradate de furajere, protozoare §si
minerale insolubilizate; fractiunea imbogatitda in bacterii [BACT], contindnd in
principal bacterii ruminale; si un supernatant final [SOL], contindnd S solubilizat) in
care S suplimentar ar fi gasit dupa o fermentatie de 70 de ore. Activitatea de
fermentare a fost masurata prin productia totald de gaze (PTG, mi/g SU), rata de
productie a gazului (rata PG, ml/h), degradabilitatea substantei uscate a substratului
(dSU%), pH-ul, productia de acizi grasi volatili (AGV, mM/kg), azot amoniacal (NH,-N,
mg/dl) si sinteza proteinelor microbiene evaluate printr-o analizd a acidului
diaminopimelic {DAPA). Solubilitatea mineralda a fost evaluatd prin analiza
concentrafiei de S in fractiunile {UNSOL, BACT si SOL) obtinute dupad centrifugari
succesive ale mediului de fermentatie finala. Conform rezultatelor inregistrate in
timpul celor 3 incubiri consecutive realizate in acest studiu, adaugarea a 0,50% SU de
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S dupa 48 de ore de incubatie pirea a fi cea mai interesantd in scopul studierii
raspunsului activititii de fermentatie in vitro a microorganismelor cu suplimentarea cu
S. De asemenea, adiugarea de 0,5% SU de S la inceputul incubarii ar putea fi interesant
de pistrat ca tratament de lucru, deoarece a permis compararea timpului de
suplimentare. In plus, modelul in vitro dezvoltat in timpul acestui studiu poate fi
utilizat pentru evaluarea sclubilitdtii ruminale a altor minerale, inclusiv Mn, Zn si Cu,
ludnd in considerare urmitoarele proceduri: separarea mediului final de fermentatie
(dupi 70 de ore de fermentare) prin centrifugiri multiple: la 100x g (5 min la 4 °C),
pentru a separa o fractiune insolubild (UNSOL, continand particule nedegradate de
furajere, protozoare si minerale insolubilizate); supernatantul obtinut este apoi
centrifugat in continuare la 18 500 x g (20 min la 4 °C) pentru a separa o fractiune
imbogititd cu bacterii (BACT) si un supernatant final (SOL), confinand numai minerale
solubilizate; si apoi se analizeazd concentratia minerald a fiecdrei fractiuni de
centrifugare. Apoi, solubilitatea ruminald a mineralelor poate fi exprimata ca procent
din mineralul solubilizat in supernatantul final (pe baza mineralului total analizat in
diferitele fractiuni de centrifugare).

Urmatorul capitol (Capitolul 1V) descrie efectele diferitelor surse de S asupra
biodisponibilitatii ruminale a S, activitdtii de fermentare si populatiilor microbiene
misurate utilizind modelul in vitro descris in Capitolul IIl. Ca si capitolul anterior,
capitolul IV. este impartit in alte cinci subcapitole care acopera o introducere (4.1.),
materiale si metode (4.2.), rezultate (4.3.), discutii (4.4) si concluzii (4.5.). Subcapitolul
materiale si metode (4.2.) este impdrtit in alte sase secfiuni (de la 4.2.1. la 4.2.6.), in
timp ce rezultatele (4.3.) sunt prezentate in trei sectiuni distincte (de la 4.3.1 la 4.3.3.).
Scopul acestui studiu (publicat ca si articol stiintific) a fost de a infelege mai bine
solubilitatea ruminal3, biodisponibilitatea, efectele asupra fermentagiei §i microbiotei
diferitelor surse de S. Fermentatiile in vitro cu suc ruminal au fost efectuate timp de 70
de ore. Fanul (substrat deficitar in S) a fost incubat fira nicio suplimentare (CON), sau
cu 0,5% SU de S, sub forma de: sulf elementar (ES), Na,SO, (NaS), {NH,).S0, (NHS) si
MgSO, (MgS). Activitatea de fermentare a fost evaluati prin productia totald de gaze
(PTG, méasurare continui) si degradabilitatea substantei uscate (dSU%). Solubilitatea si
biodisponibilitatea au fost estimate prin concentratia de S a supernatantului (SOL) sia
bacteriilor {BACT). Comunitatea microbiand a fost evaluatd prin amplificarea genei
16SrRNA. NHS a scazut (p<0,05), ES si NaS nu au afectat, in timp ce MgS a crescut
(p<0,01) PTG. MgS a crescut (p<0,001), in timp ce ES, NaS si NHS nu au ardtat niciun
efect asupra dSU%. Sursele de sulfat (NaS, NHS si MgS) au crescut (p<0,001), in timp ce
ES nu a afectat continutul de S al SOL. Continutul de S al BACT sugereaza ca sulfatii au o
biodisponibilitate ridicatd, in timp ce ES este slab asimilat de cdtre bacterii. Au fost
observate unele variatii in populatiile microbiene, inclusiv o abundentd mai scazuta de
metanogeni cu toate sursele de S si 0 abundentd mai ridicata de Desulfovibrio cu MgS.
Rezultatele acestui studiu indicd faptul cd NaSO, (NH,).SO, si MgSO, sunt foarte
solubile in rumen, in timp ce sulful elementar are o solubilitate scizut. In plus, sursele
mai solubile de sulfat de S par a fi mai bine asimilate de citre bacteriile ruminale
comparativ cu ES, prin urmare, prezintd o biodisponibilitate mai ridicata. In ceea ce
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priveste functia rumenului, (NH,),S0; pare si aib3 un efect negativ asupra fermentatiei
ruminale, ES nu are niciun efect semnificativ, in timp ce NaSO, si MgSO, pot imbunatati
parametrii specifici de fermentatie. Analiza populatiilor microbiene indici faptul ci S
ar putea avea un impact asupra abundentei unor bacterii specifice, totusi incubatiile de
70 de ore utilizate in acest studiu probabil nu prezinti conditiile optime recomandate
pentru analiza diversitétii microbiene.

Urmatorul capitol (Capitolul V.) prezinti evaluarea efectelor surselor
anorganice de sulf asupra degradidrii ruminale a furajelor si microbiotei ruminale
mdsurate printr-un model in situ. Capitolul V. este fmpartit in cinci subcapitole care
acopera o introducere (5.1.), materiale si metode (5.2.), rezultate (5.3.), discutii (5.4.) si
concluzii (5.5.). Subcapitolul materiale si metode (5.2.) este impirtit in alte cinci
sectiuni (de la 5.2.1. la 5.2.5.), in timp ce rezultatele (5.3.) sunt prezentate in doui
sectiuni distincte (5.3.1 §i 5.3.2.). Acest studiu in vivo a avut ca scop evaluarea efectelor
includerii surselor anorganice de S (sulf elementar si MgS0,) in ratie la rumegatoare
asupra cineticii degradarii ruminale a furajelor (fin de iarbd de Bermuda si siloz de
porumb), precum §i modificiri ale populatiilor microbiene ruminale. Urmand un
design de pétrat latin, sase boi Nellore echipati cu canuli ruminali (greutate vie in
medie 943:96 kg) au fost fmpartiti in trei tratamente experimentale: fir3
suplimentarea cu § (CON) si suplimentarea cu 0,05% SU aport de S/zi fie cu sulf
elementar (ES), fie cu sulfat de magneziu (MgS0,). Perioadele experimentale au inclus
2 saptamani pentru adaptarea animalelor la tartament, urmate de 2 siptiméani pentru
incubarea substratului (fan i siloz) in rumen . Cinetica degradarii SU si a NDF-ului din
furaje a fost evaluati folosind tehnica standardizati a sacului de nailon, in timp ce
compozitia comunititii microbiene ruminale a fost evaluata prin extractia ADN-ului si
secventierea genei 165 rRNA. Degradarea SU a fanului a crescut semnificativ cu MgSo,
comparativ cu CON i ES (p<0,05), dar nu s-a observat niciun efect semnificativ asupra
degradarii SU a porumbului insilozat, MgSO0, a crescut semnificativ degradarea NDF a
fanului in comparatie cu CON si ES (p<0,05), in timp ce ES a scizut degradarea NDF a
porumbului finsilozat (P<0,05). In ceea ce priveste modificirile populatiilor
microbiene, nu s-au inregistrat diferente semnificative intre tratamentele privind
diversitatea alfa si beta. Cu toate acestea, suplimentarea cu S a aritat efecte
semnificative asupra unor comunitifi microbiene specifice, cum ar fi: abundenta
absolutd a Archaea metanogeni a fost semnificativ {p<0,01) mai scizuti in grupurile
suplimentate cu S in comparatie cu CON, indiferent de sursa de S; abundenta populatiei
de Desulfovibrio a crescut semnificativ prin suplimentarea cu MgS0,, in timp ce ESnua
aratat niciun efect semnificativ in comparatie cu CON. In ceea ce priveste bacteriile
fibrolitice, populatia genului Fibrobacter a fost semnificativ mai cresucts (p<0,05)
pentru animalele suplimentate cu S, in timp ce Ruminococcus nu difera in comparatie
cu CON. Rezultatele acestui studiu indicid faptul ci suplimentarea ratiilor la
rumegitoare avind ca bazd furaje grosiere cu pani la 0,30% SU de S (o crestere de
0,05 - 0,10% SU peste doza recomandatd de 0,20% SU), folosind o sursi de S foarte
solubild in rumen, poate imbunitifi degradarea substratului si eficacitatea
fermentatiei ruminale. In plus, includerea in ratie a unei surse biodisponibile de S ar
putea avea un impact benefic nu numai asupra functiilor ruminale specifice, cum ar fi
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activitatea bacteriilor fibrolitice, ci si asupra moduldrii populatiilor metanogene cu
potentialul de a reduce productia de metan enteric.

Urmatorul capitol (Capitolul V1) descrie solubilitatea ruminalda si
biodisponibilitatea surselor anorganice de oligoelemente si efectele lor asupra
activititii de fermentare misurate utilizind modelul in vitro descris in Capitolul 111
Capitolul V1. este impirtit in alte cinci subcapitole care acopera o introducere (6.1.),
materiale si metode {6.2.), rezultate (6.3.), discutii (6.4) si concluzii (6.5.). Subcapitolul
materiale si metode {6.2.) este impartit in alte sase sectiuni (de la 6.2.1. la 6.2.6.),
subcapitolul rezultate (6.3.) in trei sectiuni (de a 6.3.1 la 6.3.3.), in timp ce subcapitolul
discutii (6.4) in alte trei sectiuni (de la 6.4.1. la 6.4.3.). Scopul acestui studiu (publicat si
ca articol stiintific) a fost de a evalua efectele suplimentdrii cu surse anorganice de
mangan (Mn0, MnS0,), zinc (Zn0, ZnS0,) si cupru (CuSO,) in diferite niveluri (0,06%
SU pentru Mn; 0,05% SU pentru Zn; 0,01 si 0,05% SU pentru Cu) asupra fermentatiei,
solubilititii 5i biedisponibilititii ruminale masurate in vitro. Activitatea de fermentare
a fost masuratd prin productia totald de gaze (PTG) si degradabilitatea substantei
uscate dupd 70 de ore de fermentare (dSU%). Solubilitatea oligoelementelor a fost
estimatd prin concentratia minerald in supernatantul mediului final de fermentatie
(SOL), in timp ce biodisponibilitatea din concentratia minerald intr-o fractiune
imbogititd in bacterii (BACT). Mn (indiferent de sursd) si ZnO au avut tendinja
(p<0,10) si scadd, in timp ce Cu nu a aratat niciun efect semnificativ asupra PTG.
Adiugarea de Mn anorganic (indiferent de sursa) si de ZnO a avut tendinta de a scidea
{p<0,10), ZnSO, a avut tendinta de a creste (p<0,10), in timp ce Cu nu a aratat niciun
efect asupra dSU%. In ceea ce priveste solubilitatea, Mn (MnO si MnSO,), ZnS0, si
CuSO, au crescut semnificativ (p<0,05, p<0,001 si p<0,01), in timp ce ZnO nu a afectat
conginutul in oligoelemente a SOL. Aceste rezultate indica faptul ca MnSQ,, ZnSO, si
CuSO0, sunt foarte solubile, MnO este destul de solubil, in timp ce ZnO are o solubilitate
scizutd in rumen. Pe baza continutului in oligoelemente din BACT, MnO, MnSQO, si
CuS0, au o biodisponibilitate ridicatd, in timp ce ZnO este slab asimilat de bacteriile
ruminale, Cu toate acestea, lipsa unei inhibari clare sau a imbunatatirii fermentatiilor
sugereazi ci microbiota ruminald are o cerintd scdzutd pentru suplimentarea cu
cligoelemente.

{n ultimul capitol (Capitolul V11.), se face o descriere a efectelor suplimentarii
cu doze scizute de oligoelemente organice asupra excrefiei minerale si a starii
minerale fiziologice la rumegitoarele mici. Capitolul VII. este impartit in alte cinci
subcapitole care acoperd o introducere (7.1.), materiale si metode (7.2.), rezultate
(7.3.), discutii (7.4) si concluzii (7.5.). Subcapitolul materiale §i metode (7.2.} este
impartit in aite trei sectiuni (de la 7.2.1. la 7.2.3.), in timp ce subcapitolul rezultate
(7.3.) in patru sectiuni (de la 7.3.1 la 7.3.4.). Scopul acestui studiu (publicat si ca articol
stiintific) a fost de a investiga efectele inlocuirii suplimentdrii cu oligoelemente
anorganice (ITM) de Mn, Zn si Cu prin doze egale sau mai scizute de oligoelemente
organice (0TM) asupra stérii minerale si excretiei minerale la oi. n urma unui design
patrat latin, nous berbeci castrati au fost impértiti in trei tratamente experimentale:
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suplimentarea fie cu ITM (INORG), fie cu OTM (ORG) urménd nivelurile de
suplimentare recomandate $i OTM la o doza redusa {ORGLow). Dupa o perioada de
adaptare, probele de fecale, urina si singe au fost colectate timp de 12 zile in standuri
metabolice. Continutul seric in minerale a aratat diferente numai pentru Cu, care a fost
semnificativ mai crescuta (p<0,01) cu ORGLow comparativ cu INORG si ORG. Excretiile
minerale fecale totale zilnice au fost reduse cu ORGLow comparativ cu INORG sau ORG.
Rezultatele acestui studiu sugereaza cd suplimentarea rumegatoarelor mici cu o doza
scdzutd de OTM poate reduce semnificativ excretia minerald fard un efect negativ
asupra starii minerale fiziologice a animalelor. Cu toate acestea, sunt necesare studii
suplimentare pe termen lung pentru a evalua mobilizarea mineralelor din depozitele
corporale in timpu} suplimentarii cu doze scizute de OTM.

CONCLUZII GENERALE

Ludnd in considerare suplimentarea mineralelor la rumegatoare, in special
atunci cdnd vine vorba de elemente precum S, Mn, Zn si Cu, este necesara o atentie
deosebita in selectarea sursei minerale potrivite, avand in vedere ca solubilitatea lor in
rumen este strans legata de functia rumenului (fermentatie, degradarea substratului,
interactiunile dintre microorganisme), absorbtia intestinald a mineralelor si excretia
mineralelor in fecale.

Primul pas al acestei cercetari doctorale a fost dezvoltarea unui model in vitro
pentru a evalua solubilitatea ruminald a diferitelor minerale. Pe baza rezultatelor
obfinute dupa numeroase incubari folosind lichidul ruminal ca si inocula, s-a ajuns la
concluzia ci una dintre cele mai relevante metode de evaluare a selubilititii ruminale a
S, Mn, Zn si Cu se bazeaza pe separarea mediului final de fermentatie (dupa 70 de ore
de fermentatie) prin centrifugari multiple. Prima centrifugare este efectuata la 100x g
(5 min la 4 °C), pentru a separa o fractiune insolubil3, care contine particule de furaje
nedegradate, protozoare si minerale insolubilizate). Supernatantul obtinut este in
continuare centrifugat la 18.500x g (20 min la 4 °C) pentru a separa o fractiune
imbogatita in bacterii si un supernatant final, contindAnd numai minerale solubilizate.
Se analizeaza apoi concentrafia minerald a fiecarei fractiuni de centrifugare. Pe urma,
solubilitatea ruminala a S, Mn, Zn si Cu poate fi exprimata ca procent din mineralul
solubilizat in supernatantul final, pe baza continutului total de minerale analizat in
diferitele fractiuni de centrifugare. Mai mult, concentratia in oligoelemente a fractiunii
imbogatite cu bacterii ar putea fi un indicator al biodisponibilitatii globale, deoarece
oligoelementele {% din cantitatea totald) asimilate de catre bacteriile ruminale pareau
sa fie in relafie cu absorbtia aparenta intestinala a oligoelementelor la rumegatoare.

Folosind modelul in vitro mentionat mai sus, a fost evaluata solubilitatea
ruminald a mai multor surse anorganice de S. Rezultatele acestui studiu indica faptul ca
NaSO,, (NH,).S0, si MgSO0, sunt foarte solubile in rumen, in timp ce sulful elemental
(ES) are o solubilitate sciazuta. Avand in vedere solubilitatea lor ridicat3, sursele de
sulfat (-SO,) de S par a fi mai bine asimilate de catre bacteriile ruminale comparativ cu
ES, sugerand o biodisponibilitate mai ridicata in rumen. Pe baza parametrilor de
fermentare masurati in vitro (PTG, dSU, PF), se poate evidentia faptul cd (NH,),S0, are
un efect negativ asupra functionarii rumenului, ES nu afecteaza, in timp ce NaSO, si
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MgSO0, pot imbunatiti parametrii specifici de fermentatie. Studiul in vivo cu boi canulati
ruminal, cu o suplimentare a ratiei fie cu MgSQ,, fie cu ES peste nivelurile recomandate
a confirmat efectul pozitiv al unei surse de S foarte solubil in rumen (MgS0,) asupra
functiondrii rumenului, promovand nu numai o degradare mai crescuta a substratului
(SU si NDF), ci si un impact benefic asupra populatiilor microbiene specifice, cum ar fi
bacteriile fibrolitice. In plus, analiza microbiotei ruminale a sugerat ¢ S-ul, indiferent
de sursa (ES sau -S0,), ar putea avea un rol pozitiv in modularea populatiilor
metanogene cu potentialul de a reduce productia metan enteric.

Pe baza studiilor in vitro prin care s-a evaluat solubilitatea ruminala a surselor
anorganice de Mn, Zn si Cu, s-a observat cd MnSQ,, ZnSO, si CuSO, sunt foarte solubile
in rumen, MnO este destul de solubil, in timp ce ZnO are o solubilitate scizuta. In plus,
sursele de oligoelemente mai solubile de -SO, par a fi mai bine asimilate de citre
bacteriile ruminale in comparatie cu formele de oxid, prezentind prin urmare, o
biodisponibilitate potential mai crescutd. Cu toate acestea, pe baza rezultatelor
studiilor in vitro, dozele crescute de oligoelemente anorganice, indiferent de sursa
{oxizi sau sulfati), par sa aibd un efect negativ asupra activitdtii de fermentare a
rumenului, cum ar fi productia totald de gaze, degradabilitatea substantei uscate si
sinteza proteinelor microbiene.

Rezultatele evidentiate in acest studiu doctoral sugereaza ca rumegatoarele ar
putea fi suplimentate cu o dozd redusd de oligoelemente organice comparativ cu
oligoelementele anorganice la nivelurile recomandate de sistemele nutritionale,
prezentdnd o strategie viabili in atenuarea excretiei minerale in mediu. in plus,
nivelurile de suplimentare redusa de oligoelemente nu au prezentat efecte negative
asupra digestibilitatii nutrientilor si nu au compromis starea minerala fiziologica a
animalelor.

RECOMANDARI

Avand n vedere rezultatele obtinute in urma studiilor realizate pa parcursul
acestui program de cercetare doctorald, modul in vitro bazat pe sucul ruminal este
relevant pentru evaluarea solubilititii ruminale a mineralelor, dar nu este cel mai
potrivit pentru efectuarea de observatii asupra florei microbiene din rumen, in special
cand se realizeaza o suplimentare cu sulf si oligoelemente. Pentru acestea din urma,
modelele in vivo sunt mai potrivite.

Rezultatele acestui studiu doctoral indicd faptul ca suplimentarea ratiilor
compusi in principal de furaje grosiere la rumegatoare cu panala 0,30% SU de S (peste
niveluril de 0,20% recomandat catre sistemele nutritionale), folosind ¢ sursa de S
foarte solubild in rumen, poate imbunatiti degradarea substratului si eficacitatea
fermentatiei ruminale. Cu toate acestea, se recomandd studii suplimentare la
rumegatoare, suplimentate cu surse de sulf foarte solubile in rumen, care acopera
cerintele microbiotei ruminale in S {mai mari decidt cerintele animalelor gazda) si
efectele asupra biodisponibilitatii diferitelor oligoelemente (anorganice si/sau
organice la doze de suplimentare recomandate si reduse), avand in vedere ca S este
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unul dintre principalii antagonisti ai Cu, Mn si Zn in ceea ce priveste absorbtia
intestinali. In plus, sunt necesare studii suplimentare pe termen lung pentru a evalua
mobilizarea mineralelor din depozitele corporale in timpul suplimentirii cu doze
scazute de oligoelemente organice la rumegétoare.
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