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RESUMO

Obijetivou-se selecionar fungos anaerobios facultativos do rimen de ovinos e avaliar sua
capacidade probiotica em associacdo a dietas de alto grdo (DAG) para ovinos Santa
Inés/Dorper. Reativaram-se 30 isolados fungicos provenientes do rimen de ovinos submetidos
a DAG, estocados em colecdo fungica no Laboratério de Microbiologia do Instituto Federal
Goiano Campus Ceres, onde também foram conduzidos 0s ensaios in vitro e in vivo. Os isolados
foram classificados quanto a morfotipologia por microcultivo, submetidos a testes de producgéo
de enzima amilase e micotoxinas, de tolerancia aos principais acidos graxos volateis, de
viabilidade no fluido ruminal e da capacidade de colonizagéo dos granulos de amido. No ensaio
de desempenho adotou-se fatorial 4x2 em DIC, sendo quatro inoculantes (sem indculos, com
Rhizomucor spp., com Aspergillus terreus e com mistura dos dois fungos) e dois
processamentos (grdo moido ou inteiro). Utilizaram-se oito baias com cinco borregos/baia,
durante 75 dias com 15 dias de adaptacdo. Dietas com 85% de milho mais 15% de ndcleo
vitaminico, mineral e proteico, foram fornecidas ad libitum duas vezes ao dia (7h e 16h),
permitindo sobra de 5%, sendo os in6culos aspergidos na hora do arragcoamento. Realizaram-
se cinco coletas de amostras dos ingredientes das dietas, das dietas e das sobras das dietas
durante o ensaio para realizacdo das andlises centesimais. Os animais foram pesados
quinzenalmente para avaliacdo dos indices de desempenho. Ao abate no final do ensaio, foram
calculados os rendimentos de carcaca de cinco animais por tratamento, assim como, coletados
os fluidos para estudo do perfil microbiolégico ruminal, avaliagdo macroscépica do fluido,
concentracdo de nitrogénio amoniacal, verificacdo da atividade microbiolégica e andlises
histoldgicas do ramen. Dados com distribui¢do paramétrica foram submetidos a ANOVA e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%. Nas variaveis do perfil microbioldgico, usou-se
o0s testes ndo paramétricos Qui-quadrado, Wilcoxon e Kruscall-Wallis, além das analises
descritivas. Dos 30 isolados fungicos selecionados, 21 sdo do género Aspergillus spp., seis do
género Rhizopus spp. e trés Rhizomucor spp., que foram avaliados quanto ao seu potencial
probiético in vitro. Todos os isolados foram capazes de degradar amido, e 19 sdo produtores de
micotoxina. Nao houve interacdo entre os fatores processamento e probi6ticos para as variaveis
de desempenho (P>0,05), assim como, ndo houve efeito da adicdo dos probidticos sobre o
desempenho dos ovinos alimentados com os diferentes tratamentos (P>0,05). Observou-se
maior consumo de MS, MM, EE, FDN e CNF para os animais alimentados com milho gréo
inteiro (MGI) (P<0,05). N&o houve diferenca significativa (P>0,05) para o consumo de MO,
PB, GPMD, CA e nem para eficiéncia alimentar. O odor aromatico predominou no fluido
ruminal, o que caracteriza ambiente com pH neutro. As amostras do fluido apresentaram alta
atividade microbiana. O pH ruminal diferenciou-se (P<0,05) quando considerado o tipo de
processamento, sendo maior para milho grdo moido (MGM). N&o observou-se diferenca para
nenhuma das comunidades microbioldgica analisadas (P>0,05) (bactérias Lac+ e Lac-, fungos,
leveduras e protozoarios). ldentificou-se seis géneros de fungos anaerobicos facultativos para
as todas amostras de fluido ruminal do total de 15 observacdes. Cladosporium spp. foi o género
mais prevalente (46,66%), seguido por Aspergillus spp. (26,66%). Ndo houve diferenca
significativa na populacdo de protozoarios (P>0,05). A largura da base das papilas ruminais
apresentou interacdo expressiva entre os fatores processamento e probidtico flngico, sendo
maior para MGM (P<0,05) para o tratamento com Rhizomucor spp. e o controle (P<0,05). Os
fungos anaerobios facultativos do rimen sdo promissores para serem usados como probioticos
em dieta de alto grdo, contudo no ensaio desempenho o aumento da concentracdo dos fungos
ndo demostrou ser eficaz. Outros estudos fazem-se necessarios para encontrar a situacao
adequada para maxima expressdo probiotica dos isolados fungos selecionados.

Palavras chaves: aditivos nutricionais, confinamento, dieta concentrada, microbiota, ovinocultura
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ABSTRACT

The objective was to select facultative anaerobic fungi from the sheep rumen and to evaluate their
probiotic capacity in association with high grain diets (DAG) for Santa Inés/Dorper sheep. It was
obtained 30 fungal isolates from the sheep rumen submitted to DAG, which were part of the fungal
collection stored in the Laboratory of Microbiology of the Federal Goiano Campus Ceres Institute,
where the in vitro and in vivo assay was also conducted. The isolates were classified according to
morphotyping by microculture, submitted to amylase and mycotoxin enzyme production tests, tolerance
to the main volatile fatty acids, viability in the ruminal fluid and the colonization capacity of the starch
granules. In the performance test, 4x2 factorial was used in CED, with four inoculants (no inoculum,
Rhizomucor spp., Aspergillus terreus and mixed of two fungi) and two processing (ground or whole
grain). Eight bays with five lambs/bay were used for 75 days with 15 days of adaptation. The diets with
85% corn plus 15% vitamin, mineral and protein nucleus were fed ad libtum twice a day (7h and 16h),
allowed to be left over 5%, and the inocula sprinkled at the time of feeding. Five samples were taken of
the ingredients of the diets, the diets and the leftovers of the diets during the test to perform the
centesimal analyzes. The animals were weighed biweekly for evaluation of performance indices. At the
end of the trial, the carcass yields of five animals per treatment were calculated, as well as the ruminal
fluid for the study of the microbiological profile of the rumen, macroscopic evaluation of the ruminal
liquid, ammonia nitrogen concentration and microbiological activity, in addition to the TGI fragments
for histological analysis. The parametric data were submitted to ANOVA and the data averages
compared by the Tukey test at 5%. For the variables of the microbiological profile, the non-parametric
tests, Chi-square test, Wilcoxon and Kruscall-Wallis were used, besides the descriptive analyzes. Of the
30 selected fungal isolates, 21 are of the genus Aspergillus, six of the genus Rhizopus spp. and three
Rhizomucor spp. which were evaluated for their probiotic potential in vitro. All the isolates were able
to degrade starch, and 19 are mycotoxin producers, being initially not feasible as a probiotic. There was
no interaction between probiotic and processing factors for the performance variables (P>0.05), nor was
there any effect of the addition of probiotics on the performance of sheep fed the different treatments
(P> 0.05). Greater consumption of DM, MM, EE, NDF and CNF was observed for animals fed whole
grain corn (MGI) (P<0.05). There was no significant difference (P>0.05) for OM, PB, GPMD, CA and
neither for food efficiency. Fluid staining showed a low rate of acidosis. The aromatic odor
predominated, which characterizes environment with neutral pH. Fluid samples showed high microbial
activity. The ruminal pH differed (P<0.05) when considered the type of processing, being higher for
milled grain (MGM). No difference was observed in any of the analyzed microbiological communities
(P>0.05) (Lac + and Lac- bacteria, fungi, yeasts and protozoa). Six genera of facultative anaerobic fungi
were identified for all ruminal fluid samples from a total of 15 observations. Cladosporium spp. was the
most prevalent genus (46.66%), followed by Aspergillus (26.66%). There was no significant difference
in the protozoan population (P>0.05). The width of the base of the papillae presented expressive
interaction between the fungal probiotic and processing factors, being higher for MGM (P<0.05) for
Rhizomucor spp. treatment and control (P<0.05). Selected anaerobic fungi from the rumen are promising
to be used as a probiotic on a high grain diet, however in the performance assay the increased fungi
concentration has not been shown to be effective. Other studies are necessary to find the appropriate
situation for maximum productive expression of the isolated selected fungi.

Keyword: concentrated diet, feedlot, microbiota, nutritional additive, sheep



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1 INTRODUCAO

Um dos fundamentos da produgdo animal é atender a alta demanda mundial por proteina
de origem animal, o que tem exigido do setor pecuério altos indices de produtividade aliados a
adocdo de novas tecnologias no manejo nutricional, como por exemplo, as dietas sem volumoso
na alimentacdo de animais ruminantes.

Uma das maiores preocupacdes dos produtores de ovinos em sistemas de terminacdo € a
producdo de forrageiras, que muitas vezes se tornam escassas em funcdo das condicOes
climaticas nas regides tropicais de producdo’?. Novas tecnologias como o uso de alta
concentracdo graos inteiros associada ao nucleo nutricional peletizado em dieta de acabamento,
ja tém sido praticadas por muitos confinadores, tanto em ovinos quanto para bovinos de cortes
confinados. Essa préatica além de ser uma alternativa para a falta de forragem, tende a reduzir o
custo com méao-de-obra, maquinas e equipamentos, podendo ainda reduzir o tempo de abate e
melhorar o rendimento e padronizagdo de carcaga®™.

O milho é o principal alimento energético usado nas dietas de animais de producdo, sendo
também o principal componente em na dieta de alto grdo (DAG). Sabe-se que a digestibilidade
ruminal do amido do gréo de milho é limitada pela matriz proteica, que € uma estrutura densa
constituida de corpos proteicos estruturados poligonalmente, que envolve os granulos de amido
e impede que haja espago vazio entre ambos®. Essa matriz proteica esta presente principalmente
no endosperma vitreo dos graos® e a quebra da matriz proteica pode melhorar a velocidade e a
extensdo da digestdo do amido’®. Em funcio dessas propriedades, observa-se perdas
significativas de amido nas fezes dos bovinos submetidos a sistemas de confinamento em
DAGS.

Trabalhos como os de Parente et al.°, Caetano et al.* e Oliveira et al.'° tém comprovado
ganhos na terminacdo de animais alimentados com dieta contendo alta concentracdo de gréos e
baixa concentracdo de volumoso de relagdo mais usada 85:15%, respectivamente. Contudo,
frequentemente os mecanismos fisioldgicos de homeostase sdo rompidos, ocorrendo reducéo
do pH ruminal, com alteragdes que podem ser prejudiciais a microbiota do rimen e deixam o
animal mais susceptivel a doengas metabolicas e infecciosas'* 3. Entretanto, ¢ valido respaldar
que a notavel capacidade de producéo proteica nos ruminantes € dependente desse sistema de

pré-estbmagos, o qual alberga complexo ecossistema microbiano.



Quando o pH ruminal é baixo, a diversidade microbiana reduz, populacdes de
protozoarios sofrem declinio e as bacterianas sdo alteradas*'*'®, com reducgdo ou total
eliminagdo da populagéo fingica'®® Se o pH ruminal continuar a cair, os Lactobacillus spp.
podem substituir a bactéria Streptococcus bovis, iniciando um acimulo excessivo de lactato,
levando a acidose ruminal??>1". Dessa forma, evidencia-se a relevancia da utilizacdo de
aditivos na alimentacdo de ruminantes, principalmente daqueles confinados por um periodo
mais longo e arracoados com alto teor de concentrado.

Diferentes moduladores (iono6foros, antibidticos, prépolis, 6leos essenciais, simbioticos,
dentre outros) da microbiota ruminal tém sido estudados a fim de melhorar a atividade
microbiana no rimen*® quando animais s&o expostos a dietas desafiadoras (alta fibra de baixa
digestibilidade ou alto grdo com fornecimento de amido)®®. Hill et al.?® e Markowik e
“Slizewska?! afirmaram que os iondforos e antibidticos tém sido os aditivos mais empregados.
No entanto, o uso desses aditivos tem sido condenado por apresentar risco de residuos em
produto e subprodutos de origem animal. Como alternativa, muitos estudos tém sido
conduzidos com aditivos naturais, como 0s probioticos e prebidtiocos. Diferente dos
antibidticos, os probioticos sdo microrganismos que podem promover beneficios ao hospedeiro
sem deixar residuos®.

Sabe-se que a suplementacdo com a levedura Saccharomyces cerevisiae tende a aumentar
a populacdo de protozoarios ruminais, que sdo conhecidos por engolfarem rapidamente
granulos de amido, e esta acio contribui para uma estabilizacio mais eficiente do pH ruminal?.
Além disso, as células leveduriformes possuem a capacidade de consumir 0 oxigénio que chega
ao ambiente ruminal otimizando as condi¢fes de anaerobiose favoraveis para as bactérias
celuloliticas, sendo um dos principais fatores implicados no efeito benéfico da levedura na
degradac&o de fibra por bactérias ruminais?®. Estudos relataram que o potencial redox de liquido
ruminal foi menor na presenca de leveduras probidticos em dietas de cordeiros.

O conhecimento gerado em estudos com microbiota ruminal dos animais submetidos a
dieta de alto grdo, permite prever as principais espécies envolvidas na degradacdo dos graos,
guando estes encontram-se inteiros ou moidos, de forma a modular essa microbiota de maneira
mais eficiente, agregando ganhos na produgdo animal'®?®?°  Dehority?®® relatou que
Orpinomyces joyonii, Neocallimastix patriciarum e Piromyces communis S0 trés espécies
fangicas ruminais capazes de digerir 40-50% do amido presente no milho. Entretanto, somente
a primeira digere mais de 20% do amido presente no trigo e na cevada. Esses fungos possuem
a habilidade de penetrar com seus rizoides na matriz proteica do milho, mas ndo o fazem nos

granulos de amido. Amilases extracelulares sio liberadas para a degradacdo destes?’.



Escassos séo os trabalhos que avaliam a prevaléncia de fungos no TGI de ruminantes
arragoados somente com concentrado. Recentemente, Abréo et al.'® demonstraram que dietas
de alto grdo eliminam a populacdo de fungos anaerdbios estritos do ramen, elevam a
concentracdo de Streptococcus spp. e reduzem a diversidade microbiana no rumen,
provavelmente devido a reducdo significativa do pH (<5). Outros estudos tém mostrado que 0s
fungos anaerdbios ruminais produzem uma grande variedade de enzimas que geralmente
degradam maior quantidade de substrato que as bactérias do rumen. Além disso, possuem agédo
mecanica das hifas que penetram no alimento, facilitando a acdo de outros microrganismos
como as bactérias'®?8, Os fungos isolados da microbiota ruminal de ovinos em dieta de alto
grdo podem apresentar maior potencial, por ja estarem adaptados as condi¢des do ambiente
ruminal.

Portanto, este estudo foi conduzido visando verificar se fungos anaerdbios do rimen de
ovinos podem apresentar acdo probidtica e, consequentemente, influenciar parametros de
desempenho e da microbiologia do ambiente ruminal desses animais submetidos a dietas de

alto grdo, garantindo assim, o bem-estar animal.



2 REVISAO DE LITERATURA

Probioticos fungicos na dieta de alto gréo para ruminantes

2.1 Ovinocultura de corte

De acordo com Martins et al.?® ap6s anélises do rebanho mundial da ovinocultura,
observaram que 0 cenario apontava para um pequeno crescimento girando em torno de 1,5%
a0 ano. Em 2016 o rebanho de ovinos brasileiro ocupava a 18° posi¢do mundial?®.

A partir da analise estatistica de dados do ultimo Censo Agropecuario do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em 2017, pesquisadores da Embrapa Caprino e
Ovinos concluiram que o rebanho ovino nacional apresentou uma reducédo de 2,80% no periodo
de 2006 a 2017, com rebanhos de 14.167.504 e 13.770.344, respectivamente. Na regido Centro-
Oeste essa queda foi ainda mais significativa, passando de 918.672 cabecas em 2006 para
595.628 em 2017, com uma reducdo de 35,16% do rebanho. A regido Nordeste foi a Unica que
apresentou um aumento do efetivo de seu rebanho em 15,94%C.

Contudo, apesar da queda nos rebanhos ovinos no pais, os dados também apontaram que
houve um aumento de 19,99% na quantidade de estabelecimentos de produgdo ovina e um
aumento mais significativo ainda de 47,54% no volume de animais comercializados, passando
de 2.285.983 em 2006 para 3.372.707 em 2017. De acordo com os pesquisadores da Embrapa
Caprino e Ovinos, esse resultado expressa melhorias na atividade, que esta deixando de ser
apenas de subsisténcia e passando a ser uma atividade mais comercial®.

De acordo com Souza et al.>! sdo poucas as informagdes técnicas cientificas disponiveis
que poderiam ajudar a alavancar o desenvolvimento da ovinocultura de corte na regido Centro-
Oeste, assim como, no pais. O setor ainda encontra-se carente de informac@es solidas que
possam ajudar as organizagdes publicas e privadas a estruturar uma agenda comum voltada ao
desenvolvimento da atividade?. Dessa forma, o investimento em pesquisa com tecnologia de
producdo no setor torna-se fundamental.

O manejo nutricional com dieta de alto concentrado para ovinos de corte em sistema de
confinamento é uma tecnologia que contribui para melhorar os indices produtivo do setor?. O

uso de dieta de alto grdo para animais ruminantes de pequenos portes tem mostrado ser mais



eficiente do que para bovinos. Os ovinos sdo mais eficientes na mastigagéo e selecdo dos graos
inteiros, melhorando assim seu aproveitamento®.

O uso de probidtico em dieta de alto grao € pouco usado, contudo estudos tem demostrado
que a adicdo de probidtico a dieta tem contribuido para o aumento de desempenho animal®. O
desenvolvimento de um probidtico prdprio para dieta com alta concentracdo de grao (inteiro ou
moido), pode contribuir para melhorar o aproveitamento da dieta pelo animal, promovendo o

bem-estar animal e melhorando os indices de produtividade.

2.2 Dietas com alta concentracgdo de gréo energético

O uso de dieta com alta proporcéao de alimento concentrado energético, em que o0 grdo
de milho contribui com mais de 60%, pode ser considerado como um manejo nutricional normal
em se tratando de animais monogastricos. Contudo, no caso de animais ruminantes, a utilizacédo
desse tipo de dieta que ainda possui limitacGes, e que desde a década de 70 tem sido estudada
nos Estados Unidos, traz muita discussdo sobre a sua aplicabilidade=3.

No inicio do ano 2000, esse tipo de dieta ainda ndo era bem vista por alguns profissionais
gue atuam na area de nutricdo de ruminantes, devido as condi¢des anatdmico-fisioldgicas do
trato gastrointestinal desses animais, que tém como principal caracteristica uma alta eficiéncia
no aproveitamento de alimentos com elevados teores de fibra, como as forragens®. O rimen
constituido por uma comunidade de microrganismo, na maioria bactérias, que tem a capacidade
de transformar alimentos com baixo valor biolégico em alto valor biolégico.

Paulino et al.1, em revisdo acerca do assunto, relatam que a dieta com alto grio de milho
comecou a ser praticada em larga escala no Brasil a partir de 2005, com o desenvolvimento por
uma empresa de nutricdo animal de um ndcleo peletizado para ser usado misturado ao gréo
milho inteiro. Contadini® afirma que essa técnica comegou a ser explorada na regido Centro-
Oeste e Norte devido a expansdo da cultura do milho e ao baixo custo de sua producdo e alta
disponibilidade de graos nessas regides.

A dieta de alto concentrado também é bem conhecida como dieta sem volumoso, dieta
sem fonte de fibra, dieta com baixa fibra ou dieta de alto grdo. Baseado nos estudos, podemos
definir a dieta de alto concentrado como sendo a dieta com mais de 40% de concentrado
energetico, com variagGes que podem chegar até 90%, fornecida para animais ruminantes,
utilizando diversos tipos de graos (milho, sorgo, aveia, milheto, cevada, azevém, arroz com
casca e outros), e podendo ainda ser fornecido inteiro, moido, floculado, extrusado, e ainda na

forma de grdo Umido ou ensilado. Além dos processamentos mecanicos e térmicos ha também



os tratamentos quimicos’*. Como esse tipo de dieta contém alta concentragdo energética, os
alimentos com alto teor proteico, como a soja, carogo de algodéo e outros, néo sdo utilizados,
sendo essa dieta também chamada de dieta concentrada energética.

Em trabalhos mais recentes sobre dietas com gréo inteiro, principalmente milho, sorgo
e milheto, a relacéo grdo: nucleo mineral, vitaminico e proteico de 85:15%, respectivamente
93536 complementa a deficiéncia do grdo para atender as exigéncias dos ruminantes. Também
sdo observadas outras relagdes, tais como, 60:40% - concentrado:ntcleo'*?>37 ou 65:20:15% -
grdo:volumoso:nucleo, sendo que nessa ultima condicdo o volumoso tem como objetivo
aumentar a fonte de fibra na dieta!®%,

De acordo com Zhang et al.!! a dieta de alto grio é conhecida por promover grandes
alteracdes no rumen modificando a composicdo da microbiota ruminal. Essas alteracGes
ocorrem pela mudanca da dieta a base de volumoso para uma dieta com alto teor de
concentrado, podendo variar de 40% a 90% de concentrado energético’. Normalmente os
animais ruminantes antes de receberem uma dieta de alto grdo sdo mantidos em dieta com até
mais de 90% de volumoso. A substituicdo da dieta de alto volumoso para alto concentrado é
adotada, principalmente, com os bovinos, ovinos e caprinos de corte em fase de terminacdo em
sistemas de confinamento e/ou vacas e cabras de alta producdo de leite que demandam muito
concentrado, principalmente no periodo de balanco energético negativo.

Contudo, considerando o bem-estar animal e os varios distirbios metabdlicos que essa
mudanca de dieta pode provocar nos animais'?'® é necessario levar em conta o processo de
adaptacdo, uma vez que a populacio microbiana do rimen precisa habituar-se a nova dieta®.
O periodo de adaptacgdo consiste no processo de reducgdo da proporcao de volumoso e aumento
da proporcao de concentrado, em um periodo minimo de 14 dias, segundo recomendacdo de
varios estudos®%°, A adaptacdo pode ser do tipo escada ou por restri¢io?” 340,

De acordo com Perdigao et al.*’ e Barducci et al.*® o protocolo de adaptago tipo escada
consiste no fornecimento a vontade da dieta mista com aumento gradual dos ingredientes
concentrados de acordo com o tempo de adaptacdo, que pode ser de 9 a 14 dias, até que se atinja
o nivel desejavel de concentrado para a dieta de acabamento, que normalmente é composta com
85% de grdo energético e 15% nucleo.

O protocolo de adaptacao tipo restricdo tem como fundamento a restricdo da quantidade
ingerida da dieta final com aumento gradual até atingir o fornecimento ad libitum, sendo
recomendado iniciar a restrigio com fornecimento de 1,76% do peso corporal (PC)%®.

Barducci et al.*® avaliando os dois protocolos de adaptacio, escada versus restricdo, com

dois periodos de adaptagdo, 9 e 14 dias, reforcaram a recomendagio de Brown et al.>, de



utilizar, no minimo, 14 dias de adaptacdo, e consideraram o protocolo escada como sendo o
mais indicado, o que corrobora com Perdigéo et al.** que verificaram melhor adaptagio dos
animais a dieta de alto grédo utilizando o protocolo escada.

De 2005 até os dias atuais diversos trabalhos tém comprovado o aumento da eficiéncia, a
melhoria na converséo alimentar e no acabamento da carcaga, assim como, a redu¢do no custo
de producdo de ruminantes submetidos a dietas de alto grao®1%%4l Esses resultados tém
servido como fatores instigadores para 0 aumento de confinamentos de bovinos de corte em
dieta de alto grio no Brasil**142,

Vaérios sao os fatores que levaram os produtores a usar a dieta com alto concentracéo de
grdos em suas propriedades. Sem duvida, o fator que mais contribui é a redugdo no custo de
producdo. Dietas de alto concentrado sdo compostas basicamente de um grao (normalmente
85% da dieta) e um nucleo (participa com 15% da mistura), o que reduz muito o custo com
mao-de-obra, com maquinas e equipamentos e com area para o cultivo de lavoura, pois o
pecuarista pode adquirir os graos diretamente com os agricultores, além de reducdo no gasto de
transporte de ingrediente com alto teor de umidade!***3, Do mesmo modo, a selecdo de
alimentos de qualidade pelo produtor contribuird para 0 maximo aproveitamento do alimento
pelo animal melhorando a padronizacdo na formacéo do lote, carcacas mais pesadas e com
melhor acabamento®4®

Outras vantagens do uso da dieta de alto grdo estdo relacionadas as respostas de
desempenhos dos animais confinados relatadas por inimeros trabalhos da literatura. Fruet et
al.%® avaliando o desempenho, caracteristica da carcaca e qualidade da carne de ovelhas
descartes terminadas em sistema a pasto comparando com ovelhas recebendo dieta exclusiva
de grdo concluiu que ovelhas confinadas com dieta exclusiva de milho ou sorgo foram mais
eficientes no ganho de peso, enquanto que as ovelhas terminadas a pasto de azevém
apresentaram menor rendimento de carcaca.

Oliveira et al.1® , Humer & Zebeli’ e Caetano et al.*, concluiram que o grdo de milho
inteiro seco € economicamente mais viavel quando comparado aos outros processos por ndo
demandar custo de processamento e apresentar resultados satisfatério de desempenho.

Dias et al.* avaliaram desempenho e a viabilidade econémica de novilhos Nelore,
castrados e ndo castrados, confinados recebendo dieta de alto grdo por um periodo de 63 dias e
com 15 dias de adaptacdo. Concluiram que esse sistema foi economicamente viavel, e que 0s
animais ndo castrados tiveram maior ganho de peso e lucro. Parente et al.® também avaliaram

dados de desempenho e viabilidade econémica de cordeiros confinados recebendo dieta com



diferentes proporcdes de concentrados (40%, 60% e 80%) na dieta, e concluiram que a dieta

com 80% de concentrado proporcionou maior margem de lucro.

2.3 Tipos de gréos e processamentos

Nos ultimos cinco anos foram publicados diversos trabalhos sobre a avaliagdo do
consumo e desempenho de animais alimentados com diferentes tipos de grdos em dieta sem
volumoso. No Brasil, os gréos de cereais mais estudados foram o milho, sorgo, arroz com casca,
milheto, centeio e aveia preta, com resultados mais satisfatérios para o milho e sorgo. Mais de
70% do milho usado no Brasil, apresenta endosperma vitreo**, morfologia atribuida ao milho
dentado, caracteristica dos principais tipos de milhos cultivados no pais. Diferente do milho
que é cultivado nos EUA, o qual apresenta caracteristica farinacea, de facil digestibilidade,
porém sua producao € inviavel para as condicGes climaticas do Brasil.

Bernardes et al.*® realizaram um experimento com ovinos e avaliaram 0 consumo,
desempenho e fizeram analises econémicas do grdo de milho, grdo de aveia branca, gréo de
aveia preta e grdo de arroz com casca, e verificaram a superioridade do milho em todas as
avaliacdes.

Oliveira et al.? avaliaram trés tipos de processamentos do milho (gréo inteiro, grdo moido
e grao Umido), e concluiram que animais alimentados com dieta de gréo inteiro apresentaram
maior peso final, maior nimero de papilas ruminais por area (cm?), maior contetido gastrico,
menor pH ruminal e menor quantidade de protozoarios em comparacao a dieta de grdo umido.
Esses autores sugeriram que as analises desses fatores em conjunto, indicaram que o milho
inteiro tem baixa velocidade de degradacdo no rumen, e que ha diferencas no perfil de acidos
graxos em relagdo as outras dietas, mas que apesar de todas essas caracteristicas favoraveis ao
ambiente mais acido, a dieta de grdo inteiro ndo prejudicou o desempenho dos animais.

Caetano et al.* avaliaram o processamento (milho Gmido ou milho moido seco e a
concentracéo de amido do milho (300, 350, 400 e 450 g/kg da MS), no desempenho de bovinos
na fase de terminacdo. Os autores observaram que ndo houve efeito do tipo de processamento
sobre o peso final e ganho diario medio, mas o rendimento de carcaga (quente ou fria) foi maior
para animais alimentados com grdo Umido quando comparado aos alimentados com grédo seco
moido, nas concentra¢Bes de amido de 400 e 450 g/kg da MS.

Novas técnicas de tratamentos dos grdos com substancias quimicas, como formaldeido,
amonia e acidos organicos, tém surgido com o objetivo de complementar a técnica de

processamento mecanico do grdo ou até mesmo a sua substituicdo. Humer & Zibeli” afirmaram



que essas substancias sdo adicionadas com o objetivo de reduzir a degradagdo ruminal do
amido, reduzindo assim os riscos de disturbios causados pela fermentagdo ruminal, e permitindo
que o amido seja digerido no intestino.

Trabalho realizado por Vyas et al*® avaliando o uso de dois &cidos orgénicos (acido
malico e fumarico) em duas concentragdes (baixa: 61g/dia e 59g/dia; e alta 125g/dia e
134g/dias, respectivamente) para o controle de acidose ruminal subaguda (SARA) de gado
confinado recebendo dieta de alto grdo, concluiram que os acidos organicos usados nédo
apresentaram efeitos significativos sobre os parametros fermentativos ruminais nem sobre o

controle da SARA quando comparados ao tratamento controle.

2.4 Dieta de alto grao: ambiente ruminal e alteracfes metabolicas

De acordo com Humer & Zebeli’, o fornecimento de dietas com alto teor de grio para
animais ruminantes tem como objetivo principal alterar a concentracdo de amido, permitindo
que haja uma alta densidade energética, garantindo suporte ao aumento da producao.

Contudo, dieta com alta concentracdo energética € considerada de alto risco para animais
ruminantes, pois condiciona o animal a desenvolver distarbios metabdlicos devido a alteracéo
na caracteristica da populacdo microbiana do rimen quanto a diversidade e composicao®®.
Faniyi et al.*’ concluiram em sua pesquisa que é fundamental que ecologistas e nutricionistas
de ruminantes entendam a mudanc¢a na microbiota ruminal e como essa populagdo é afetada
pelo tipo de dieta fornecida a qual é influenciada pela alteracdo no pH do ambiente ruminal.

Zhang et al.!* avaliaram a alteragio da microbiota ruminal, do metabolismo hepatico e
parametros sanguineos de caprinos alimentados com dieta sem concentrado e com 65% de graos
na matéria seca usando a metodologia de cromatografia gasosa, e notaram alteracdes negativas
nas variaveis estudadas.

Guo et al.*® corroboram com Zhang et al.*® ao afirmaram que o estresse oxidativo ocorre
em vacas apos a alimentacdo com dieta de alto concentrado. Do mesmo modo, Abaker et al.*’
verificaram que os lipopolissacarideos derivados do trato digestivo poderiam provocar estresse
oxidativo no figado de ruminantes alimentados com DAG. Zhang et al.!! também alegam que
no ponto de vista metabolico, DAG aumenta as concentragdes de cistina e glicina, mas diminui
as concentracBes de lisina e valina no figado. Segundo esses autores, a alteracdo na
concentracdo de amino&cidos pode ser indicativo de dano hepatico, causado nos animais apos
alimentacdo observado em cabras sob DAG. A concentragdo de aminoacidos, esta direta ou

indiretamente relacionada a producgéo de anticorpos e rea¢fes antioxidantes.
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Estudos tém sido realizados com o desenvolvimento de técnicas de processamento dos
grdos, que pode ser mecanico levando-se em conta a granulometria ou tratamento térmico na
tentativa de melhorar o aproveitamento do amido dos grdos pelo aparelho digestério dos
animais ruminantes. Segundo Humer & Zebeli’, a digestibilidade e a utilizagdo do amido
presente nos graos é fundamental para garantir o suporte energético. Contudo, o processamento
mecanico do gréo contribui também para acelerar o aumento na degradacdo ruminal do amido.
O que pode elevar o risco de distarbios devido ao aumento na fermentacao ruminal causada por
microrganismos capazes de usar esse carboidrato como fonte de energia produzindo &cido
lactico e deixando o ambiente ruminal mais cido’.

De acordo com Benninghoff et al.>* os amidos de trigo, triticale (cruzamento de trigo e
centeio), aveia e cevada apresentam taxa rapida de passagem e alta degradacdo no ramen,
enquanto que o milho e sorgo apresentam menores taxas de passagem e degradacdo. A baixa
taxa de degradacéo ruminal do amido dificulta a liberagdo dos granulos no rimen evitando sua
utilizag@o por bactérias amiloliticas. As bactérias amiloliticas sdo capazes de fermentar o amido
produzindo acido lactico, o qual contribui com a reducdo do pH por aumentar a liberacédo de
fons H*'334, Oliveira et al.?, Abréo et al.'® e Seddik et al.™® observaram que animais recebendo
dieta de alto gréo inteiro apresentaram fluido ruminal com caracteristicas do ecossistema
ruminal acido, identificado por andlises fisico-quimicas.

Seddik et al.*® analisando os pardmetros de fermentac&o ruminal e a microbiota associada
ao epitélio de ovelhas em periodo de adaptacdo para uma dieta de alto grdo, observaram que o
pH ruminal diminuiu drasticamente, enquanto que a concentracdo dos acidos graxos volateis

totais (butirato, lactato e valerato) aumentaram.

2.5 Uso de probiotico em dieta de alto gréo

Em 2002, a Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO)
elaborou uma definigdo para probidtico que mais tarde, em 2013, por meio da Associagdo
Cientifica Internacional para Prebidtico e Probidtico (ISAPP) criada pela FAO em parceria com
a OMS, foi novamente analisada e mantida como sendo “cepas vivas de microrganismos
estritamente selecionados que, quando administradas em quantidades adequadas, conferem um
beneficio a satide do hospedeiro™?L,

Mais recentemente, Hill et al.?° por meio da elaboragio de um painel de estudo com a

permisséo da ISAPP, definiram o probidtico como “microrganismos Vivos que quando
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administrados em quantidade adequada, conferem um beneficio a saude do hospedeiro”, sendo
esse o0 conceito mais recente usado.

Os microrganismos mais utilizados como probidticos sdo, principalmente, bactérias
Gram-positivas, como o0s géneros dos Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus, Pedococcus e
Streptococcus. No entanto, alguns fungos e leveduras também sdo usados como probidticos
nutricionais, sendo os principais as espécies Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces?..

O uso de probiotico ganhou forca a partir de 1° de janeiro de 2006, quando o uso de
antibidtico como promotor de crescimento passou a ser proibido na Unido Europeia, pois 0s
antibidticos em uso prolongado promovem resisténcia dos microrganismos aos farmacos?°. Os
probioticos e prebidticos por serem considerados produtos naturais e garantirem efeitos
similares aos antibioticos®® tém ganhado espaco como promotores de crescimento com uma
ampla capacidade de estudo devido a vasta diversidade microbiana existente?®.

Dessa maneira, devido aos problemas metabolicos que a DAG pode vir a causar aos
ruminantes, estudos sobre o uso de probidticos para esta espécie submetidos a dieta com alto
concentrado parecem promissores, com 0 objetivo de melhorar a eficiéncia produtiva dos
ruminantes.

Raabis et al.>! ressaltam que poucos sdo os trabalhos com o uso de probi6tico com
objetivo de melhorar as condi¢des do ambiente ruminal. De acordo com Uyeno et al.>? 0 uso
dessa tecnologia em ruminantes esta voltada a melhoria da sadde intestinal por meio de
estimulacdo da microbiota intestinal benéfica que ajuda a melhorar a imunidade da mucosa e a
prevencdo de patdgenos entéricos e que tipicamente colonizam o intestino de bezerros.

Os probiéticos possuem potencial para melhorar a saude intestinal, pois a sua adi¢do a
dieta ajuda a estimular o desenvolvimento de uma microbiota equilibrada com predominéncia
de bactérias benéficas, o que ajuda a prevenir a colonizacdo por enteropatogénicos,
contribuindo assim, para 0 aumento da capacidade digestiva e aumento da imunidade da

mucosa®2.

2.6 Fungos

Os fungos podem ser macro ou microrganismos eucariontes, aclorofilados, heterotréficos
que podem viver como parasitas atacando plantas, animais, algas, outros fungos e o homem.
Podendo ser saprobios, que se alimentam de matéria organica em decomposicéo, podendo esses
mesmos fungos saprdbios apresentarem comportamento parasitario dependendo das condi¢bes

ambientais em que vivem®. Também existem fungos de grande importancia econdmica, como
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os cogumelos e leveduras, usados na industria de alimentos podendo ser consumidos imaturos
ou usados no processo de fabricacdo de bebida, respectivamente®. Com grande aplicacéo
econdmica, ha ainda os fungos usados pela industria farmacéutica na producéao de antibioticos,
e alimenticia na producdo de enzimas, com varias aplicacfes, sendo mais comum sua utilizagédo
como aditivos nutricionais®®°.

Entre os fungos, existem ainda os que vivem em associagdo de mutualismo com plantas
formando as micorrizas e servindo como reserva de nutrientes, os que vivem dentro do TGI dos
animais, como os fungos anaerdbios filamentosos que atuam no TGI de animais ruminantes
degradando as fibras, e os bolores ou mofo que atuam na decomposi¢do da mateira organica,
sendo eles conhecidos pelo seu papel importantissimo de reciclagem>>®,

Os fungos possuem ciclos de vida que variam de simples a complexos. Os fungos
filamentosos, geralmente conhecidos como “bolores”, referem-se aqueles que crescem como
colonias multicelulares®®. Os fungos podem ser classificados quanto & capacidade de
sobreviverem na presenca ou ndao de oxigénio, podendo ser aerébio (desenvolve na presenca de
0>), anaerobio (ndo necessita de O para crescer) e anaerobio facultativos (s&o capazes de usar
0 O2 para crescer mas sdo capazes também de se desenvolver sem a presenca de O2)°’.

Os fungos sdo organismo eucariontes, podendo ser unicelulares ou multicelulares
(leveduras e filamentosos, respectivamente), a sua parede celular contém quitina e a-glucano e
n&o apresenta plastos ou pigmentos fotossintéticos®®. Além disso, ndo sdo capazes de formarem
tecidos verdadeiros, ndo tém reserva de amido como fonte energética®.

A reproducdo pode ser sexuada (por esporo) ou assexuada (conidios). Essas estruturas
germinam formando um ou mais filamentos finos. Os filamentos se ramificam no substrato por
todas dire¢des formando o que chamamos de micélios. Os micélios podem ser vegetativos,
responsaveis pelo desenvolvimento, fixacdo, crescimento e absorcdo de alimentos; ou podem
ser de frutificacdo, responsaveis pela reproducdo, sendo filamentos simples conhecidos como
hifas. As hifas podem ser septadas, conhecidas como apociticas, ou ndo septadas, as
cenociticas®%%%8,

Na identificacdo macroscépica, os fungos podem se diferenciar pelas caracteristicas
visuais, sendo possivel identificar fungos bolores, que apresentam uma coldnia filamentosa, e
fungos leveduras com caracteristica cremosa. Essa caracteristica é fundamental no processo de
identificacdo dos fungos®.

O reino Fungi possui oito filos: Chytridiomycota, Neocallimastigomycota,
Blastocladiomycota, Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota, Zygomycota e

Basidiomycota®®®, Os fungos encontrados no rimen pertencem ao filo
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Neocallimastigomycota, e ttm como caracteristica viverem em ambientes anaerdbios terrestres
ou aquaticos, e o representante classico desse grupo é o Neocallimastix spp.>>*. Os fungos
anaerdbios isolados do trato gastrointestinal de animais ruminantes foram divididos em dois
grupos, de acordo com a morfologia observada. S80 os monocéntricos, que contém um
esporangio (estrutura reprodutiva) e os policéntricos, que contém varios esporangios. Os fungos
Neocallimastix, Caecomyce e Piromyce pertencem aos grupos dos monocéntricos e utros
fungos, como os Ruminomyces, Orpinomyces e Aneromices, sio policéntricos?.

Estudo realizado por Abrdo et al.®® para verificar a presenca de estruturas com
caracteristicas de fungos anaerobios no contetdo ruminal de bovinos e caprinos de corte em
pastejo, observou que 77,8% e 73,9% de estrutura fingica foram encontradas no rimen de
caprinos e bovinos, respectivamente. O género Neocallimastix spp. apresentou taxa de detec¢édo
semelhante para ambos grupos animais, e 0s géneros Orpinomyces e Anaeromyces spp. juntos
foram encontrados em 50% e 26% das amostras de caprinos e bovinos, respectivamente. Abréo
et al.’® realizaram trabalho de investigagdo das caracteristicas populacionais da comunidade de
fungos ruminais de bovinos em dietas com fonte de volumoso ou de alto concentrado energético
de milho. Os autores observaram maior predominancia dos fungos Aspergillus terreus seguido
do A. fumigatus em bovinos alimentados com forragem lignificada, contudo animais sob dieta

com alto concentrado, apresentaram maior presenca de fungos do género Aspergillus spp.

2.7 Probi6ticos Fungicos para Ruminantes

Poucos sdo os trabalhos que destacam os fungos autdctones do rimen como possiveis
potenciais probioticos capazes de atuarem nas propriedades digestivas do alimento melhorando
as condicBes ruminais. Fungos anaerobios possuem a capacidade de degradar as fibras por
serem capazes de produzir enzimas fibroliticas e possuirem uma ago mecanica de ruptura®?,

Wallace *7, Goes et al.%? e Oliveira et al.®® em seus achados relataram que a adic¢éo do
fungo Aspergillus oryzae e da levedura Sacchoromyce cerevisiae poderia melhorar a
produtividade de ruminantes em aproximadamente 7 a 8%. Trabalhos mais recentes, como 0s
de Abrdo et al.'®, Duarte et al.®® e Almeida et al.®*, que trataram sobre o isolamento,
caracterizacdo, identificacdo e multiplicacdo de fungos com potencial de aditivos nutricionais
para serem usados em determinado tipo de dieta de ruminantes estdo ganhando ateng¢do no meio
cientifico, por destacar a expressiva habilidade de producdo enzimatica desses isolados

microbianos.
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Mao et al.}* trabalhando com as técnicas de pirosequenciamento, espectrofotometria e
cromatografia gasosa para estudar os efeitos do aumento da concentragdo de grédo de milho na
dieta de cabras (0%, 20% e 50%) sobre as mudancas causadas na microbiota ruminal e seu
metabolismo, verificaram que o aumento da proporcdo de grdos teve efeito diretamente
proporcional com nimero de protozoarios ciliados e bactérias metanogénicas, e a0 mesmo
tempo diminuiu a densidade de fungos anaerdbios e a riqueza da comunidade de arqueas (seres
vivos que também habitam o rdmen, morfologicamente semelhante as bactérias, mas
bioquimicamente distintas). Esses mesmos autores afirmaram que 57% dos fungos anaerobios
predominantes detectados, com o aumento da concentracdo de grdos, foram dos géneros
Neocallimastix, Orpinomyces e Piromyces, e concluiram que esse aumento de concentrado
reduziu a diversidade e a riqueza da comunidade fungica anaerébica no rimen.

Almeida et al.®* ao identificarem fungos anaerdbios celuloliticos potenciais isolados do
trato digestorio de bovinos leiteiros alimentados com forragens tropicais, verificaram que o
género Aspergillus spp. apresentou maior média de indice de atividade celulolitica, sendo que
dentre os 49 fungos estudados, oito Aspergillus spp. e seis Paecilomyces spp. apresentaram o
maior indice de atividade celulolitica, o que indica que possuem potencial para serem utilizados
na nutri¢cdo de ruminantes em dieta com fonte de volumoso.

Abrio et al.® estudaram as caracteristicas do ambiente ruminal para a populagéo flingica
(aerdbios e anaerdbios) de 50 novilhos criados em sistema de pastejo e 20 novilhos confinados
recebendo dieta sem fonte de volumoso e verificaram proporcGes semelhantes de fungos
anaerdébios monocéntricos e policéntricos em novilhos em pastejo, no entanto, esses fungos
anaerdbios estritos ndo foram encontrados em nenhum dos animais alimentados sem fonte de
volumoso. Os mesmos autores ainda verificaram que a presenca de fungos anaerdébios no fluido
ruminal de novilhos confinados foi maior do que em animais criados a pasto, e que apds a
identificacdo por microcultivo o género prevalente foi o Aspergillus sp. em ambos 0s grupos de
animais.

Para o0 uso de microrganismos oriundos da microbiota ruminal com potencial probiético,
é viavel a realizacdo de estudos in vitro para verificacdo da viabilidade. Nesse sentido Abréo et
al.%® realizaram um estudo para avaliar a viabilidade do fungo Aspergillus spp. como potencial
probidtico para dieta com volumoso durante o armazenamento e diante da pressdo da
microbiota autdctone. Estes autores pesquisaram ainda a capacidade de produzir toxinas e
tolerancia aos acidos graxos mais comuns no ramen. Diante dos resultados, esses autores
concluiram que, dos 20 isolados estudados dois Aspergillus spp. (A. terreus e A. fumigatus)

demonstraram ndo produzir micotoxinas, serem tolerantes a diferentes propor¢des de acidos
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graxos de cadeia curta do rimen e serem viaveis ap0s incubagdo de 96 horas sobre pressdo da
microbiota autdctone do ramen enquanto estocados por um periodo de dois anos.

McCann et al.*® corroboram com Puniya et al.®® ao afirmarem que a suplementag&o
fangica tem demonstrado potencial promissor, principalmente quando usada como aditivos na
alimentacdo de animais ruminantes de alta producéo sobre dieta de alto concentrado em fase de
acabamento (bovinos, ovinos, caprinos de corte), assim como, vacas e cabras leiteira de alta
producdo em periodo de maior demanda energética.

Em outro trabalho foi verificado o potencial desses fungos quanto a capacidade da acao
mecanica de suas hifas em aderirem as fibras e o potencial de producdo da enzima celulase,
capaz de degradar as fibras®>®’. Sendo assim, esses isolados flingicos apontam ter potencial
para serem utilizados em dieta de volumoso ou de alto concentrado como probidtico para
animais ruminantes.

O potencial probidtico dos fungos tem sido testado quanto a sua capacidade de
produzirem enzimas que atuam na degradacdo da fibra. Nadim et al.®® ao avaliarem a
capacidade dos fungos Tuber maculatum e Tuber aestivum em produzir enzimas, observaram
o0 potencial do primeiro fungo para producdo de amilase, xilanase, lactase, lipase, peroxidase,
celulase e catalase, sendo que o segundo fungo apresentou a capacidade de produzir amilase,
peroxidase e catalase; evidenciando a variedade de enzimas produzidas por um mesmo género
fangico. Essas variacdes dos tipos de enzimas produzidas sdo dependentes dos tipos de
substratos, das condi¢cdes ambientais (presenca de O e valor do pH) onde os fungos estéo se
desenvolvendo.

Os fungos filamentosos séo capazes de produzir um grupo de enzimas, como a celulase e
a xilanase, com capacidade de atuarem na degradacdo da celulose, que podem ser produzidas
pelos fungos do género Aspergillus spp.. Abedin et al.%° em seu estudo mostraram ainda que o
Aspergillus spp. apresentou potencial maximo para a degradacdo da lignina. Estudo realizado
por Mostafa et al.*> demostrou que o Aspergillus terreus tem capacidade de produzir celulase,
sendo essa uma das principais enzimas atuantes na degradagéo das fibras.

Abrdo et al.”® ao avaliarem o potencial dos fungos isolados do rimen de bovinos em
pastejo, esclareceram o potencial do Aspergillus terreus e Aspergillus fumigatus em produzirem
as enzimas celulases, xilanases e fenoloxidases com atividade na degradagéo da lignina.

Poucos ainda séo os trabalhos que foram realizados com o objetivo de avaliar a producgéo
de enzimas por fungos com potencial probidtico, os quais podem ser usados na alimentagéo de
ruminantes “6. Ainda mais escassos s&o os trabalhos que estudaram a agio mecénica dos fungos

no aumento do aproveitamento dos amidos dos graos quando utilizados como aditivos em dietas



16

com alto concentrado. Almeida et al.”! avaliaram a capacidade de atividade amilolitica de
fungos filamentosos coletados da Floresta Atlantica Brasileira e observaram que os fungos
Aspergillus brasiliensis e 0 Rhizopus oryzae sdo capazes de produzir a enzima amilase. Sendo
a amilase uma enzima muito importante na degradacdo do amido presente no rimen de animais

em dieta de alto gréo.
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3 OBJETIVO GERAL E ESPECIFICOS

3.1 Objetivo Geral

Selecionar fungos anaerdbios facultativos do ramen de ovinos e avaliar esses isolados

quanto a capacidade probiotica em associacdo a dietas de alto grdo em ovinos.

3.2 Objetivos Especificos

» Avaliar a capacidade de degradacdo do amido por fungos anaerdbios facultativos
provenientes do rimen de ovinos arragoados com dieta de alto grdo (milho e sorgo) sem
volumoso;

= Caracterizar o perfil de fungos amiloliticos facultativos no rimen de ovinos Santa Inés
e verificar o potencial toxigénico dos probidticos do estudo;

= Verificar a tolerancia dos fungos selecionados frente aos principais acidos graxos
volateis presentes no rimen;

= Avaliar o desempenho produtivo de ovinos sob DAG e suplementados com fungos
potenciais probidticos;

= Auvaliar a biometria de carcaca de ovinos suplementados com probioticos a base de
fungos em DAG;

= Verificar as alteragdes nas populacdes microbianas do rimen de ovinos sob DAG
suplementados com fungos com potencial probi6tico;

= Determinar a influéncia desses isolados fingicos sobre parametros de producdo de
ovinos sob DAG.
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4 HIPOTESE

Acredita-se que fungos isolados e selecionados da microbiota ruminal de ovinos em dieta
de alto grdo possam apresentar potencial para serem usados como probioticos em animais
confinados submetidos a essas mesmas dietas, sem volumoso. Uma vez que esses
microrganismos j& sdo adaptados as condi¢des ruminais, poderé haver redugédo de custo com a
sua utilizacdo. Nesse sentido, o probidtico & base de fungo, aumentaria a digestdo do amido
elevando a disponibilidade de energia, garantindo maior ganho de peso diario, melhor
conversdo alimentar, melhor rendimento de carcaca, melhor espessura de gordura de

acabamento, sem prejuizo a saude do ovino.
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Avaliacédo in vitro de fungos ruminais como probiotico para ovinos
em dieta de alto gréao
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RESUMO: Fungos com potencial probiético surgem como uma alternativa para melhorar a
digestibilidade em dietas de alto grdo de milho para ruminantes, pois aumentam a
disponibilizacdo de amido no ramen. Um fungo potencial probidtico deve possuir uma boa
atividade enzimatica e ndo ser produtor de micotoxinas. Sendo assim, na pesquisa conduzida
no laboratério de microbiologia do Instituto Federal Goiano — Campus Ceres, utilizou-se 30
fungos provenientes da microbiota ruminal de ovinos Santa Inés arragoados com alto gréo,
sendo avaliados em trés tempos de incubacéo (24, 42 e 72 horas) quanto a producao de enzimas
gue degradam o amido. Foi mensurada a atividade amilolitica dos isolados flngicos em meio
YBN com 0,2% de amido sollvel, a partir da acdo da amilase no meio, realizado o microcultivo
para identificacdo de géneros fangicos, teste de vapor de amonia para identificacdo de isolados
produtores de micotoxinas, ensaio de viabilidade no fluido ruminal e microscopia eletronica de
varredura para verificacdo de colonizacdo do grdo de milho. Todos os isolados foram capazes
de sobreviver no fluido ruminal em ensaio in vitro e apresentaram atividade amilolitica, contudo
apenas oito destes ndo foram micotoxigénicos. Dos 30 isolados testados, 21 sdo do género
Aspergillus spp., seis do género Rhizopus spp. e trés Rhizomucor spp., sendo que 70,53% séo
produtores de micotoxina, inviabilizando-os como futuros potenciais probioticos. Alguns dos
isolados apresentaram potencial para serem usados como probioticos na dieta de alto
concentrado de grao para ovinos.

Palavras-chave: amido, dieta de alto concentrado, fungo anaerdbio, probidtico ruminantes.



26

ABSTRACT: Fungi with probiotic arises with an alternative to increase digestibility in high
grain corn diets for ruminants as they increase the availability of starch in the rumen. A potential
probiotic fungus must have a good enzymatic activity, not being a producer of mycotoxins.
Therefore, the research carried out in the microbiology laboratory of Institute Federal Goiano -
Campus Ceres, used 30 fungi from the ruminal microbiota of Santa Inés sheep grazed with high
grain and evaluated in three incubation times (24, 42 and 72 hours) for the production of starch-
degrading enzymes. The amylolytic activity of the fungal isolates was measured in YBN
medium with 0.2% soluble starch, from the action of the amylase in the enviroment, the
microculture was done to identify fungal genus, ammonia vapor test to identify mycotoxin-
producing isolates, viability assay in the ruminal fluid and scanning electron microscopy to
verify the colonization of the corn grain. All isolates showed amylolytic activity, however only
eight of these were not mycotoxigenic. Of these, all were able to survive in ruminal fluid in in
vitro assays. Of the 30 that were tested in isolation, 21 are of the genus Aspergillus spp., six of
the genus Rhizopus spp. and three Rhizomucor spp., 70.53% are mycotoxin producers, making,
thou, impossible to used as potential future probiotics. Some of the isolates presented potential
to be used as probiotics in the high concentrate grain diet for sheep.

Keywords: anaerobic fungus, high concentrated diet, probiotic, ruminants, starch
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1 INTRODUCAO

A digestibilidade ruminal do amido do grdo de milho é limitada pela matriz proteica que
é uma estrutura amorfa com funcéo estrutural do grio que encapsula os granulos de amido®.
Essa matriz esta presente principalmente no endosperma vitreo dos graos® e a sua degradagdo
pode melhorar a velocidade e a extensdo da digestdo do amido’. Em func&o da matriz proteica,
observa-se perdas significativas de amido nas fezes dos animais submetidos a sistemas de
arragoamento de alto grdo’2. Os fungos do TGI penetram com seus rizoides na matriz proteica
do milho, mas ndo tem acdo nos granulos de amido, enquanto que enzimas amilases
extracelulares sdo liberadas para a degradagdo destes®?.

Apesar dos ganhos comprovados com animais em fase de terminacdo confinados
alimentados com dieta de alto grio e pouca fibra>°*®, observa-se que, frequentemente, os
mecanismos fisiologicos de homeostase sdo rompidos, ocorrendo reducdo do pH ruminal,
causado pela alteracdo da ecologia microbiana do rimen. Desse modo, o animal fica mais
susceptivel a doencas metabolicas e infecciosas'®*4°, Contudo, é valido respaldar que a notavel
capacidade de producdo proteica nos ruminantes é dependente do sistema de pre-estbmagos, o
qual alberga complexo ecossistema microbiano (bactérias, protozoarios, fungos e outros),
responsaveis por sinteses das principais fontes energéticas (AGCC) além de serem uma das
principais fontes proteica dos ruminantes (proteina microbiana)”.

Dessa forma, evidencia-se a relevancia da utilizacdo de aditivos microbianos na
alimentacdo de ruminantes, principalmente daqueles confinados por um periodo mais longo,
arracoados com alto teor de concentrado, tais como os probidticos de carater fungico, que sdo
capazes de produzir e liberar enzimas extracelulares, tais como, a amilase, melhorando a
digestibilidade e, consequentemente, o desempenho animal’%74-76,

De acordo com Soares et al.”” e Abrdo et al.®® fungos para serem usados com probidtico
devem apresentar as seguintes caracteristicasa: capazes de sobreviverem as condi¢es ruminais,
ndo ser patogénicos ou toxocos, capaz de produzir emzimas digestivas, capazes de se
multiplicarem mantendo uma relacdo de simbiose com as demais populagdes microbianas
ruminais e com o proprio hospedeiro e participara dos processo de digestdo e fermentacéo
ruminal melhorando assim a utilizacéo dos alimentos.

Estudos tém sido realizados com objetivo de evidenciar a capacidade de alguns
microrganismos de serem usados como potenciais probiéticos. Pesquisa tem mostrado 0s
potenciais dos fungos como produtores de enzimas capazes de degradar os granulos de amido,

sendo eles os principais microrganismo usados na producgéo de enzima, responsavel por 64%,
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superior as bactérias, que respondem por apenas 24% das enzimas produzidas
comercialmente’’. Os fungos isolados do TGI de animais ja sdo adaptados as condicOes
ruminais, o que pode garantir maiores respostas como probidticos para ruminantes®®.
Obijetivou-se isolar e identificar fungos do rimen de ovinos sob dieta de alto gréo, e
selecionar os géneros com caracteristicas desejaveis para ser usado como probioticas com

simulag&o in vitro.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do ensaio de viabilidade dos fungos

Esse estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Instituto Federal Goiano -
Campus Ceres, localizado na Rodovia GO 154, km 3, Zona Rural, no municipio de Ceres-GO,
coordenadas geograficas: latitude 15°21°00” S e longitude 49°36°05” W altitude de 542 m
acima do nivel do mar. O ensaio de viabilidade dos fungos em in vitro foi realizado no primeiro
semestre de 2017.

O projeto foi submetido & apreciacio da Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA)
do Instituto Federal Goiano, com aprovacdo em 20/09/2016 com nimero de protocolo
9356170616.

2.2 Obtencdo dos isolados fungicos

Os microrganismos que foram utilizados neste experimento foram isolados de ovinos
confinados recebendo dieta de alto grdo (sem volumoso), 85% milho, milheto e/ou sorgo e 15%
de nucleo. Os isolados fungicos foram obtidos em trabalhos prévios conduzidos por Neto et
al.”* e Abrdo et al.”® e fazem parte de uma colecdo de fungos estocada no laboratorio de
Microbiologia do Instituto Federal Goiano, Campus Ceres.

2.3 ldentificacédo dos isolados obtidos

Trinta isolados fungicos provenientes do rdmen de ovinos foram agrupados por

morfotipologia (cor, borda, superficie, fundo, aspecto, etc.) e posteriormente, um representante
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de cada morfotipo foi identificado até género por técnica de microcultivo, conforme
metodologia descrita por Lacaz et al.>®.

2.4 Avaliacdo da producédo de amilase

A habilidade de degradar amido foi usada como critério para determinacéo da producéo
de enzimas amiloliticas. Foi utilizado meio YNB acrescido de 0,2% de amido soluvel, como
unica fonte de carbono.

Os fungos foram cultivados no centro da placa com meio de cultura, em triplicata. Os
cultivos foram incubados a 37°C, para medicdo do tamanho da col6nia, tamanho do halo
enzimatico e verificacdo do indice de atividade enzimatica, em cada um dos tempos de
avaliacdo (24, 48 e 72 horas). Apos a medicdo do tamanho da coldnia, foi adicionado corante
Vermelho Congo em cada um desses tempos, para medicdo da zona clara ao redor da col6nia
(correspondente ao halo de degradacdo enzimatico pela acdo da amilase). Todas as medigdes
foram realizadas com o auxilio de paquimetro. O restante do meio (ndo degradado) permaneceu

corado de vermelho™.

2.5 Avaliacdo da producdo de micotoxinas

Para avaliacdo da producao de micotoxinas, foi utilizado o método descrito por Saito e
Machida®®, que faz uso do vapor de amdnia para identificagdo de cepas produtoras e n&o
produtoras. Os fungos (em triplicata) foram cultivados em placa de Petri com agar BDA,
incubados a 37°C por 120 horas e depois foi adicionado dois mL de hidréxido de am6nio nas
tampas das placas. Em seguida, as placas com os fungos foram vedadas e incubadas novamente
por mais 24 horas, e posteriormente foram feitas as leituras da coloracdo da base das col6nias
crescidas. De acordo com Baptista et al.8* fungos produtores de micotoxina apresentam

mudangas na coloragdo no verso da coldnia apos adi¢cdo da amonia.

2.6 Tolerancia aos acidos graxos de cadeia curta do rimen

Dez mL de uma mistura constituida por acidos acético, propiénico e butirico foram
adicionados a 990 mL de caldo composto por 3,5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de peptona
e 10 g/L de uma forma de glicose. A concentracdo final de AGCC no meio foi de 101,4; 31,4 e

23,4 mmol/L de &cidos acético, propidnico e butirico (proporcéo de 65:20:15), respectivamente.
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Um mL de cada isolado testado foi adicionado a 9 mL da mistura descrita anteriormente e,
incubados a 39°C, em jarras de anaerobiose por 24 h, em triplicata®. Também foi testada a
proporcéo 50:40:10 dos respectivos acidos; sendo esta comumente encontrada no rimen de
animais arragoados com alto concentrado. Apds o periodo de incubacdo foi realizada a

recuperacdo e identificacdo dos inoculos.

2.7 Ensaio de viabilidade fingica no fluido ruminal

Para verificar a viabilidade e a capacidade de multiplicacdo dos indculos fingicos em
associacdo com a microbiota autoctone ruminal, foi realizado o teste de recuperacdo dos fungos
ao longo de diferentes tempos de incubagdo. Em frascos de penicilina foram adicionados 0,5
mL de uma solu¢do padronizada de esporos fungicos e 4,5 mL de fluido ruminal e, em seguida
os frascos foram levados a estufa a 39°C.

Foram retiradas aliquotas de 1 mL dos frascos nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas e
os indculos foram plaqueados em meio Agar Sabouraud. Posteriormente, os isolados que se
desenvolveram no meio de cultura e que apresentaram morfotipologia semelhante ao aditivo
inoculado foram repicados para tubos contendo o mesmo meio para posterior identificacdo

confirmatoria.

2.8 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Solucdes padronizadas de esporos dos fungos vidveis foram adicionadas aos frascos de
penicilina acrescidos de fluido ruminal autoclavado ou ndo com gréos de milho inteiro. A
capacidade de colonizacdo sobre o gréo foi evidenciada por microscopia eletrénica conforme
metodologia descrita por Lempp?2. As imagens geradas foram registradas digitalmente com

diferenca de potencial variavel de 2,5 a 5 Kv e distancia focal de trabalho de 14-16 mm.

2.9 Analises estatisticas

Foram utilizados testes ndo-paramétricos, sendo Qui-Quadrado para taxas de deteccéo,
Wilcoxon para anélises de comparagdo de dois grupos, Friedman ou Kruscall-Wallis para dados
de quantificacdo®. Foram realizadas anélises descritivas das caracteristicas sensoriais do fluido

ruminal (cor, odor, viscosidade e PRAM).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolados fangicos

Dos 30 isolados fungicos selecionados e identificados, 21 foram do género Aspergillus
spp., seis do género Rhizopus spp. e trés Rhizomucor spp., 0s quais foram avaliados quanto ao
seu potencial probidtico. Abrdo et al.!® comparando as caracteristicas fisico-quimicas e a
populacédo fangica do conteddo ruminal de novilhos em pastejo de capim Brachiaria spp. com
novilhos confinados sob dieta de alto grdo com milho e nicleo (85:15) observaram a
predominancia dos fungos do género Aspergillus spp. tanto para animais em pastejo quanto
para confinados. Flipphi et al.® justificaram a predominéncia desse género por ser versatil e
eficiente em catabolizar diferentes fontes de carboidratos soluveis, assim como, polimeros
complexos.

Os fungos do género Rhizopus spp. sio considerados pela FAO® seguros para uso
alimentar®. De acordo com Miyaoka®, fungos do género Rhizopus spp. sdo capazes de se
desenvolver em diferentes substratos. Esse género de fungo é largamente utilizado na Asia para
produzir produtos alimenticios e compostos fendlicos®.

Bernardes et al.8” avaliaram a capacidade do fungo da espécie Rhizomucor miehei em
produzir a-amilase sobre diferentes tipos de substrato (quirera de arroz, quirera de milho e
farelo de sorgo), e evidenciaram o potencial desse fungo para a produgdo de a-amilase a partir
de subproduto agroindustrial em tempo de incubacdo de 48h, para pH entre 4,0 a 5,0 e
temperatura de até 70°C.

Dessa forma, as caracteristicas manifestadas pelos géneros foram os fatores levados em
consideracao para as suas escolhas nesse estudo, pois sdo caracteristicas que 0s apontaram como

provaveis potenciais probidticos a serem usados na dieta de alto grdo para ruminantes.

3.2 Producéo de amilase

Todos os isolados foram capazes de degradar amido, demonstrando que todas as cepas
avaliadas possuem relevante atividade amilolitica (P>0,05). Como era esperado, o didametro
médio da colénia (DMC) teve aumento gradativo, conforme o passar do tempo, diferindo entre
si pelo teste de Friedman a 1% de significancia. No periodo correspondente a 72 horas,
observou-se 0 maior tamanho relativo das coldnias. O mesmo pode ser verificado para o halo

de degradacao do amido (DMH), que também diferiu estaticamente entre si (P<0,01) (Tabela
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1). O halo cresce em propor¢do maior quando comparado com o crescimento da colonia de

forma proporcional.

TABELA 1 - Didmetro médio da colénia (DMC), diametro médio do halo de degradacdo do amido
(DMH) e indice de atividade enzimatico (IAE), em trés diferentes periodos de incubacéo.
Tempo de observagao

Variaveis

24 horas 48 horas 72 horas
DMC, mm 0,374° 1,426° 3,285
DMH, mm 0,751° 3,096° 5,7042
IAE 2,169% 2,3202 1,9802

Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenca significativa no tempo pelo teste de Friedman
(a=1%).

Contudo, para o indice de atividade enzimatica (IAE), que mede a relagdo DMH/DMC,
ndo houve diferenca significativa entre os tempos testados. N&o obstante, a sua ocorréncia se
da desta maneira porque conforme o halo de degradacdo da amilase aumenta, o tamanho da
coldnia também aumenta, fazendo com que o indice de atividade enziméatica se mantenha
equivalente nos trés periodos de visualizagdo. Soares et al.”’, também verificaram que os indices
enzimaticos para a amilase, medidos pela mesma relacdo, também nao diferiram entre si com e
sem refrigeracéo, ao se utilizar um meio completo e BDA, com e sem celulose.

Segundo Lealem & Gashe®, a habilidade do microrganismo em degradar o amido é
estabelecida pelo indice de atividade enzimatica, recomendando que 0 mesmo seja igual ou
superior a dois para que a habilidade em degradar o amido seja considerada boa. Mesmo néo
havendo diferenca significativamente estatistica entre os IAE nos trés periodos de incubagdo, é
possivel observar que ap6s as primeiras 48 horas, o poder de degradacdo do amido dos in6culos
diminuiu. No entanto isso ndo reflete uma menor habilidade na producdo de amilase, e sim um
crescimento proporcional de coldnias e halos de degradacéo, o que leva a IAE’s proximos a

dois. Dessa forma podemos observar que a partir de 72h o 1AE tende a diminuir.

3.3 Produgéo de micotoxinas, viabilidade fungica no fluido ruminal, tolerancia aos
AGCC e habilidade mecanica sobre grao de milho (MEV)

Para os 30 indculos estudados no experimento, 19 sdo produtores de micotoxina,
representando um percentual de 63,33%. Estes, inicialmente, ndo sdo recomendados para
compor um probiotico, pois as micotoxinas produzidas pelos mesmos podem causar efeitos

indesejaveis ao metabolismo animal. Segundo Maziero e Bersot®, as micotoxinas sio



33

metabdlitos secundarios produzidos por fungos filamentosos, com baixo peso molecular, que
apresentam efeito toxico para os animais, plantas e outros microrganismos.

Abrio et al.% avaliando inocuidade micotoxicoldgica de algumas espécies do género
Aspergillus ssp., sob as condic¢Bes do seus estudos, confirmaram que as especies investigadas
nédo produziram aflotoxinas, sendo estas um tipo de micotoxina comumente produzida pelo A.
flavus. No entanto, estudos tém mostrado que outras espécies como o Aspergillus niger, além
de outros géneros, como Fusarium solani, Penicillium fumiculosum e P. rubrum podem ser
capazes de realizar agcdes opostas impedido o crescimento do A. flavus, em meio de cultura
combinado. Ja Baptista et al.®! em seus achados observaram que os fungos Rhizopus stolonifer,
R. oryzae, Saccharomyces cerevisae e Brevibacterum linens podem inibir o desenvolvimento
do A. flavus. Sendo esse relato importante, pois um dos fungos investigados nesse estudo € o
Aspergillus terreus, que pode auxiliar no controle de outros fungos indesejaveis produtores de
micotoxinas. Farag et al.*® confirmaram que a enzima quitinase purificada produzida por
Aspergillus terreus inibiu o crescimento de A. niger, A. oryzae, Penicillum oxysporium,
Rhizocotonia solani, Candida albincas e Fusarium solani, ndo apresentando efeito inibitorio
para o crescimento do fungo Rhizopus oryzae. Esses mesmos autores verificaram a acédo
antibacteriana contra bactérias patogénicas como Staphylococcus aureus, Salmonella typhi e
Pseudomonas aeruginosa, porém ndo apresentou atividade antibacteriana contra Escherichia
coli.

Das oito cepas que ndo produziram micotoxinas, todas sobreviveram as condi¢Ges do
fluido ruminal diante da comunidade autoctone existente no rimen de animais submetidos a
dieta de alto grdo, em todos os tempos de incubagdo. A capacidade do fungo sobreviver
mantendo uma relacdo simbidtica com demais microrganismos ruminais contribui para a
manutencdo de sua comunidade dentro do ecossistema, estabelecendo assim, equilibrio entres
as populacBes microbianas. Segundo Zabransky et al.®! esse equilibrio da comunidade
autoctone do rumen contribui para aumento na imunidade do hospedeiro melhorando o
desempenho.

Abrio et al.®® verificaram a capacidade do Aspergillus terreus e do Aspergillus fumigatus
em resistir a pressdo da comunidade microbioldgica do ramen de bovinos sob dieta com fonte
de volumoso, concluindo que devido a essa caracteristica, associada ao potencial celulolitico e
a ndo producdo de microtoxina, esses dois fungos apresentam potenciais para serem utilizados
como probidticos na nutricdo de bovinos alimentados com forragem.

Todos os isolados testados foram vidveis ap6s incubacdo de 24 h no meio Sabouraud,

com as diferentes concentragcdes dos principais acidos graxos volateis do rumen (acético:
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propidnico: butirico, nas proporgdes de 65: 20: 15 e 50: 40: 10, respectivamente). Os resultados
desse trabalho corroboram com de Abrdo et al.®® que avaliaram a viabilidade do fungo
Aspergillus spp. em trés diferentes proporc¢des dos AGCC (65:20:15, 72:20:08 e 50:40:10), em
trés tempos de recuperacdo (0, 24 e 96 h), e verificaram que todos os isolados apresentaram
viabilidade ap6s o periodo de incubagédo nos diferentes tempos. A capacidade dos isolados de
tolerar as concentracdes dos AGCC é importante para confirmar a viabilidade dos fungos em
manter a atividade constante na degradacéo do grao.

Um representante de cada um dos géneros Aspergillus spp. e Rhizomucor spp. que se
destacaram na producdo de enzimas seguiram para a verificagdo da colonizacdo do gréo de
milho sob microscopia eletrénica de varredura. Nas Figuras 01 e 02 é possivel observar as hifas
do micélio e estrutura reprodutiva formada por centenas de esporos fangicos de duas cepas de
interesse. Ainda na Figura 03, € possivel identificar a capacidade de desenvolvimento dos
fungos sobre o milho inteiro e a habilidade na ruptura da superficie dos grdos. Segundo Tortora
et al.%2, as hifas aéreas sdo as responsaveis por sustentar os esporos reprodutivos, os quais se
encontram numa estrutura denominada micélio, formada por um conjunto de hifas. Segundo
Paix30 et al.®%, as hifas de fungos do género Aspergillus spp. sdo septadas e se ramificam

dicotomicamente em angulos agudos.

ESporo
_aconidin

x1,500 10pum
1
FIGURA 1 - Hifas com estrutura reprodutiva na extremidade, indicando presenca de conididsporos e
inimeros esporos do género Aspergillus spp. sobre o grdo de milho inteiro, sob aumento
de 1500x, e distancia.
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2
FIGURA 2 - Hifas e estrutura reprodutivas e esporos caracteristicas do género Rhizomucor spp. sobre
grdos de milho inteiros, sob aumento de 800x, e distancia de 5kv.
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FIGURA 3 - Colonizagdo fungica sobre a superficie do milho, evidenciando um ponto de ruptura e
aumento da superficie exposta, sob aumento de 650 x em microscopia de varredura, e

distancia de 5kV.

Nesse estudo foi possivel observar pelo ensaio in vitro que os fungos anaerdbios do rimen
de ovinos selecionados sdo promissores para serem usados como probi6ticos em dieta de alto
grdo, como demonstrado pela agdo enzimatica na degradacdo do amido, verificada pela
capacidade de produzir a enzima amilase, assim como, pela agdo mecénica sobre os grédos de
milho, evidenciada nas imagens de microscopia de varredura. Os géneros de fungos
selecionados demonstraram ainda, a ndo producdo de micotoxinas e de serem capazes de
sobreviver a pressao da microbiota autéctone do ramen, além de serem tolerantes aos principais

acidos graxos de cadeia curta.
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4 CONCLUSAO

Os fungos Aspergillus terreus e Rhizomucor foram os que se destacaram nas condig¢oes
dessa pesquisa, apresentando caracteristicas para serem usados como probidticos promissor
para ovinos sob dieta de alto grdo. Contuto ensio in vivo faz se necessario para validar esse

resultado.
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CAPITULO 3 - ARTIGO CIENTIFICO

Probidtico fungico para ovinos confinados recebendo dieta de alto
grédo de milho
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RESUMO: Objetivou-se avaliar o potencial probidtico de fungos ruminais em associacgéo a
dietas de alto grédo (DAG) no desempenho e rendimento de carcaca de borregos meio sangue
Santa Inés/Dorper. No ensaio de desempenho adotou-se fatorial 4x2 em DIC, sendo quatro
inoculantes (sem indculos, com Rhizomucor spp., com Aspergillus terreus e com mistura dos
dois fungos) e dois processamentos (grdo moido ou inteiro). Utilizou-se oito baias com cinco
borregos/baia, durante 75 dias com 15 dias de adaptacdo. As dietas com 85% de milho mais
15% de ndcleo vitaminico, mineral e proteico, foram fornecidas ad libitum duas vezes ao dia
(7h e 16h), permitido sobra de 5%, sendo os indculos aspergidos na hora do arragoamento.
Realizou-se cinco coletas de amostras dos ingredientes das dietas, das dietas e das sobras das
dietas durante o ensaio para realizacdo das analises centesimais. Os animais foram pesados
quinzenalmente para avaliacdo dos indices de desempenho. Ao final do ensaio, na ocasido do
abate, foi calculado os rendimentos de carcaca de cinco animais por tratamento. Os dados
paramétricos foram submetidos 8 ANOVA e as médias dos dados comparadas pelo teste de
Tukey a 5%. N&o houve interacdo entre os fatores processamento e probidticos para as variaveis
de desempenho (P>0,05), assim como, ndo houve efeito da adi¢cdo dos probidticos sobre o
desempenho dos ovinos alimentados com os diferentes tratamentos (P>0,05). Foi observado
maior consumo de MS, MM, EE, FDN e CNF para os animais alimentados com milho gréo
inteiro (MGI) (P<0,05). N&o houve diferenca significativa (P>0,05) para o consumo de MO,
PB, GPMD, CA e nem para eficiéncia alimentar. No ensaio desempenho o aumento da
concentracdo dos fungos nao demostrou ser eficaz. Outros estudos fazem-se necessarios para
encontrar a situacdo adequada para maxima expressdo produtiva dos isolados fungos
selecionados.

Palavra-chave: borrego, carcaga, confinamento, dieta sem volumoso, desempenho
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ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the probiotic potential of ruminal
fungi in association with high grain diets (DAG) on performance and carcass yield of Santa
Inés/Dorper half blood lambs. In the performance test, a 4x2 CRD factorial was adopted, being
four inoculants (without inoculum, Rhizomucor spp., Aspergillus terreus and mixture of the two
fungi) and two processing (ground or whole grain). Eight pen with five lambs/pen were used
for 75 days with 15 days of adaptation. Diets with 85% corn plus 15% of vitamin, mineral and
protein nuclei were provided ad libitum twice a day (7h and 16h), allowing a 5% surplus, and
inoculants were sprayed at the time of feeding. Five samples of dietary ingredients, diets and
dietary leftovers were taken during the assay to perform the centesimal analyzes. The animals
were weighed fortnightly to evaluate the performance indexes. At the end of the test, at the time
of slaughter, the carcass yields of five animals per treatment were calculated. Parametric data
were submitted to ANOVA and data averages compared by Tukey test at 5%. There was no
interaction between processing and probiotic factors for the performance variables (P>0.05),
and there was no effect of the addition of probiotics on the performance of sheep fed the
different treatments (P>0.05). Higher intake of DM, MM, EE, NDF and CNF was observed for
animals fed whole grain corn (MGI) (P<0.05). There was no significant difference (P>0.05) for
the intake of OM, CP, GPMD, CA nor for food efficiency. In the performance test the increase
in fungal concentration did not prove to be effective. Further studies are necessary to find the
appropriate situation for maximum productive expression of the selected fungal isolates.

Keywords: carcass, feedlot, lamb, roughage diet, performance
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1 INTRODUCAO

Tecnologias de manejo nutricional, como o uso de gréos inteiros associados apenas a um
nucleo nutricional peletizado, ja tém sido praticadas por muitos pecuaristas, em especial para
bovinos de corte confinados em fase final com o objetivo de acelerar o ganho médio diario e
reduzir custo. Essa pratica, além de ser uma alternativa para a falta de forragem, tende a reduzir
0 custo com méao-de-obra, maquinas e equipamentos, podendo ainda reduzir o tempo de abate
e melhorar o rendimento e padronizacio de carcaga>.

Dieta sem fonte de volumoso, mais conhecida como dieta de alto grdo (DAG), vem sendo
muito utilizada nas criacOes de ovino de corte com borregos confinado em fase de terminacao,
os quais tém demostrado serem mais eficiente em DAG quando comparado com bovinos®72.
Contudo, o uso da DAG tem causado muitas discussdes devido aos problemas metaboélicos que
ela pode causar aos animais®®4°, Dieta desafiadora como essa rompe 0S mecanismos
fisiol6gicos de homeostasia do animal deixando o animal mais susceptivel a outras doencas por
reduzir a imunidade#37:%,

Com o intuito de eliminar os problemas metabolicos em ocasido do uso de DAG, ha
muitos aditivos nutricionais comerciais disponiveis para serem utilizado no preparo de racao
para ruminantes. No entanto alguns desses aditivos, como os antibio6ticos, sdo proibidos de
serem utilizado por deixarem residuos no produtos e subprodutos de origem animal®. Dessa
forma a busca por aditivos naturais, como 0s probi6ticos, que ndo deixam residuos tem
aumentado®®%. A maiorias dos probiéticos utilizados na nutricdo animal s&o bacterianos. Pouco
sdo os probioticos a base de fungos. Contudo, trabalhos téem evidenciado o potencial dos
fungos filamentoso como aditivo para bovinos sob dieta com pastagem lignificada® .

Os fungos sdo capazes de romper as paredes lignificadas com seus rizoides se
ramificando, melhorando assim sua acdo e abrindo caminho para acdo de outros
microrganismos ruminais como as bactérias®, elevando entdo a degradacdo ruminal dos
alimentos e melhorando o desempenho animal. Poucos sdo os trabalhos que evidenciam a agéo
dos fungos sobre os grdos em animais sobre DAG. O grdo do milho produzido no pais apresenta
caracteristica “flint” (duro) com presenca de uma matriz proteica protegendo os granulos de
amido, dificultando assim a digestdo do amido no intestino®. Dessa maneira, acredita-se que o
aumento na concentracdo dos fungos anaerobios facultativos do rimen possa romper essa

matriz proteica, facilitando a digestdo intestinal do amido.
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Dessa forma, o objetivo foi verificar o potencial dos fungos Aspergillus terreus e
Rhizomucor spp. como aditivos nutricionais em dieta de alto gréo para melhoria no desempenho

e rendimento de carcaca de borregos confinados em fase final.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Ensaio de desempenho

O experimento foi conduzido no setor de ovinocultura do Instituto Federal Goiano-
Campus Ceres, localizado na Rodovia GO 154, km 3, Zona Rural, no municipio de Ceres-GO,
coordenadas geograficas: latitude 15°21°00” S e longitude 49°36°05” W altitude de 542 m
acima do nivel do mar. As instalagdes do confinamento eram todas coberta com telhas de barro,
pé direito de trés metro, com piso em concreto. O confinamento teve inicio em 15 de setembro
e terminou em 29 de novembro de 2017 com duracdo de 75 dias, sendo 15 dias de adaptacéo e
60 dias para coleta de dados, com quatro periodos experimentais de 15 dias.

O projeto foi submetido & apreciacio da Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA)
do Instituto Federal Goiano, com aprovacdo em 20/09/2016 com numero de protocolo
9356170616.

2.2 Delineamento experimental

Inicialmente, todos os animais foram pesados, identificados com colar numerado e
vermifugados. Foram utilizados 40 borregos % sangue Santa Inés x Dorper, com peso Vvivo
inicial de aproximadamente 35 kg (5,00 kg), os quais foram distribuidos aleatoriamente em
oito baias coletivas com dimensdes de cinco x cinco m, sendo seis animais por baia (trés machos
e trés fémeas). Os tratamentos experimentais consistiram em dois tipos de processamentos do
gréo de milho (inteiro e moido) e quatro tipos de inoculantes (sem indculo fungico - TE; com
Rhizomucor spp. - RZ; com Aspergillus terreus - AT e com mix dos dois fungos - MX). Foi
utilizado o delineamento inteiramente ao acaso em um arranjo fatorial 4x2. Ao final dos 75 dias
de confinamento, foi selecionado um animal (o mais pesado) por baia, o qual foi conduzido
para o ensaio de digestibilidade, e os cinco animais restantes de cada baia foram abatidos para

determinacéo do rendimento de carcaga.
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Todos os tratamentos eram compostos com dieta de 85% de milho (gréo inteiro ou moido)
e 15% de ndcleo comercial, e 0s animais de cada baia recebiam o respectivo tratamento, sendo
eles:

e MGI-TE: 85% de grdo de milho inteiro e 15% do ndcleo comercial na dieta; sem adicao
de fungos.

e MGM-TE: 85% de gréo de milho moido e 15% do ndcleo comercial na dieta; sem adi¢do
de fungos.

e MGI-RZ: 85% de grdo de milho inteiro e 15% do nucleo comercial na dieta; com adicéo
de Rhizomucor spp.

e MGM-RZ: 85% de grdo de milho moido e 15% do nucleo comercial na dieta; com
adicdo de Rhizomucor spp.

e MGI-AT: 85% de grdo de milho inteiro e 15% do nucleo comercial na dieta; com adicéo
de Aspergillus terreus.

o MGM-AT: 85% de grdo de milho moido e 15% do nucleo comercial na dieta; com
adicdo de Aspergillus terreus.

e MGI-MX: 85% de gréo de milho inteiro e 15% do nucleo comercial na dieta; com adicéo
do mix dos dois fungos.

o MGM-MX: 85% de grdo de milho moido e 15% do nlcleo comercial na dieta; com
adicdo do mix dos dois fungos.

2.3 Manejo de arracoamento

A adaptagéo dos animais foi realizada com a substitui¢do gradativa da fonte de volumoso
pela dieta total de grdo (inteiro ou moido) misturado ao nucleo de acordo com os tratamentos e
seguindo o protocolo escada descrito por Brow et al.*°, Perdigdo et al.*® e Barducci et al.8.
Dessa forma, de acordo com o protocolo de adaptacdo o arragoamento consistiu em: do 1° ao
5° dia: 60% volumoso (feno de Tifton 85: Cynodon spp.) na matéria natural e 40% dieta total;
do 6° ao 10° dia: 50 % volumoso e 50% dieta total; do 11° dia ao 15° dia: 15% volumoso e 85%
dieta total; do 16° dia em diante: 0% volumoso e 100% da dieta total.

Durante o periodo experimental a alimentacao foi fornecida duas vezes ao dia as 7:00h e
16:00h, controlando o consumo e permitindo sobra de 5% da dieta ofertada.

Os indculos foram fornecidos na dieta no momento do arragoamento por aspersao com
inclusdo de aproximadamente 14 x 10™ esporos por bacia de cocho de alimentagdo (10
borrifadas por bacia de cocho). Como cada baia continha quatro bacias por cocho, foram
aspergidos em solucéo liquida o total de 56 x 10! esporos por baia e aproximadamente 9,33 x
10™ esporos por animal por dia, garantindo assim o acesso dos animais a uma maior

concentracdo dos microrganismos selecionados como possiveis potenciais probioticos.
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2.4 Analises de composicdo da dieta

O ndcleo peletizado (Engordin®) usado nas dietas foi moido separadamente e em seguida
misturado ao milho moido nos tratamentos com grdos moidos e nos tratamentos com graos
inteiros foi fornecido misturando como pellet inteiro. O Engordin® é um ndcleo proprio para
uso em dieta de alto gréo, e segundo informacdes do fabricante é composto por fosforo (6000
mg/kg), céalcio (minimo de 34 g/kg), fibra em detergente neutro (minimo de 220 g/kg), matéria
mineral (minimo 200 g/kg), proteina bruta (minimo 380 g/kg), nitrogénio nao proteico
equiparado em proteina (minimo 116 g/kg), sodio (minimo 9700 mg/kg), virginiamicina
(minimo 150 mg/kg), zinco (minimo 420 mg/kg), iodo (5 mg/kg), vitaminas A D e E e outros
minerais com umidade de 100 g/kg (90% de MS).

Para determinacdo da composicdo bromatologica das dietas dos tratamentos foram
realizadas analises da matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e carboidrato ndo fibroso (CNF),
conforme a metodologia descrita por Detmann et al.%”. Os ingredientes da ragdo (agrupadas por
tratamento) foram secas a 60°C por 72 h, moidas em um moinho Willey em peneira de 2 mm
(modelo padrdo 4; Arthur M. Thomas, Filadélfia, PA). Foram realizadas as analises para MS
(método INCT-CA G-003/1), cinzas (método INCT-CA M-001/1), PB (método INCT-CA N-
001/1) e EE (método INCT-CA G-004/1). As concentragdes de FDA e FDN com a incluséo de
a-amilase utilizando autoclave (método INCT-CA F-004/1 e INCT-CA F-002/1,
respectivamente)®” sendo o CNF estimado pela equacio CNF = 100 —- MM — PB — EE — FDN%,

Na tabela 2 estdo relacionadas a composicdo quimica do alimento (milho) usado nas
dietas experimentais como também a composicao das dietas experimental a base de milho grao
inteiro (MGI) e milho grdo moido (MGM), com base na matéria natural fornecida aos animais

confinados.

TABELA 2 - Composicao quimica do milho e dietas experimentais (g/kg) na matéria natural.

. Dieta Milho Grao Dieta Milho Grao
Componentes (g/kg) Milho Inteiro Moido
Matéria seca 925,98 890,95 889,20
Matéria mineral 10,88 36,50 39,45
Matéria orgénica 989,12 963,50 960,55
Fibra em detergente neutro 323,18 250,24 183,63
Fibra em detergente &cido 242,73 31,57 38,10
Extrato etéreo 11,00 27,00 23,50
Carboidrato ndo fibroso 572,59 562,94 620,23
Proteina bruta 82,35 123,33 124,09

Carboidratos néo fibrosos (CNF) calculados com base no FDN (CNF =100 - MM — PB — EE — FDN).
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2.5 Desempenho animal e rendimento de carcaca

Foram realizadas pesagens dos animais ao final de cada periodo, totalizando cinco
pesagens. Antes da pesagem, 0s animais foram mantidos em jejum com acesso direto a agua
por durante 12 horas. A partir dos dados coletados com as pesagens foram determinados o
consumo total de racdo (CTR), consumo de matéria seca (CMS), peso inicial (PI), peso final
(PF), ganho de peso total (GPT), ganho de peso diario médio (GPMD).

Apbs a finalizagdo do periodo de confinamento (75 dias), apds um jejum de 12h, os
animais foram abatidos no setor de Agroindustria do IF Goiano - Campus Ceres por
insensibilizacdo elétrica com eletrodos e posterior sangria através do corte das vias jugulares e
artéria carotida, considerando os manejo pré-abate com 12 horas de jejum e normas higiénica-
sanitarias e bem-estar animal. Foram entdo determinados os dados de peso vivo ao abate (PVA),
peso de carcaca quente (PCQ), peso de carcaca fria (PCF), rendimento de carcaca quente (RCQ)
e rendimento de carcaca fria (RCF), de acordo com metodologia descrita por Cezar e Souza®®,
com adaptacdes de Oliveira et al.1°.

Apdbs o abate, sangria e evisceracdo foi determinado o PCQ para avaliacdo do RCQ
(PCQ/PVA*100). Em seguida, as carcacas foram refrigeradas em camera fria a 2° C por 24h e
posteriormente foram pesadas para a avaliagido do RCF (PCF/PVA*100)21%°, Apds pesagem,
as carcagas foram divididas ao meio e avaliadas o comprimento de carcaga e perna,
circunferéncia de perna, profundidade de térax, largura toracica e garupa segundo Xenofonte
et al'®. As carcagas foram seccionadas em sete regides anatbmicas para medida de peso das

regides do pescoco, costelas, lombo e serrotel®?.

2.6 Analises estatisticas

Apos analise exploratéria dos dados e descritivas, dados paramétrico foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) pelo pacote estatistico EASYANOVA do R%, e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Ensaio de desempenho

N&o houve interacdo entre os fatores processamento dos grdos e adicdo de probidticos
para as variaveis de desempenho (P>0,05), assim como, ndo houve efeito da adicdo dos
probidticos sobre o desempenho dos ovinos alimentados com os diferentes tratamentos
(P>0,05). Sendo assim, os dados foram analisados de forma independente analisando os efeitos
do processamento dos gréos.

Os consumos matéria seca (MS), matéria mineral (MM), extrato etéreo (EE) e fibra em
detergente neutro (FDN) foram maiores para os tratamentos com grdo milho inteiro (P<0,01)
(Tabela 4). Este resultado pode estar relacionado com a baixa disponibilidade dos nutrientes
contidos no grdo inteiro, o que dificulta o acesso da microbiota ruminal aos nutrientes
necessarios ao desenvolvimento microbiano levando ao aumento no consumo de alimento pelo
hospedeiro. De acordo com Humer e Zibeli’ o processamento mecanico do grdo de milho
aumenta a disponibilidade de nutrientes que podem estar presos a matriz proteica, aumentando,
portanto, a disponibilidade de proteina e de amido disponivel para serem ingerido no intestino

delgado, e assim, reduzindo o consumo de alimento.

TABELA 3 - Consumos de matéria seca e nutrientes por ovinos confinados recebendo dieta de alto
grdointeiro ou moido, kg/kg.

Variveis Processamento P-valor cv
Inteiro  Moido Proc
Consumo de Matéria Seca, kg/dia 1,2198  1,009° 0,001" 24,77
Consumo de Matéria Mineral, kg/kg 0,0422  0,037° 0,001 28,26
Consumo de Matéria Organica, kg/kg 1,177 1,173 0,873 24,69
Consumo de Estrato Etéreo, kg/kg 0,0348  0,029° 0,001 22,90
Consumo de Proteina Bruta, kg/kg 0,147 0,146 0,739 26,54
Consumo de Fibra em Detergente Neutro, kg/kg 0,2998  0.207° 0,001 27,90
Consumo de Fibra em Detergente Acido, kg/kg 0,047 0,047 0,712  24.02
Consumo de Carboidrato Néao Fibroso, kg/kg 0,9952 (0,994 0,001" 0,13
Conversdo Alimentar, kg/kg 5,344 48274 0,395 41,02
Eficiéncia Alimentar, kg/kg 0,221 0,230 0,706 35,72

Médias seguidas de letas minuscula diferente na linha, apresenta diferenca significativa 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. Proc: processamento, CV: coeficiente de variacdo
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Os animais no tratamento com gréo de milho inteiro apresentaram maior consumo médio
di&rio de matéria seca do que os animais sob dieta de grdo moido, sendo 1,219 kg/dia e 1,009
kg/dia, respectivamente (P<0,01) (Tabela 3). Esses achados podem justificar o maior consumo
de FDN, MM e EE na dieta de MGI (P<0,04). Os maiores consumos relacionam-se com o fato
dos nutrientes necessarios para ativacdo da saciedade estarem presos na matriz proteica, dessa
forma os hormonios de saciedade ndo séo mobilizados fazendo com o animal consuma mais
alimento, sendo esse um dos fatores controladores do consumo da dieta (mecanismo
quimiorreceptor)%,

Devido ao maior consumo de MS, os animais sob dieta de GMI apresentaram maior PF,
PVA, PCQ, PCF (P<0,01) (Tabelas 4 e 5). Bernardes et al.*® avaliaram a terminacio de
cordeiros machos castrados sobre dieta de alto grdo de milho (concentracdo de 72,83% da MS),
de arroz com casca (69,95% da MS), de aveia preta (81,60 da MS) e aveia branca (77,89% da
MS), ambos associado a um nucleo mineral (15% da MS). Os autores observaram que 0s
animais submetidos a dieta com grdo de milho apresentaram maior consumo de MS, MO, PB,
carboidratos totais e de NDT, contudo, apresentaram melhor escore de condi¢do corporal,
GPMD e converséo alimentar.

O fato do gréo de milho tem menor concentracao de fibra do que arroz com casca, aveia
preta e aveia branca pode ter contribuido para o seu maior consumo, pois alimento com maior
teor de fibra tem maior tempo de degradacio ruminal®’. Sendo assim, o maior consumo de MS
dos animais sob dieta com GMI pode ser justificado por conter menor teor de fibra. Alimentos
fibrosos sdo mais dificeis de serem digeridos, o que reduz o consumo por proporcionar efeito
de enchimento no rimen, sendo esse um outro fato que controla o consumo pela capacidade

limite de distencéo do rimen (mecanismo de distens&o ruminal)?,

TABELA 4 - Dados de desempenho ovinos alimentados com dieta de alto grdo associado a diferentes
a probidtico a base de fungos.

o Processamento Probiotico P-valor
Variaveis (kg) - - EPM CV
Inteiro Moido RZ AT TE MX Proc Prob
Desempenho
GPMD 0,270 0,232 0,246 0,258 0,241 0,259 0,065 0,857 0,013 27,37
GTP 15,12 13,02 13,79 14,45 13,51 14,51 0,067 0,857 0,740 27,40
Pl 36,52 34,35 35,00 35,50 35,40 3585 0,086 0,959 0,855 12,06
PF 51,64% 47,37° 48,79 49,96 48,92 50,37 0,015" 0,885 1,404 11,74

“Médias seguidas de letas minGsculas diferente na linha, apresenta diferenca significativa 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. EPM: erro padrdo da média; CV: coeficiente de variacdo; Proc:
processamento do gréo; Prob: probidticos fangicos; Rhizomucor spp.(RZ), Aspergillus terreus (AT),
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controle (TE) mistura dos dois fungos (MX), GPMD: ganho de peso médio diério; PI: peso inicial; PF:
peso final; e GTP: ganho total de peso no periodo.

As variaveis de desempenho Pl, GPMD, GTP (Tabela 4), assim como as variaveis
relacionadas as caracteristicas de carcacas como RCQ, RCF, peso do pescoco, do pernil, da
paleta, serrote e das costelas, comprimento da carcaca (CC), largura torécica e garupa (LT e
LG), profundidade de torax (PT), comprimento de perna (CP), circunferéncia de perna (CirP),
espessura da gordura subcutanea (EGS), marmoreio, pH de carcaca quente e fria (pHCQ e
pHCQ) (Tabela 5), ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05).

Contudo, PF, PVA, PCQ, PCF, peso do lombo e fraldinha foram maiores (P<0,05) para
dieta de grdo inteiro (Tabelas 4 e 5). Segundo Oliveira et al.?, ao avaliarem o efeito do
processamento do milho em dieta de alto grdo para ovinos confinados, observaram que 0s
animais em dieta MGI apresentaram maior conteido gastrico, o que justifica um maior PVA.
Turgeon et al.1% comparando a dieta de alto grdo com dieta com volumoso para novilhos
confinados em terminacdo concluiram que a dieta de alto concentrado tende a diminuir o CMS
e 0 GPMD, no entanto melhora a eficiéncia alimentar e energética.

Na avaliacéo de diferentes tipos de processamentos de gréos (inteiro ou moido, itmido ou
seco) na dieta de cordeiros confinados, Oliveira et al.'° concluiram que o processamento do
grdo ndo influenciou nas caracteristicas da carcaca, que grao seco fornecido inteiro ou moido
fornece carcaca mais pesadas e que dieta de grao inteira seco, resulta em animais mais pesados.
O uso de milho grédo inteiro seco torna se economicamente mais conveniente por apresentar

menor custo no seu fornecimento aos animais®.
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TABELA 5-Caracteristicas relacionada a carcaca de ovinos alimentados com dieta de alto grdo
associado a diferentes a probiédtico a base de fungos.

o Processamento Probiotico P-valor
Variaveis - - EPM CV
Inteiro Moido RZ AT TE MX Proc  Prob

PVA, kg 50,33% 46,51° 46,58 49,63 47,68 49,8 0,015 0,360 1,078 9,94
PCQ, kg 27,50% 25,20° 25,31 27,25 25,68 27,16  0,010° 0,257 0,644 27,00
PCF, kg 27,05% 24,70° 24,08 26,67 25,34 26,68 0,010° 0,318 0,653 27,00
RCQ, % 54,87 54,19 54,42 54,95 54,1 54,65 0,212 0,717 0,292 27,00
RCF, % 53,92 53,09 53,31 53,74 53,29 53,67 0,143 0,907 0,285 3,26
Peso Pescoco, kg 1,31 1,17 124 1,19 126 1,26 0,309 0,980 0,060 33,18
Peso Pernil, kg 3,50 3,36 3,28 354 340 3,50 0,442 0,717 0,083 16,36
Peso Paleta, kg 2,03 198 195 211 194 2,03 0,658 0,552 0,044 14,92
Peso Lombo, kg 1,112 0,94° 1,00 1,01 099 1,09 0,011 0,611 0,032 18,89
Peso Serrote, kg 0,66 0,60 0,61 0,69 055 0,67 0,283 0,216 0,025 24,60

Peso Fraldinha, kg 1,15% 0,94° 094 105 1,03 1,17 0,034" 0,447 0,049 29,36
Peso Cos 12454 kg 091 0,83 091 0,83 089 0,86 0,386 0,921 0,039 30,65
Peso Cos6a13° kg 1,87 1,76 169 194 183 1,79 0,375 0,606 0,063 22,90

CC,cm 68,00 67,18 66,57 68,23 67,75 67,80 0,605 0,893 0,721 7,36
LT, cm 18,57 18,12 17,70 19,30 18,05 18,35 0,468 0,306 0,297 10,56
LG, cm 17,67 17,07 16,60 18,00 17,30 17,6 0,377 0,514 0,319 12,18
PT, cm 29,25 28,97 29,57 28,30 29,18 29,40 0,632 0,399 0,262 0,03
CP, cm 45,35 46,22 44,80 47,26 45,75 4535 0,426 0,427 0,514 7,47
CirP, cm 47,35 47,07 4585 47,65 47,55 4780 0,746 0,333 0,424 5,64
EGS, mm 6,52 6,21 560 6,29 6,80 6,75 0,502 0,235 0,220 22,59
Marmoreio 3,4 3,4 34 37 32 33 0,780 0,673 0,167 33,37
pHCQ 6,55 6,53 6,46 653 6,55 6,62 0,866 0,839 0,059 6,27
pHCF 581 588 586 587 578 5,88 0,577 0,941 0,061 7,24

“Médias seguidas de letas minGsculas diferente na linha, apresenta diferenca significativa 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. EPM: erro padrdo da média; CV: coeficiente de variacdo; Proc:
processamento do gréo; Prob: probidticos fungicos; Rhizomucor spp.(RZ), Aspergillus terreus (AT),
controle (TE) mistura dos dois fungos (MX), PVA: peso vivo ao abate; PCQ: peso de carcaca quente;
PCF: Peso de carcaca fria; RCQ: rendimento de carcaca quente; RCF: rendimento de carcaca fria; CC:
comprimento da carcaga; LT: largura torécica; LG: largura de garupa; CP: comprimento de perna; CirP:
circunferéncia de perna; PT: profundidade de torax; Peso Cos 1% a 5% peso do corte de costela da 1% a
5% Peso Cos. 6% as 132 peso do corte de costela da 6% a 132 costela; EGS: espessura da gordura
subcutanea; pHCQ: pH da carcaga quente; pHCF: pH da carcaca fria.

Durante o ensaio de desempenho ndo foi observado nenhum quadro de acidose nos
animais, assim como, ndo foi observado durante o abate descamacgfes das papilas ruminais,
como pode ser observado na figura 4. Na imagem foi possivel observar que os animais
alimentados com grédo inteiro (A) apresentaram coloracdo das papilas mais escuras engquanto

que os animais com dieta de grdo moido (B) com a coloragdo mais clara.
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FIGURA 4 - Imagas papilas ruminais dos ovinos recebendo dieta de alto gréo de milho intero e
moido com probidtico flngico. As duas imagens da esquerda (A) sdo de animais com
dieta de grdo inteiro e as outras duas da direita de animais em dieta de grdo moido (B).

Animais submetidos a dieta de alto grdo com milho moido (MGM) apresentam maiores
condicBes para desenvolver acidose. Segundo Abréo et al.'®, Vieira et al.”® e Neto et al.”*, o
ramen de animais nessas condic¢des apresentam o liquido ruminal mais claro e pH mais &cido,
0 que sugere acidose. Contudo, apesar das papilas dos animais que receberam dieta de milho
moido estarem mais claras (Figura 4-B), os borregos ndo se encontravam em estado de acidose
subclinica, pois ndo foram observadas ocorréncias de lesdes nas papilas. Provavelmente, tal
fato pode estar relacionado ao uso do nicleo com aditivos (virginiamicina = minimo 150 mg/kg)
capazes de promover o equilibrio do pH*, o que contribuiu para a maior populagio de
protozoarios.

No presente trabalho, o aumento da concentracdo do fungo Aspergillus terreus ou
Rhizomucor spp. como probidticos ndo foi eficaz, o que pode estar relacionado com o método
de aplicagdo do indculo, dosagem utilizada e/ou categoria animal estudada.
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4 CONCLUSAO

O aumento da concentracdo do fungo Aspergillus terreus ou Rhizomucor spp. como
probidticos nao foi eficaz.
A dieta com milho gréo inteiro foi melhor para garantir maior peso final dos animais e

maior peso de carcaga quente e fria.
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CAPITULO 4 —- ARTIGO CIENTIFICO

Trato gastrico intestinal de ovinos sob dieta de alto grdo com
adicdo de fungos como probiotico
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RESUMO: Objetivou-se avaliar as caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas do
fluido ruminal e alteracGes histolégicas do trato géastrico intestinal de ovinos sob dieta de alto
grdo com aditivos de fungos Aspergillus terreus e/ou Rhizomucor spp. como probidtico. No
ensaio in vivo adotou-se fatorial 4x2 em DIC, sendo quatro inoculantes (sem in6culos, com
Rhizomucor spp., com Aspergillus terreus e com mistura dos dois fungos) e dois
processamentos (grdo moido ou inteiro). Os borregos meio-sangue Santa Inés/Dorper foram
alojados em oito baias com cinco borregos/baia, durante 75 dias com 15 dias de adaptacdo. Ao
final do ensaio, na ocasido do abate, foi realizada a coleta do fluido ruminal para o estudo do
perfil microbioldgico do rumen, avaliacdo macroscopica do liquido ruminal, concentracdo de
nitrogénio amoniacal e verificacdo da atividade microbiol6gica, além dos fragmentos do TGl
para analises histolégicas. Os dados paramétricos foram submetidos a ANOVA e as médias dos
dados comparadas pelo teste de Tukey a 5%. Para as variaveis do perfil microbiol6gico, foram
usados os testes ndo paramétricos Qui-quadrado, Wilcoxon e Kruscall-Wallis, além das anélises
descritivas. Pelas coloracdes dos fluidos, os animais apresentaram baixo indice de acidose. O
odor aromatico predominou, o que caracteriza ambiente com pH neutro. As amostras do fluido
apresentaram alta atividade microbiana. O pH ruminal diferenciou-se (P<0,05) quando
considerado o tipo de processamento, sendo maior para milho grdo moido (MGM). Nédo houve
diferenca para nenhuma das comunidades microbiolégica analisadas (P>0,05) (bactérias Lac+
e Lac-, fungos, leveduras e protozoarios). Identificou-se seis géneros de fungos anaerdbicos
facultativos para as todas amostras de fluido ruminal do total de 15 observagdes. O
Cladosporium spp. foi o género mais prevalente (46,66%), seguido do Aspergillus spp.
(26,66%). Nao houve diferenca significativa na populacdo de protozoarios (P>0,05). A largura
da base das papilas ruminais apresentou interacdo expressiva entre os fatores processamento e
probidtico fungico, sendo maior para MGM (P<0,05) para o tratamento com Rhizomucor e 0
controle (P<0,05). O fluido ruminal dos animais sob dieta de alto grdo com adi¢do dos fungos
Aspergillus terreus e Rhizomucor spp.apresentaram caracteristica semelhantes a de animais em
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condicdes de pastejo. Outros estudos fazem-se necessarios para elucidar melhor os as a¢6es dos
fungos como probio6tico em ruminante sob DAG.

Palavra-chave: ruminal bacteria, rumen microbiota, rumen, protozoa, small ruminants

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the microbiological and
physicochemical characteristics of ruminal fluid and histological changes of the intestinal
gastric tract of sheep under high grain diet with Aspergillus terreus an or Rhizomucor spp. as a
probiotic. In the in vivo test, a 4x2 completely randomized design factorial was adopted, being
four inoculants (without inoculum, Rhizomucor spp., Aspergillus terreus and mix of the two fungi)
and two processing (ground or whole grain). Santa Inés/Dorper half-blood lambs were housed in
eight stalls with five lambs/stall for 75 days with 15 days of adaptation. At the end of the trial, at
the time of slaughter, ruminal fluid was collected to study the rumen microbiological profile,
macroscopic ruminal fluid assessment, ammonia nitrogen concentration and microbiological
activity verification, as well as gastrointestinal tract fragments for histological analysis.
Parametric data were submitted to ANOVA and data averages compared by Tukey test at 5%.
For the microbiological profile variables, the non-parametric Chi-square test, Wilcoxon and
Kruscall-Wallis tests were used, as well as descriptive analyzes. Due to the fluid coloration, the
animals presented low acidosis index. Aromatic odor predominated, which characterizes
environment with neutral pH. The fluid samples showed high microbial activity. Ruminal pH
differed (P<0.05) when considering the type of processing, being higher for ground grain corn
(MGM). There was no difference for any of the microbiological communities analyzed
(P>0.05) (Lac + and Lac- bacteria, fungi, yeast and protozoa). Six facultative anaerobic fungal
genera were identified for all ruminal fluid samples from a total of 15 observations.
Cladosporium spp. was the most prevalent genus (46.66%), followed by Aspergillus spp.
(26.66%). There was no significant difference in the protozoan population (P>0.05). The base
width of the rumen papillae showed a significant interaction between the processing and fungal
probiotic factors, being higher for MGM (P<0.05) for Rhizomucor treatment and control
(P<0.05). The ruminal fluid of animals under high grain diet with the addition of fungi
Aspergillus terreus and Rhizomucor spp. presented similar characteristics to animals under
grazing conditions. Further studies are needed to better elucidate the actions of fungi as
probiotic in ruminant under DAG.

Keyword: ruminal microbiota, rumen, small ruminants, ruminal bacteria, protozoa
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1 INTRODUCAO

Dieta desafiadora com a dieta de alto grdo (DAG) provoca grandes transformacéo no
ambiente ruminal®%. Esse tipo de dieta quando mal manejada, pode levar os animais
ruminantes a desenvolver graves problema metabdlicos***®. O uso da DAG demanda do
profissional um bom conhecimento das alterages provocado no rimen®!®, Dessa forma, torna
fundamental o estudo das acGes de modulages ruminais causadas em animais sob dieta sem
fonte de volumoso com alto concentrado energético, com objetivo de entender essas alteracdes
e realizar acGes no manejo nutricional para evitar disturbios metabolicos.

Em animais submetido a8 DAG o pH ruminal tende a ser baixo (<5,5), a diversidade
microbiana é reduzida, populacBes de protozoarios sofrem declinio e as bacterianas sdo
alteradas'***15, com reducéo ou total eliminacio da populagdo fingica anaerdbica®>'® Se o pH
ruminal continuar a cair, os Lactobacillus spp. podem substituir a bactéria Streptococcus bovis,
iniciando um actimulo excessivo de lactato, levando a acidose ruminal*?>1’, Dessa forma,
evidencia-se a relevancia da utilizacdo de aditivos na alimentagdo de ruminantes,
principalmente daqueles confinados por um periodo mais longo e arragoados com alto teor de
concentrado.

Diferentes moduladores (ionéforos, antibioéticos, prépolis, éleos essenciais, simbidticos,
dentre outros) da microbiota ruminal tém sido estudados a fim de melhorar a atividade
microbiana no rimen*® quando animais sio expostos a dietas desafiadoras (alta fibra de baixa
digestibilidade ou alto grdo com fornecimento de amido)®®. Hill et al.?® e Markowik e
“Slizewska?* afirmaram que os iondforos e antibidticos tém sido os aditivos mais empregados.
No entanto, o uso desses aditivos tem sido condenado por apresentar risco de residuos em
produto e subprodutos de origem animal. Como alternativa, muitos estudos tém sido
conduzidos com aditivos naturais, como o0s probioticos. Diferente dos antibioticos, os
probidticos sdo microrganismos que podem promover beneficios ao hospedeiro sem deixar
residuos?.

O conhecimento gerado em estudos com microbiota ruminal dos animais submetidos a
dieta de alto gréo, permitira prever as principais espécies envolvidas na degradacdo dos graos,
guando estes encontram-se inteiros ou moidos, de forma a modular essa microbiota de maneira
mais eficiente, agregando ganhos na producio animalt®232,

Escassos sdo os trabalhos que avaliam a prevaléncia de fungos no TGI de ruminantes
arragoados somente com concentrado. Recentemente, Abréo et al.'® demonstraram que dietas

de alto grdo eliminam a populagdo de fungos anaerdbios estritos do rdamen, elevam a
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concentracdo de Streptococcus spp. e reduzem a diversidade microbiana no rimen,
provavelmente devido a consequente reducdo significativa do pH (<5).

Outros estudos tém mostrado que os fungos anaerdbios ruminais produzem uma grande
variedade de enzimas que geralmente degradam maior quantidade de substrato que as bactérias
do ramen. Além disso, possuem agdo mecanica, com suas hifas que penetram o alimento,
facilitando a acdo de outros microrganismos como as bactérias®?8,

Portanto, este estudo foi conduzido com o objetivo de examinar se fungos Aspergillus
terreus e Rhizomucor spp. naturais do rimen de ovinos podem apresentar acdo probidtica e
consequentemente, influenciar pardmetros microbiologicos e macroscopicos do ambiente

ruminal desses animais submetidos a dietas de alto grdo, com influéncia no comforto ruminal.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Ensaio com os potenciais probidticos fungicos in vivo

O ensaio in vivo foi conduzido no setor de ovinocultura do Instituto Federal Goiano—
Campus Ceres, localizado na Rodovia GO 154, km 3, Zona Rural, no municipio de Ceres-GO,
coordenadas geograficas: latitude 15°21°00” S e longitude 49°36°05” W altitude de 542 m
acima do nivel do mar. O confinamento teve inicio em 15 de setembro e terminou em 29 de
novembro de 2017 com duracdo de 75 dias, sendo 15 dias de adaptacéo e 60 dias para coleta de
dados, com quatro periodos experimentais de 15 dias.

O projeto foi submetido & apreciacio da Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA)
do Instituto Federal Goiano, com aprovacdo em 20/09/2016 com nimero de protocolo
9356170616.

Foram utilizados 40 borregos %2 sangue Santa Inés x Dorper, com peso vivo inicial de
aproximadamente 35 kg (5,00 kg), os quais foram distribuidos aleatoriamente em oito baias
coletivas com dimens@es de cinco x cinco m, sendo seis animais por baia (trés machos e trés
fémeas). Os tratamentos experimentais consistiram em dois tipos de processamentos do grdo
de milho (inteiro e moido) e quatro tipos de inoculantes (sem inéculo fungico - TE; com
Rhizomucor spp. - RZ; com Aspergillus terreus - AT e com mix dos dois fungos - MX). Foi
utilizado o delineamento inteiramente ao acaso em um arranjo fatorial 4x2. Ao final dos 75 dias
de confinamento, foi selecionado um animal (o mais pesado) por baia, o qual foi conduzido
para o ensaio de digestibilidade, e os cinco animais restantes de cada baia foram abatidos para

a coleta do fluido ruminal e de segmentos do trato gastrico intestinal dos animais.
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2.2 Coleta e preparo de amostras do liquido ruminal

Visando elucidar o possivel efeito modulador dos probidticos sobre a microbiota
autoctone do ramen foi realizada a coleta do liquido ruminal dos animais abatidos de cada
tratamento.

Imediatamente ap0s a evisceracao de cada animal foi localizada e exposta a regido ventral
do rumen e realizada assepsia com alcool a 75%, e com um bisturi estéril feito um corte de
aproximadamente cinco cm de extensdo. O conteddo ruminal foi filtrado com gazes
esterilizadas para cada amostragem, armazenada em tubos falcon de 120 mL esterilizados e
mantidos em caixa isotérmica resfriada, com temperatura abaixo de 8°C, por no maximo uma

hora.

2.3 Avaliacao do fluido e parametros do metabolismo ruminal

As analises microbioldgicas e fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia do Instituto Federal Goiano Campus Ceres.

A analise macroscopica do liquido coletado foi realizada imediatamente apds a coleta,
em um tubo de vidro contendo cinco mL do suco ruminal coletado, onde foram avaliados os
parametros cor, odor e viscosidade!®*. Para a avaliacdo da atividade microbiana no rimen foi
realizado o teste que mede o tempo de reducdo do azul de metileno na concentracdo 0,03%
(potencial redox). O pH do liquido ruminal foi estimado, utilizando um potenciémetro digital®®.
E para a determinacgdo da concentracdo de aménia (NHz) no liquido ruminal, uma amostra de
20 mL do conteldo foi filtrada e mantida congelada a 0°C para posterior realizacdo da analise
conforme o método INCT-CA NO006/1 descrito por Detmann et al.®’.

2.4 Analises Gram para 0s grupos bacteriano e levedura

As caracteristicas micro morfologicas e tintoriais dos grupos bacterianos e leveduriformes
predominantes no liquido coletado foram observadas apos a realizacdo de esfregagos secos,

fixados e corados em lamina de microscopia pelo método de Gram™.

2.5 Bactérias Enterozoondticas

Com o objetivo de verificar a influéncia dos probidticos sobre a populacdo de

enterobactérias no rimen, dilui¢gdes decimais do liquido ruminal foram preparadas em tubos



62

contendo nove mL de solucdo salina estéril. Apos cada diluicdo, os tubos foram
homogeneizados durante trés minutos e aliquotas de 100 microlitros das dilui¢Ges 102 e 10
foram inoculadas em placas estéreis e incorporadas com meio dgar Mac Conkey. Os indculos
foram homogeneizados com algas de Drigalski estéril e as placas foram incubadas em estufa
BOD a 39°C e monitoradas para o crescimento de coldnias bacterianas por até 21 dias”.

Para a identificacdo dos géneros bacterianos mais prevalentes nas amostras de fluido
ruminal, foi realizado o reisolamento e o cultivo em placas contendo meio dgar Mac Conkey
em estufa a 37°C por 24 horas. Apds o crescimento exponencial, cada isolado era inoculado em
tubos contendo meio Rugai e Aratjo, modificado por Pessoa e Silval®. Os tubos foram
incubados em estufa BOD a 39°C e posteriormente foi feita a leitura dos resultados apds 24
horas, usando-se tabela ilustrativa para identificacdo presuntiva de Enterobacteriaceae, de

acordo com Pessoa e Silval®.

2.6 Fungos anaerobios facultativos

Dilui¢des decimais seriadas do liquido ruminal foram preparadas em tubos contendo nove
mL de solucdo salina estéril. Apds cada diluicdo, os tubos foram homogeneizados durante trés
minutos e aliquotas de 100 microlitros das diluicbes 10 e 10* foram inoculadas em placas
estéreis contendo o0 meio agar Sabouraud. Os inéculos foram homogeneizados com algas de
Drigalski estéril e as placas foram incubadas em estufa BOD a 37°C e monitoradas para o
crescimento de col6nias fingicas por até sete dias>>1%,

As coldnias de fungos micelianos isoladas foram identificadas pela técnica de
microcultivo e as caracteristicas micromorfoldgicas, evidenciadas ao microscopio optico, foram

associadas aquelas descritas para fungos de interesse biotecnoldgico e médico-veterinario®>8 .

2.7 Protozoarios ruminais

Ap6bs filtragem do fluido ruminal, uma aliquota de um mL foi diluida em nove mL de
solucdo de formaldeido a 10%, para a conservacao das estruturas micromorfoldgicas dos
protozoarios. Quando necessario, eram realizadas dilui¢cbes decimais em solugéo salina. Para a
quantificacdo de protozoarios pequenos, médios e grandes foi inoculado um mL da solugdo em
camara de Sedgwick-Rafter, para visualizag&o e quantifica¢do sob a luz do microscopio 6ptico,

utilizando a objetiva de 103.
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Para identificacdo dos géneros desses microrganismos era utilizada uma gota da dilui¢cdo
107! descrita anteriormente juntamente com uma gota de lugol em Idmina de microscopia. Nesta
lamina era acoplada uma laminula, seguindo posteriormente para visualizacdo em microscopio

optico das microestruturas dos protozoarios®®1%”.

2.8 Analises histoldgicas do sistema gastrointestinal

Cortes de rumen, intestino delgado e intestino grosso foram lavados em &gua corrente e
pré-fixados em solucdo de formalina a 10% por seis horas. A seguir, foi extraido um fragmento
de cada uma dessas partes, com aproximadamente 1 cm?, sendo que do rimen foi coletado na
parte ventral e do intestino delgado e grosso um metro contado do inicio dos mesmos. Em
seguida, os tecidos foram conservados em alcool a 70% até o momento de montagem das
laminas, que foi realizado com, no maximo, dez dias apos a colheita. Os procedimentos na
montagem das laminas histoldgicas consistem em imersdo dos fragmentos de tecidos em cubos
de parafina e cortes dos cubos com 5 mm de espessura em micrétomo seguido de coloracéo
pela técnica de Hematoxilina e Eosinal®,

Com as laminas histoldgicas montadas, foi realizada a leitura e medicdo da altura da
vilosidade e profundidade de cripta para os fragmentos de intestino delgado, profundidade da
cripta para o intestino grosso e largura da base das papilas e espaco entre papilas do fragmento
de ramen. A leitura foi realizada por meio de um microscopio eletronico ligado a um

computador onde as imagens foram analisadas com uso do programa Image J'%.

2.9 Analises estatisticas

Apbs analise exploratdria, os dados paramétricos foram submetidos a analise de variancia
pelo pacote estatistico EASYANOVA do R, e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Nas analises microbioldgico foram utilizados testes n&o-
paramétricos pelo pacote estatistico EASYANOVA do R®, sendo Qui-Quadrado para taxas de
deteccdo, Wilcoxon para analises de comparacédo de dois grupos, Friedman ou Kruscall-Wallis
para dados de quantificacio®. Foram realizadas anélises descritivas das caracteristicas

sensoriais do fluido ruminal (cor, odor, viscosidade e PRAM).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas do fluido ruminal

Quanto as avaliagGes das analises macroscopicas do liquido ruminal, a coloragcdo CE foi
a mais predominante para o total de amostras coletadas (14 amostras de 40 = 35%), sendo sua
maior manifestagdo em nove amostras do tratamento com dieta milho grdo moido e cinco
amostras para milho gréo inteiro. O CS foi a segunda cor mais encontrada (11 amostras de 40
= 27%), sendo cinco para milho grdo moido e seis para milho gréo inteiro (Tabela 7). Essas
tonalidades s&o caracterizadas em ambiente ruminal com pH mais neutro. Abréo et al.' e Vieira
et al.1¥ concordam com Dirksen!® ao afirmarem que o fluido ruminal mais claro sugere a
condigdo de ambiente mais &cido. Também foi possivel observar que os liquidos ruminais com
menores quantidades de cor CE foram provenientes de animais tratados com Aspergillus terreus
(AT) e controle de gréo inteiro (0% e 10%, respectivamente) e Rhizomucor spp. (RZ) e
Aspergillus terreus dos tratamentos de grdo moido com 10% cada. A coloragdo mais escura é
caracteristica de fluido ruminal de animais sob dieta com fonte de volumoso 411°, Dessa forma,
pela avaliacdo das coloracdes do fluido, os animais do experimento apresentaram baixo indice
de acidose.

A predominancia para a caracteristica odor aromatico (AR) se manifestou em 21 do total
de 40 amostras (52%), com 11 (27%) amostras para MGl e 10 (25%) para a MGM (Tabela 6).
A maior manifestacdo desse odor (19,04%) foi para o tratamento da MGM associada a mistura
dos dois fungos (MX). Os odores que menos se manifestaram entre as amostras obtidas foram
os descritos como &cido penetrante (AP) com uma amostra na MGI-AT, seguido de insosso a
acido com uma para MGI-TE e outra MGM-RZ. O odor aromatico foi descrito por Vieira et
al.” em 100% das amostras de animais se alimentando de pastagem e levemente acido para as
amostras de animais sob DAG.

A viscosidade aquosa (AQ) foi observada em 16 das 40 (40%) amostras, sendo nove para
animais em MGI e sete para MGM. Entre o fator probidtico fungico a maior manifestacao
aquosa foi para o tratamento controle e mistura dos fungos na dieta de gréo inteiro (trés para
cada) (Tabela 06). A segunda maior viscosidade foi para a espessa (EP), que se manifestou em
13 amostras (32%) sendo sete para dieta MGl e seis para dieta MGM. Vieira et al.” verificaram
em seu estudo que 0s animais em pastejo apresentavam as propriedades descrita por Dirksen'®,
no qual descreve fluido ruminal com caracteristica espessa com intensa producgéo de bolhas de

gases, indica intensa atividade microbiana®.



65

As amostras desse estudo, mesmo sendo de maioria aquosa, apresentavam grande
formagéo de bolhas, sendo essa atividade confirmada pelo potencial de redugdo do azul de
metileno (PRAM), onde foi observado com tempo menor que trés minutos para 100% de todas
as mostras (Tabela 07). Abrdo et al.® observaram PRAM menor que um minuto para animais
recebendo dieta de alto concentrado, contudo Dirksen 1% respalda que o baixo potencial de
atividade microbiana apresenta tempo de PRAM maior que 15 minutos, situac6es manifestadas
em animais sob dietas pobres em energia e proteina, ou em ruminantes com inapeténcia

prologada.

TABELA 6 - Anélise fisico-quimica predominante do fluido ruminal de ovinos confinados alimentados
com dieta de alto gréo associados com probidticos a base de fungicos.

Fator fisico-quimico Inteiro Moido TOTAL Total
RZ AT TE MX RZ AT TE MX MGI MGM

Cor
Castanho enegrecido — CE 2 0 1 2 1 1 4 3 5 9 14
Castanho — CS 1 2 1 2 1 2 0 2 6 5 11
Castanho esverdeado — CV 0 1 0 O 1 1 1 0 1 3 4
Leitosa acinzentada — LE 0 2 3 1 0O 0 0 O 6 0 6
Leitosa marrom — LM 2 0 0 O 2 1 0 0 2 3 5
Odor
Amoniacal — Al 1 1 0 O 0 0 0 O 2 0 2
Acido - AC 0 0 0 O 2 0 0 O 0 2 2
Aromatico — AR 3 3 2 3 1 2 3 4 11 10 21
Acido penetrante — AP 0 1 0 O 0 0 0 O 1 0 1
Insosso até acido — 1A 0 0 1 O 1 0 0 O 1 1 2
Inodoro — ID 1 0 2 2 1 3 2 1 5 7 12
Viscosidade
Aguosa — AQ 1 2 3 3 2 2 1 2 9 7 16
Aquosa até espumosa — AE 2 1 0 1 1 0 1 O 4 2 6
Espessa — EP 2 2 2 1 0 2 2 2 7 6 13
Espessa até aquosa - EA 0O 0 0 O 2 1 1 1 0 5 5
PRAM (min) <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3

MGI: milho gréo inteiro; MGM: milho grdo moido; RZ: Rhizomucor spp.; AT: Aspergillus terreus; TE:
controle; MX: mistura dos dois fungos; e PRAM: potencial de redutor de azul de metileno/potencial de
atividade.

3.2 Concentragdo de N-NHs e PH ruminal

N&o foi observada distincdo (P>0,05) na avaliacdo da concentracdo de nitrogénio
amoniacal no fluido ruminal dos animais submetidos aos diferentes tratamentos (Tabela 7).
Savari et al.!'! também ndo encontraram diferenca significativa para o seu experimento com
vacas leiteiras alimentadas com dietas de alto concentrado de milho moido ou floculado com
baixa ou alta relacdo de PDR:PNDR (proteina degradada no rimen: proteina ndo degradada no

ramen).
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Para aumento do consumo de matéria seca o nivel de nitrogénio amoniacal ruminal deve
estar na concentracdo acima de 8 mg/d{, no entanto, para elevar a disponibilidade de proteina
microbiana no intestino, o nivel de nitrogénio amoniacal no rimen deve estar em torno de 15

112

mg/dl, dessa forma ira maximizar a producdo*-<. Os resultados obtidos nesse experimento estéo

entre 8,14 a 9,66 mg/d{, acima do minimo recomendado.

TABELA 7 - Analise da concentracdo nitrogénio amoniacal (N-NHs) e pH do fluido ruminal de ovinos
confinados alimentados com dieta de alto grao associada com probiéticos a base flngicos.

. Processamento Probioticos P-valor
Variaveis - -
Inteiro Moido RZ AT MX TE Proc Prob Proc:Prob
N-NHs, mg/de 8,99 9,34 9,66 9,30 9,54 8,1473 0,786 0,808 0,554 33,32
pH 551b 6,15a 5,77 5,73 5,99 5,838 0,001 0,579 0,748 7,60

Médias seguidas por letras minusculas diferentes nas linhas, apresentam diferencgas significativas a 5%
de significancia pelo teste Tukey. MGI: milho grao inteiro; MGM: milho grdo moido; RZ: Rhizomucor
spp.; AT: Aspergillus terreus; TE: controle; MX: mistura dos dois fungos — RZ+AT.

Outros estudos devem ser feitos visando verificar a flutuagdo do nitrogénio amoniacal no
ramen ao longo do tempo apos arragoamento. A ndo diferenga encontrada no presente estudo
poderia ser justificada pela analise ter sido realizada em um s6 tempo, ap0s o abate dos mesmos,
acondicionados inicialmente a um jejum prolongado.

O pH ruminal foi mais baixo para o fluido ruminal dos animais sob dieta de gréo inteiro
(P<0,01). Dieta rica em CNF pode elevar o crescimento microbiano aumentando a taxa de
passagem'*2. Dieta de grdo moido aumenta a disponibilidade de CNF, quando comparado com
dieta de grdo inteiro. Dessa forma, animal em jejum, a taxa de passagem do grdo inteiro € menor
que a dieta de grdo moido, entdo mesmo com a restricdo alimentar, a fermentacdo do grdo
inteiro permanece ocorrendo no rumen, produzindo os &cidos da fermentacdo, e

consequentemente ocorre a reducéo do pH.

3.3 Analises de Gram para os grupos bacteriano e levedura

Nas analises de Gram observou um padrdo semelhante para os diferentes grupos de
bactéria (Tabela 9). Independente do tratamento, todos apresentaram concentracdo semelhante
de relacdo para cocos e seus agrupamentos, para espirilo, vibrido, bacilos e leveduras.
Caracteristicas semelhantes também foram observadas bactéria Gram negativa e Gram positiva,
sendo maior concentracdo em todos tratamento para o grupo Gram negativo (P<0,05).

Foi realizada uma analise do perfil populacional de microrganismo que constitui a

microbiota ruminal e a variacdo do pH ruminal (Tabelas 7, 8, e 9). Ndo foram observadas
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diferencas significativas das populagdes bacterianas nas amostras analisadas quando foi
considerado o fator probioticos fungicos (Tabela 07), contudo quando considerado o fator tipo
de processamento, onde houve diferenca para pH ruminal (P<0,05) (Tabela 7), observou maior
populacdo de bactérias para o tratamento com MGM. Apesar de apresentado diferenca
significativa nos valores do pH entre os tipos de processamento, ndo foi observado diferencga
para nenhuma das comunidades microbioldgica analisadas (bactérias Lac+ e Lac-, fungos,

leveduras e protozoarios) (Tabela 9).

TABELA 8 — Exame direto para deteccdo dos grupo bacteriano e levedura identificado pela técnica de
Gram do rimen de ovinos confinados alimentados com dieta de alto grdo associado a
probidticos a base de flngicos.

o Inteiro Moido
Variaveis
Rz TA MX TE Rz TA MX TE

Cocos +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++
Diplococos +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Streptococcus + ++ + ++ + ++ ++ +
Estafilococos - + + + + + + +
Espirilo ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++
Vibrido + ++ ++ + ++ + + +
Bacilos +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++
Levedura ++ + + ++ ++ ++ + +

Gram Positiva, %  82,8a 69,7a 72,5a 80,1a 86,42 70,1a  80,2a 76,5a
Gram Negativa, %  17,2b 33,5b 30,7b 26,5b 25,1b  250b  26,3b  25,1b
Total 100 100 100 100 100 100 100 100
Médias seguidas de letras minusculas diferente na coluna, indicam diferencas significativas a 5% de
significancia pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney.RZ: Rhizomucor spp.; AT: Aspergillus terréus;

MX: mistura dos dois fundos — RZ+AT; TE: Controle. +++: concentracdo alta; ++: concentracdo média;
e +: concentracao baixa.

O ambiente ruminal com caracteristica de acidose reduz a diversidade microbiana4, e de
acordo com Nagaraja e Titgemeyer!'® a reducio na populagio dos protozoarios ruminais no
rimen de animais recebendo DAG, onde o pH encontra se proximos de 5,5, pode ser
considerado como um bom indicador de acidose ruminal. Os protozoarios sdo reconhecidos por
serem capazes de engolfar o amido e poderem contribuir com até 45% da atividade microbiana,
ajudando assim no controle do pH e servindo como tamponante, além disso, sabe-se que em
ambientes ruminais muito &cidos as atividades dos ciliados s&o reduzidas. Sendo assim a
populacéo de protozoarios deveria se favorecida pelo acimulo de amido no rimen, contudo, o
pH &cido do ramen impede o desenvolvimento de protozoarios, podendo levar a morte,

principalmente os grandes’8114,
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De acordo com Arcuri et al.”3, os protozoarios sdo predadores de bactérias, dessa forma
0 aumento na populacdo de protozodrio pode reduzir a biomassa bacteriana livres, reduzindo
assim proteina microbiana

Né&o foi observada diferenca significativa para as populacfes de Lac+ e Lac- dentro do
fator probidtico, contudo houve diferenca estatistica entre os tipos de processamento (P<0,05)
(Tabela 9) com maior populacdo na dieta de milho grdo moido (MGI: 1,29x10° e MGM:
1,75x10% Tabela: 10). Foi observado também, uma maior concentragdo de bactéria
fermentadoras de lactose (P<0,05) em todos fatores (probidtico x processamento) (Tabela 10).
A maior concentracdo de bactérias fermentadoras em animais tratados com dieta de grdo moido
pode ser justificada pela maior disponibilidade de amido altamente fermentavel no rimen capaz
de ser utilizado por essa bactéria como fonte de energia com consequente liberacdo de lactato

13,14

TABELA 9 - Avaliagdo da populacdo da microbiota ruminal de ovinos confinados alimentados com
dieta de alto grdo associado a probi6ticos a base de flngicos.

Milho Grao Inteiro UFC/mL-1

Variavel Média
RZ AT MX TE
Bactérias lac+ 2,6x10* 2,6x10* 6,3x10* 7,4x10 3,8x10*
Bactérias lac- 1,9x10* 1,8x10* 6,9x10° 1,5x10* 1,4x10*
Fungos filamentosos 1,4x10° 9,6x10? 1,3x10° 8,6x10? 1,1x10%
Leveduras 2,2x10* 7,8x10° 5,0x10° 4,8x10° 4,9x10°
Protozoarios pequenos 2,0x107 0 9,0x10° 1,8x10° 5,27x10°
Protozoarios médios 5,8x10° 0 2,7x10* 2,3x10° 1,45x10°
Protozoarios grandes 0 0 0 2,6x10° 6,50x10?
Milho Grdo Moido UFC/mL-1
Bactérias lac+ 7,6x10* 2,8x10* 6,1x10* 1,1x10° 6,87x10*
Bactérias lac- 1,8x10* 1,1x10* 1,7x10* 2,3x10* 1,72x10*
Fungos filamentosos 2,8x10° 1,2x10° 1,5x10° 1,9x10° 1,85x10°
Leveduras 8,3x10° 2,8x10° 6,7x10° 1,7x10° 4,87x10°
Protozoarios pequenos 2,6x10* 0 8,7x10* 2,0x10° 7,82x10*
Protozoarios médios 60 0 1,0x10% 2,2x10? 2,57x10°
Protozodrios grandes 0 0 1,7x10* 0 4,25x103

RZ: Rhizomucor spp; AT: Aspergillus terreus; MX: mistura dos dois fundos — RZ+AT; TE: Controle;
Lac+: bactéria fermentadora de lactose; Lac-: bactéria ndo fermentadora de lactose.

TABELA 10 - Anélises da populagéo de bactéria fermentadora de lactose no fluido de ovinos confinados
alimentados com dieta de alto grdo associado a probidticos a base de fungicos.

Quantificacdo UFC/mL Positividade em cultivo (%)
Tratamento
Total Lac+ Lac-
Milho Gréo Inteiro
Rhizomucor spp. 2,27x10° 17,59 57,922 42.07b

Aspergillus terreus 2,22x10° 17,23 58,362 41,64b
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Mistura dos fungos 3,52x10° 27,31 90,122 9,87b
Controle 4,89x10° 37,86 76,292 23,70b
Total MGl 1,29x106A 100 - -
Milho Grédo Moido
Rhizomucor spp. 4,72x10° 26,95 80,752 19,25b
Aspergillus terreus 2,38x10° 13,61 58,262 41,74b
Mix dos fungos 3,91x10° 22,31 78,072 21,93b
Controle 6,50x10° 37,13 88,272 11,73b
Total MGM 1,75x10°B 100 - -

Variaveis seguidas por letras minasculas diferentes nas linhas, apresenta diferencas significativas a 5%
de significancia pelo teste Wilcoxon entre Lac+ e Lac-, e significativo para letras maitsculas diferentes
entre os tipos de processamentos pelo teste de Kruskal Wallis. Lac+: bactéria fermentadora de lactose;
Lac-: bactéria ndo fermentadora de lactoses; UFC: unidade formadora de colénia, MGI: milho grdo
inteiro; MGM: milho grdo moido.

3.4 Distribuicdo dos géneros de bactérias

Os géneros de bactérias mais predominantes, em ordem decrescente, foram Alcaligenes
(37), Escherichia coli (22), Klebsiellai (11), Shigella (10) e Enterobacter (6) (Tabela 11). A
menor manifestacdo de Alcaligenes entre os tratamentos foi para tratamento controle do gréo
inteiro (2,7%) e o Aspergillus terreus (5,4%) e controle (8,1%) do milho moido. As bactérias
do género Escherichia coli se manifestaram em menor proporgdo nos tratamentos com
Rhizomucor spp. (0,0%) e mistura dos fungos (4,5%) do processamento com grdo moido e
Aspergillus terreus (9,1%) do processamento inteiro (Tabela 11). De acordo com a literatura,
animais ruminantes arragoados com dieta com alto concentrado tem maior predominancia de
bactérias totais de Escherichia coli presentes no rimen’™.

Vieira et al.” avaliaram a distribuigio dos géneros de Bastonete Gram-negativos aerdbios
e anaerobios facultativos no fluido ruminal de bovinos mantidos em pastagem tropical ou com
dieta de alto concentrado, verificaram que a maior populagdo de bactérias foi encontrado nos
animais alimentados sem fonte de volumoso, e que a populagdo de Escherichia foi
significativamente maior (71,6% comparado entre os tratamentos) para o tratamento para
animais sob DAG (P<0,05) tanto na comparacao entre os tratamentos quanto entres 0s géneros.
Resultados dessa pesquisa corroboram com Vieira et al.”® quanto da predominancia dos géneros
Escherichia, Klebsiella e Enterobacter no fluido ruminal de animais alimentados com dieta de
alto concentrado.

A populagdo E. coli sdo mais predominantes no fluido ruminal de animais alimentados
com alta concentracdo de grdo do que animais alimentados com fonte de volumoso. Animais
sob dieta de alto concentrado pode apresentar acidose ruminal subaguda e a populacédo de E.

coli significativamente maior, 0 que caracteriza com sendo ambiente mais favoravel ao
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desenvolvimento desse género, considerado como principal agente zoonoses do TGI de animais

ruminantes®®.

TABELA 11 - Distribuicao dos géneros de bactérias Gram negativas presente nos fluidos do ruminal de
ovinos confinados alimentados com dieta de alto gréo associado a probioticos a base de

fangicos.
| Inteiro Moido
Bactérias O Rz AT MX  TE RZ AT  MX  TE

N n % N % n % N % n % n % N % n %
Alcaligenes 37 4108 8216 4108 1 27 9243 2 54 6 162 3 81
Escherichiacoli 22 4 182 2 91 3 136 3136 - - 6273 1 45 3 136
Klebsiella 11 1 91 2182 1 91 - - 2182 2 182 2 182 1 9,1
Shigella 10 1100 - - 1100 3300 1100 - - 1 10,0 3 30,0
Enterobacter 6 1167 1 16,7 1 16,7 - - - - - - - - 3 50,0
Edwardsiella 2 - - - - - - - - 2 100 - - - - - -
Proteus 1 - - 1 100 - - - - - - - - - - - -
Salmonella 1 - - - - - - - - 1 100 - - - - - -
Total 91 11 14 10 7 15 10 10 13

RZ: Rhizomucor spp.; AT: Aspergillus terreus; MX: mistura dos dois fundos — RZ+AT; TE: Controle;
n: nimero de observacao dos géneros. *Se refere & soma das observagdes entre 0s géneros de bactérias.

No presente estudo a populagéo dos géneros Salmonella e Proteus foram observados com
menor frequéncia. A Salmonella assim como E. coli sdo géneros de bactéria responsavel por
causar intoxicacdo alimentar. Esses dois géneros, produtores de lactato, apresenta um
crescimento em ambiente ruminal com alta concentracao de carboidrato de alta disponibilidade,

0 que promove uma diminuicdo no pH podendo levar o animal a desenvolver acidose ruminal®2.

3.5 Distribuicdo dos géneros de fungos anaerdbios facultativos

Foi identificado seis géneros de fangicos para o total de 15 amostras observacdes nas
analises para populacdo de fungos anaerdbicos. O Cladosporium foi o género mais prevalente,
com sete observacbes o que corresponde a 46,66% do total. O Cladosporium é um fungo
caracterizado por apresentar machas escuras, de tonalidade marrom até preta, com aspecto
aveludado®’. Segundo Hankin e Anagnostakis’® s&o género de fungos capazes de produzir as
enzimas lipase, protease, uréase e quitinase, que contribuir no processo de digestibilidade da
dieta com alta concentracdo de milho inteiro. S&o caracterizados por apresentarem crescimento
lento, com maturidade atingida de 14 a 21 dias; por apresentar colonias efusas ou casualmente
puntiformes, com a superficie plana, circulares, enrugada e de coloracéo que vai do verde oliva

a marrom escura®®.
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O segundo fungo que foi mais observado foi do género Aspergillus spp., correspondendo
26,66% do total dos fungos identificados. O Aspergillus spp. é género que contém por volta de
100 espécies e onze teleomorfos (tipo de reproducdo sexuada dos fungos) diferentes,
pertencente a familia dos Trichocomaceae (familia dos fungos bolores), o qual se apresenta com
coloracdo branca a amarelada, semelhante ao algoddo, com base amarelada com o centro mais
escuro®’. Esse género, é muito comum sendo encontrado em todo a parte do mundo e em
ambiente mais adversos, com varidveis acdes, causador de inimeras enfermidades, porém
muito aplicado em indUstrias para producio de antibi6ticos. E um importante decompositor de
alimentos, tendo sua aplicacdo também na indUstria de alimentos.

Abrio et al 2657011781 "verificaram o potencial desse género para producdo de enzima
celuloliticas, sendo ele capaz de sobreviver as diversidades do ambiente ruminal, sobre a
presenca dos principais acidos graxos volateis e que possui viabilidade ap6s incubacdo por 96h
depois de ter sido armazenado por até dois anos. Do mesmo modo, Mustafa et al.®” confirmaram
a eficiéncia do Aspergillus terreus na producgéo de enzima celulase em cultura de fungo filtrado
do que em estrado de semente de cebola, sendo as atividades maiores em temperatura de 60 °C
e 55°C em pH 5,5 e 6,0 para uma producéo de 15 e 12,5 mg/mL, respectivamente.

O terceiro grupo mais observado nas analises foi o género Absidia spp. (13,33%), pertence
a familia do Mucoraceae, comumente encontrado em vegetais em decomposicao, sendo as
vezes relacionado como causador de infecgdo em humanos®’. Os géneros Rhizomucor spp. e
Fusarium spp. foram os menos observados, correspondendo as 6,66% do total de observado
cada um nas identificaces por microcultivo. O Rhizomucor spp. também pertence a familia dos
Mucoraceae®’. Bernarde et al.8” em seus estudo para comprovar o potencial do Rhizomucor
miehei para produgdo de enzima o-amilase estabilizada, verificaram o seu potencial especifico

em processo que necessita de pH em torno de 4,0 a 5,0 e alta temperatura (70 °C).

3.6 Distribuicdo dos géneros de protozoarios do rumen

A quantificacdo da populagdo de protozoarios grande, médio e pequeno encontra-se
ilustrada nas tabelas 09 e 10. Na identificacdo dos géneros de protozoario (Tabela 12), so foi
possivel observar dois géneros, Entodinium e Charonina, contudo néo foi observada diferenca
significativa na populacdo desses géneros levando-se em conta os fatores: tipo de probidtico e

processamento.
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TABELA 12 - Distribui¢do dos géneros de protozoarios presentes nos fluidos do ruminal de ovinos
confinados alimentados com dieta de alto grdo associado a probidticos a base de flngicos.

Tratamentos - UFC/mL-1

Protozodrio Processamento Milho Gréo Inteira Milho Grao Moida P-valor
Inteiro Moido Rz AT MX TE RZ AT MX TE Proc Prob

Entodinium 51,65 23,61 1106 - 16 80 3 - 25 80 0,80 0,63

Charonina 8 - 24 - 2 6 - - - - 0,74 0,84

Variaveis seguidas por letras mintsculas diferentes nas linhas, apresenta diferencas significativas a 5%
de significancia pelo teste Kuskal-Wallis. RZ: Rhizomucor spp.; AT: Aspergillus terreus; MX: mix dos
dois fundos — RZ+AT; TE: Controle.

3.7 Analises histoldgicas do trato gastrointestinal

Na avaliacdo das variacGes das caracteristicas histologica do sistema gastrointestinal, ndo
foram verificadas variacdes significativas para a altura da lamina propria-submucosa (LPS) do
ramen de borregos alimentados com os diferentes tratamentos (Tabela 13). N&o houve diferenca
significativa para profundidade de cripta do intestino delgado (PCD) com relacdo ao fator
processamento, contudo houve alteracdo expressiva para PCD quanto observacéo entre o fator
probidtico fangico (P<0,05) sendo maior para o tratamento com fungo Rhizomucor spp. (RZ).

A largura da base das papilas (LBP) apresentou interacdo expressiva entre os fatores
processamento e probidtico fungico (P<0,05), sendo significativamente maior para dieta de
grdo moido (P<0,05) e entre os probioticos, maior para o tratamento com Rhizomucor spp. € 0
controle (TE) (P<0,05).

Houve interacdo significativa entre os fatores (P<0,05) para espessura da ttnica muscular
do epitélio ruminal (TMS), com diferenca expressiva entre 0s processamentos sendo maior para
os tratamentos de grdo inteiro (P<0,05), e entre os probiotico fungico, maior novamente para
os tratamentos RZ e TE (P<0,05) e menor nos tratamentos com Aspergillus terreus. A altura da
vilosidade do intestino delgado (AVD) também apresentou ter relagdo interativa (P<0,05),
sendo que entre os fatores processamento, teve 0 mesmo comportamento da TMS, no entanto
para o fator probiotico fungico também mostrou efeito com diferenca expressiva (P<0,05), mas
com o comportamento oposto do TMS, os maiores valores foram para os tratamentos com

Aspergillus terreus e a mistura dos fungos.
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TABELA 13 - Avaliacdo histologica do rdmen, intestino delgado e intestino grosso de ovinos
confinados alimentados com dieta de alto grao associado a probi6ticos a base flngicos.

Varidveis Processamento (pum) Probidtico (um) P-Valor
Inteiro Moido Rz AT MX TE Proc  Prob  Proc:Prob

LPS 2093 2267 1920 2224 22880 2288 0,297 0,346 0,128 34,84
LBP 771b 9774a  1080a 752b 711b 949a 0,001* 0,001* 0,001 27,67
TMS 15302 1380b  1596a 1250c 1403b 1572a 0,001* 0,001* 0,001 14,78
AVD 5072 385b 352b 500a 51la 421b 0,001* 0,001* 0,241 27,34
PCD 4512 408a 574a 387b 353b 403b 0,096 0,001* 0,463 28,90
PCG 564b 753a 520b 652a 755a 706.a 0,001* 0,001* 0,015 27,62

*Variavel seguida de letas minUsculas diferente na linha, apresenta diferenca significativa 5% de
probabilidade pelo teste Tukey. LPS: altura da lamina prépria submucosa do epitélio ruminal; LBP:
largura da base das papilas ruminais; TMS: espessura da tunica muscular do epitélio ruminal; AVD:
altura das vilosidades do intestino delgado; PCD: profundidade das criptas do intestino delgado; e PCG:
profundidade das criptas do intestino grosso.

Gallo et al.**realizaram um experimento com ovinos confinados submetido a dieta de alto
grdo de milho inteiro (80% milho e 20% nucleo) comparando com controle (dieta convencional
com fonte de volumoso), concluiram que comprimento e largura das papilas ruminais ndo foram
afetadas (P>0,05) pelo tipo da dieta. Oliveira et al.> também avaliaram caracteristicas
anatdmicas ruminais (nimero de papilas/cm? presentes em cada fragmento, area média das
papilas, % éarea papilar e superficie total de absorcdo por cm? de parede) para ovinos confinado
recebendo dieta de alto concentrado de grdo (MGI, MGM e milho grdo umedecido) e nédo
observaram diferenca (P>0,05) para o nimero de papilas/cm? e nem para area média da papilas.
Porém, foi verificado diferenca significativa para % area papilar e superficie total de absorcéo).

A profundidade de cripta do intestino grosso (PCG) também apresentou interacao
significativa entre os fatores (P<0,05), sendo maior para dieta MGM. Contudo, mostrou
comportamento diferente para o fator processamento quando comparado com TMS, AVD e
PCD sendo maior para os tratamentos com MGI (P<0,05), e entre o segundo fator probiotico
foi maior o tratamento com Rhizomucor spp. (P<0,05) que apresentou a menor PCG (P<0,05)
(Tabela 13).



FIGURA 5 - Imagem de Iamina histoldgica (500um). Em R: epitélio ruminal, as linhas de cor verde
representam lamina prépria submucosa — LPS, a linhas laranja a largura da base da papila
—LBP e alinha amarela representa a espessura da tunica muscular — TMS; em ID: epitélio
intestino delgado, a linha vermelha representa a altura da vilosidade — AVD, e linha verde
a profundidade de cripta - PCD; e em IG: epitélio intestino grosso, a linha amarela
representa a profundidade de cripta - PCG.
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4 CONCLUSAO

Os fungos usados utilizados nesse trabalho ndo demostraram acgdes probioticas com
influencia na microbiota e nem nas caracteristicas macroscopicas do ambiente ruminal.
Contudo, mais pesquisas deverdo ser conduzidas com objetivo confrontar os resultados

encontrados com outras condigdes de investigagoes.
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CAPITULU 4 - CONSIDERACOES FINAIS

A producdo de ovinos de corte estd em plena transformagdo, deixando de ser uma
atividade de subsisténcia e passando a ser vista como atividade lucrativa, com produtores
preocupados em melhorar os indices produtivos e a qualidade dos produtos finais.

A tecnologia de manejo alimentar com o confinamento de ovinos sob dieta de alto gréo
tem mostrado ser uma préatica promissora. Essa técnica tem demonstrado vantagens superiores
aos manejos tradicionais, pois reduz custo com mao de obra, tempo de engorda, além de garantir
melhor padronizacdo dos lotes e melhor acabamento de carcaca.

Contudo, dieta de alto grdo representa risco do ponto de vista metabdlico. Esse tipo de
dieta quando mal manejada pode levar o animal a desenvolver quadro de acidose, podendo leva-
lo a morte. Em dieta de alto de grdo é preciso garantir o bem-estar animal, atendendo a exigéncia
do consumidor. Nesse contexto, o nutricionista deve formular dieta para que o animal néo
desenvolva sintomas de acidose. Para esse controle, aditivos nutricionais podem ser aplicados.

O processamento do grdo pode melhorar o aproveitamento do amido, porém a liberagdo
desse amido no rimen pode contribuir para o aumento de bactérias fermentadoras de lactose,
que aumenta a disponibilidade de fons H*, o que ird contribuir para a reducdo do pH. Nesse
sentido, técnicas de processamentos quimicos e o uso de aditivos pode melhorar o
aproveitamento dos granulos de amido evitando que o ambiente ruminal fique &cido,
estabelecendo condi¢des desejaveis para promover um equilibrio ruminal.

O uso de probidtico € uma alternativa viavel para o controle dos disturbios metabdlicos,
garantindo o bem-estar dos animais. Apesar dos fungos serem poucos utilizados como
probidtico que atuem no ramen, estudos tém comprovado seu potencial. Sendo assim, os fungos
podem ser uma alternativa como aditivos nutricionais.

Com essa pesquisa foi possivel verificar que os fungos selecionados apresentam potencial
para serem usados como probidticos para ruminantes, demonstrado pela acdo de degradacéo
dos gréos de milho, contribuindo assim para melhorar a digestibilidade do amido. Esses achados
foram confirmados pelas analises laboratoriais: capacidade de producéo de enzimas amilase,
tolerdncia aos AGCC e capacidade de resistir a populacdo autoctone do rimen, além desses
fungos ndo serem produtores de microtoxina, e por fim pela visualizagdo em microscopia de
varredura da agdo mecanica dos fungos.

O experimento realizado com 0s animais com objetivo de evidenciar os resultados
encontrado in vitro, ndo mostraram acdo de melhoria no desempenho animal pela atuagdo dos

probioticos a base de fungos. Contudo, todos os animais submetidos as condi¢fes experimentais
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dessa pesquisa apresentaram caracteristicas macroscopicas e microscépicas do fluido ruminal,
semelhantes a de animais alimentados com dieta convencional, com alta concentracdo de
volumoso. Dessa maneira, a dieta experimental ndo afetou o ambiente ruminal. Porém, no
ensaio de desempenho néo foi possivel com essa pesquisa evidenciar a eficacia do aumento da
concentragdo dos fungos selecionados na dieta, provavelmente devido ao método de aplicagéo,
dosagem adotada e/ou categoria animal testada.

Quando analisado o processamento do milho (fornecido inteiro ou moido) foi observado
resultado significativo para maior peso vivo ao abate, maior peso de carcaca quente e fria, maior
peso de lombo e fraldinha para os animais alimentados com milho gréo inteiro. No entanto,
para as demais variaveis de desempenho e caracteristicas de carcaca nao foi observado efeito
significativo.

Diante desses resultados, outros estudos fazem-se necessarios para encontrar a situacao

6tima para a maxima expressao produtiva dos isolados fungicos selecionados.



