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Resumo

Objetivou-se avaliar as caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas do fluido ruminal e histoldgicas do trato gastrico intestinal
(TGI) de ovinos sob dieta de alto grdo com probidtico fungos Aspergillus terreus e/ou Rhizomucor spp. Analisou-se quatro
probidticos (sem indculos, com Rhizomucor spp., com Aspergillus terreus ¢ com mistura dos dois fungos) e dois processamentos
de milho (moido/inteiro), em fatorial 4x2 em em Delineamento Inteiramente Casualizados (DIC). Borregos Santa Inés/Dorper
foram alojados em oito baias com cinco borregos em cada, durante 75 dias. Coletou-se fluido ruminal para o estudo do perfil
microbiologico do rimen, da caracteristica macroscdpica, da concentragdo de nitrogénio amoniacal e da atividade microbiologica,
além dos fragmentos do TGI para analises histologicas. Pelas analises dos fluidos, os animais apresentaram baixo indice de acidose.
O odor aromatico e a cor castanho-enegrecido predominaram, o que caracteriza ambiente com pH neutro. As amostras do fluido
apresentaram alta atividade microbiana. O pH ruminal diferenciou-se (P<0,05) quanto ao tipo de processamento, sendo maior para
milho grdo moido (MGM). Nao houve diferenga para nenhuma das comunidades microbioldgicas analisadas (P>0,05) (bactérias
Lact+ e Lac-, fungos, leveduras e protozoarios). Seis géneros de fungos anaerdbicos facultativos foram identificados num total de
15 observacdes. O Cladosporium spp. foi o género mais prevalente (46,66%), seguido do Aspergillus spp. (26,66%). A largura da
base das papilas ruminais apresentou interagdo significativa, sendo maior para MGM (P<0,05) com Rhizomucor ¢ o controle
(P<0,05). O fluido ruminal de ovinos sob dieta de alto concentrado de grao com adi¢ao dos fungos Aspergillus terreus e Rhizomucor
spp. ndo tiveram afetadas as caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas.

Palavra-chave: bactéria ruminal; microbiota ruminal; pequenos ruminantes; protozoarios; rimen.

Abstract

This study aimed to evaluate the microbiological and physicochemical characteristics of the ruminal fluid and histological
characteristics of the gastrointestinal tract (GIT) of sheep on a high-grain diet containing the probiotic fungi Aspergillus terreus and
Rhizomucor spp. The study included four treatment groups (without probiotic, with Rhizomucor spp., with Aspergillus terreus, and
with a mixture of both fungi), and two types of corn (ground/whole), in a Completely Randomized Design (CRD) arranged in 4 x
2 factorial design. Santa Inés x Dorper lambs were housed in eight pens with five lambs each for 75 days. Rumen fluid was collected
to study the rumen microbiological profile, macroscopic characteristics, ammonia nitrogen concentration, and microbiological
activity. In addition, GIT samples were taken for histological analysis. Fluid analyses showed that the animals presented a low
acidosis index. The samples presented a predominantly aromatic odor and blackish-brown color, indicating a neutral pH and high
microbial activity. The rumen pH differed (P < 0.05) according to the level of processed corn consumed, being higher for ground
grain corn (GGC). There was no difference for any of the microbiological communities analyzed (P > 0.05) (Lac+ and Lac- bacteria,
fungi, yeasts, and protozoa). Six genera of facultative anaerobic fungi were identified in 15 observations. Cladosporium spp. was
the most prevalent genus (46.66%), followed by Aspergillus spp. (26,66%). The width of the base of rumen papillae showed
significant correlation being greater for GCG (P < 0.05) with Rhizomucor and for the control (P < 0.05). The rumen fluid of sheep
on a high-grain diet with added Aspergillus terreus and Rhizomucor spp. showed no microbiological and physicochemical changes.
Keywords: rumen bacteria; rumen microbiota; protozoa; small ruminants; rumen.
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Introducio

Dieta desafiadora como a de alto concentrado grao
(DAG), que consiste em alimentar o animal com alta
inclusdo de carboidratos ndo estruturais, provoca grandes
transformagdes no ambiente ruminal-?. Esse tipo de dieta,
quando mal manejada, pode levar os animais ruminantes a
desenvolver graves problemas metabdlicos®?. O uso da

dieta de alto concentrado de grao demanda do profissional
um bom conhecimento das alteragdes provocadas no
rimen e na microbiota®). Dessa forma, torna-se
fundamental o estudo das a¢des de modulagdes ruminais
causadas em animais sob dieta sem fonte de volumoso com
alto concentrado energético, com objetivo de entender
essas alteracdes e realizar agdes no manejo nutricional para
evitar ou reduzir distirbios metabolicos.
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Em animais submetidos a dieta de alto concentrado
de grio o pH ruminal tende a ser baixo (<5,5)©, a
diversidade microbiana ¢ reduzida, populagdes de
protozoarios sofrem declinio e a populac@o de bactérias sdo
alteradas®’®, com redugdo ou total eliminacdo da
populacao flingica anaerobica® Se o pH ruminal
continuar a cair, os Lactobacillus spp. podem substituir os
Streptococcus bovis, iniciando um actimulo excessivo de
lactato, levando a acidose ruminal®!®!). Dessa forma,
evidencia-se a relevancia da utilizagdo de aditivos
nutricionais na alimenta¢do de ruminantes que ajuda a
manter o pH em niveis adequados (>5,5), principalmente
daqueles animais confinados por um periodo mais longo e
arragoados com alto teor de concentrado energético.

Diferentes moduladores (ionoforos, antibidticos,
propolis, 6leos essenciais, simbioticos, dentre outros) da
microbiota ruminal tém sido estudados a fim de melhorar a
atividade microbiana no rimen'? quando animais sdo
expostos a dietas com alta fibra de baixa digestibilidade ou
alto grdo com fornecimento de alta concentragdo amido)!?.
Hill et al.1¥ e Markowik e "Slizewska® afirmaram que os
ionoforos e antibioticos t€m sido os aditivos mais
empregados. No entanto, o uso desses aditivos tem sido
condenado por apresentarem riscos de residuos em produto
e subprodutos de origem animal. Como alternativa, muitos
estudos t€m sido conduzidos com aditivos naturais, como
os probioticos. Diferente dos antibidticos, os probioticos
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,
permitird prever as principais espécies envolvidas na
degradacdo dos graos, quando estes encontram-se inteiros
ou moidos, de forma a modular essa microbiota de maneira
mais eficiente, agregando ganhos na producdo
animal 1617,

Escassos sdo os trabalhos que avaliam a prevaléncia
de fungos no TGI de ruminantes arragoados somente com
concentrado. Recentemente, Abrdo et al.®) demonstraram
que dietas de alto grio eliminam a populagdo de fungos
anaerdbios estritos do rumen, elevam a concentragdo de
Streptococcus spp. e reduzem a diversidade microbiana no
ramen, provavelmente devido a consequente redugdo
significativa do pH (<5,5).

Outros estudos tém mostrado que os fungos
anaerobios ruminais produzem uma grande variedade de
enzimas que geralmente degradam maior quantidade de
substrato que as bactérias do ramen®. Além disso,
possuem a¢do mecanica, com suas hifas que penetram no
alimento, facilitando a agdo de outros microrganismos
como as bactérias!*!1%),

Portanto, este estudo foi conduzido com o objetivo
de examinar se fungos Aspergillus terreus e Rhizomucor
spp., naturais do rimen de ovinos, podem apresentar a¢ao
probiodtica e consequentemente, influenciarem parametros
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microbioldgicos e macroscopicos do ambiente ruminal
desses animais submetidos a dietas de alto grdo, e se
influenciam no equilibrio o ambiente ruminal.

Material e métodos
Ensaio com os potenciais probidticos fungicos in vivo

O ensaio in vivo foi conduzido no sector 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 adaptacdo e 60 dias
para coleta de dados, com quatro periodos experimentais de
15 dias.

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

Foram utilizados 48 borregos com idade média de
sete meses, % 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
de chao de concreto rastico, com dimensdes de 5x5 m,
sendo seis animais por baia (trés machos e trés fémeas). Os
tratamentos experimentais consistiram em dois tipos de
processamentos do grao de milho (inteiro e moido) e quatro
tipos de probidticos (sem probiodtico 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 em
Delineamento Inteiramente Casualizados (DIC), sendo os
tratamentos: Milho grao inteiro sem probiotico — MGI-TE;
Milho grdo moido sem probiodtico - MGM-TE; Milho grao
inteiro com Rhizomucor spp. — MGI-RZ; Milho grao
moido com Rhizomucor spp. — MGM-RZ; Milho griao
inteiro com Aspergillus terreus — MGI-AT; Milho grao
moido com Aspergillus terreus — MGM-AT; Milho grao
inteiro com mistura dos dois fungos — MGI-MX; Milho
grdo moido com mistura dos dois fungos - MGM-MX.

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 géstrico intestinal
dos animais.

Todos os tratamentos foram compostos com dieta
de 85 % de milho (grao inteiro ou moido) e 15 % de nucleo
comercial, ¢ os animais de cada baia receberam os
tratamentos descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Descrigdo dos tratamentos

Milho Grao Milho Moido Nicleo Probiéticos
Tratamentos
(%) esporo/animal/dia“
MGI-TE 85 - 15 Sem
MGM-TE - 85 15 Sem
MGI-RZ 85 - 15 Rhizomucor spp.
MGM-RZ - 85 15 Rhizomucor spp.
MGI-AT 85 - 15 Aspergillus terreus
MGM-AT - 85 15 Aspergillus terreus
MGI-MX 85 - 15 Rhizomucorspp. &
spergillus terreus
MIM-MX _ 85 15 Rhizomucor spp. +

Aspergillus terreus
*Concentragdo de 9,33x10'" esporo por animal por dia. MGI: milho grio inteiro;
MGM: milho moido; TE: controle; RZ: Rhizomucor spp.; AT: Aspergillus terreus;
MX: mistura dos dois fungos;

Andlises de composig¢do do nucleo peletizado e dieta total

O nucleo peletizado (Engordin®) usado nas dietas foi
moido separadamente ¢ em seguida misturado ao milho
moido. Ja para os tratamentos com grdos inteiros foi
fornecido o micleo misturado como pellet inteiro. O
Engordin® ¢ um nucleo proprio para uso em dieta de alto
grao, e segundo informagdes do fabricante, ¢ composto por
fosforo (6000 mg kg™), calcio (minimo de 34 g kg™), extrato
etéreo (10 g kg'), fibra em detergente neutro (minimo de
220 g kg!), matéria mineral (minimo 200 g kg™!), proteina
bruta (minimo 380 g kg'), nitrogénio ndo proteico
equiparado em proteina (minimo 116 g kg''), cobalto (5 mg
kg"), cobre (175 mg kg'), cromo (1.4 mg kg'), enxofre
(4.500 mg kg), iodo ( 5 mg kg!), manganés(180 mg kg™),
magnésio (3.000 mg kg'), sodio (minimo 9700 mg kg™),
potassio (15 gkg™!), zinco (minimo 420 mg kg™'), iodo (5 mg
kg!), virginiamicina (150 mg kg'), monensina (150 mg
kg1), vitaminas A (21.000 U.I kg!), D (3.600 U.L. kg') ¢ E
(135 U. 1. kg) e outros minerais essenciais com umidade de
120 gkg' (90 % de MS).

Tabela 2. Composi¢do quimica do milho e dietas experimentais
(g/kg) na matéria natural

q Dieta milho Dieta milho
S e () BAEID grio inteiro grio moido
Matéria seca 925,98 890,95 889,2
Matéria mineral 10,88 36,5 39,45
Matéria organica 989,12 963,5 960,55
Fibra em detergente 323,18 250,24 183,63
neutro
1:71[.)1’3 em detergente 242,73 31,57 38.1
acido
Extrato etéreo 11 27 23,5
Carboidrato néo fibroso* 572,59 562,94 620,23
Proteina bruta 82,35 123,33 124,09

4Carboidratos nao fibrosos (CNF) calculados com base no FDN (CNF = 100 — MM
—PB—EE-FDN).

Na tabela 2 estdo relacionadas a composicdo
quimica do alimento (milho) usado nas dietas
experimentais como também a composi¢do das dietas
experimentais a base do grdo inteiro (MGI) e do grdo
moido (MGM), com base na matéria natural fornecida aos
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animais confinados.
Coleta e preparo de amostras do fluido ruminal

A coleta do fluido ruminal foi realizada em cinco
animais por tratamento, totalizando 40 amostras dos 48
animais do experimento, pois um animal macho por
tratamento ndo foi abatido. Ao final do periodo de
confinamento de 75 dias, os animais foram pesados (média
de 49,5 kg) e transportados para o abate no setor de
Agroindustria do IF Goiano - Campus Ceres. O abate foi
realizado por insensibilizagdo elétrica com eletrodos e
posterior sangria através do corte da veia jugular ¢ artéria
car6tida. Foi adotado o manejo pré-abate com 12 horas de
jejum e respeito as normas higiénica-sanitarias de bem-estar
animal.

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

Imediatamente apds a evisceragdo de cada animal
foi localizada e exposta a regido ventral do rimen (regido
com maior concentracdo de microrganismos) e realizada
assepsia com alcool a 75%, e com um bisturi estéril feito um
corte de aproximadamente cinco cm de extensdo. O
conteudo ruminal foi filtrado com gazes esterilizadas para
cada amostragem, armazenada em tubos Falcon
esterilizados de 120 mL e mantidos em caixa isotérmica
resfriada, em temperatura abaixo de 8°C, por no maximo
uma hora.

Avaliagdo microbiologica e pardmetros do metabolismo
ruminal

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 ramen foi realizado o
teste que mede o tempo de redugdo do azul de metileno na
concentracdo 0,03% (potencial redox). O pH do liquido
ruminal foi estimado, utilizando um potenciémetro digital!.
Para a determinagdo da concentragdo de amoénia (NH,) no
liquido ruminal, uma amostra de 20 mL do conteudo foi
filtrada e mantida congelada a 0°C para posterior realizagdo
da analise conforme o método INCT-CA NO006/1 descrito
por Detmann et al®?.

Andlises de Gram para os grupos bacteriano e levedura

As caracteristicas micro morfologicas e tintoriais
dos grupos bacterianos e leveduriformes predominantes no
liquido coletado foram observadas apos a realizagdo de
esfregacos secos, fixados e corados em lamina de
microscopia pelo método de Gram®,

Bacteérias Enterozoondticas

Com o objetivo de verificar a influéncia dos
probidticos sobre a populagdo de enterobactérias no rimen,
diluigdes decimais do liquido ruminal foram preparadas em
tubos contendo nove mL de solugdo salina estéril. Apds
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cada diluigdo, os tubos foram homogeneizados durante trés
minutos e aliquotas de 100 microlitros das dilui¢des 102 e
10* foram inoculadas em placas estéreis e incorporadas
com meio agar 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 identificagdo dos géneros bacterianos mais
prevalentes nas amostras de fluido ruminal, foi realizado o
reisolamento ¢ o cultivo em placas contendo meio agar Mac
Conkey em estufa a 37°C por 24 horas. Apos o crescimento
exponencial, cada isolado era inoculado em tubos contendo
meio Rugai e Aragjo, modificado por Pessoa e Silva®®. 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 identificagdo
presuntiva de Enterobacteriaceae, de acordo com Pessoa e
Silva®¥,

Fungos anaerobios facultativos

Dilui¢des decimais seriadas do liquido ruminal
foram preparadas em tubos contendo nove mL de solugéo
salina estéril. Apds cada dilui¢do, os tubos foram
homogeneizados durante tr€s minutos e aliquotas de 100
microlitros das dilui¢des 102 e 10* foram inoculadas em
placas estéreis contendo o meio agar Sabouraud. Os
inoculos foram homogeneizados com algas de Drigalski
estéril e as placas foram incubadas em estufa BOD a 37°C e
monitoradas para o crescimento de coldnias fingicas por até
sete dias®.

As coldnias de fungos micelianos isoladas foram
identificadas pela técnica de microcultivo e as
caracteristicas  micromorfologicas, evidenciadas ao
microscopio optico, foram associadas aquelas descritas para
fungos de interesse Dbiotecnolégico e médico-
veterinario®>2°

Protozoarios ruminais

Apos filtragem do fluido ruminal, uma aliquota de
um mL foi diluida em nove mL de soluc¢do de formaldeido
a 10%, para a conservagio das estruturas
micromorfologicas dos protozoarios. Quando necessario,
eram realizadas diluigdes decimais em solug@o salina. Para
a quantificagdo de protozoarios pequenos, médios e grandes
foi inoculado um mL da solugdo em cémara de Sedgwick-
Rafter, para visualizagdo e quantificagdo sob a luz do
microscopio Optico, utilizando a objetiva de 103.

Para  identificagdo  dos  géneros  desses
microrganismos era utilizada uma gota da diluigdo 107!
descrita anteriormente juntamente com uma gota de lugol
em lamina de microscopia. Nesta lamina era acoplada uma
laminula, seguindo posteriormente para visualizagdo em
microscopio  Optico  das  microestruturas  dos
protozoarios®’?®.

Andalises histologicas do sistema gastrointestinal

Cortes de riimen, intestino delgado e intestino grosso
foram lavados em agua corrente e pré-fixados em solugdo
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de formalina a 10% por seis horas. A seguir, foi extraido um
fragmento de cada wuma 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 ldminas, que foi realizado com, no maximo,
dez dias apos a colheita. Os procedimentos na montagem
das laminas histologicas consistem em imersdo dos
fragmentos de tecidos em cubos de parafina e cortes dos
cubos com 5 mm de espessura em microtomo seguido de
coloracfo pela técnica de Hematoxilina e Eosina®.

Com as laminas histologicas montadas, foi realizada
a leitura e medigdo 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 ¢ espago entre papilas do fragmento de
ramen. A leitura foi realizada por meio de um microscopio
optico ligado a computador onde as imagens foram
analisadas com uso do programa Image J©&.

Analises estatisticas

Apos analise exploratoria, os dados paramétricos
foram submetidos a analise de varidncia pelo pacote
estatistico EASYANOVA do RCGY, e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Nas
analises microbiologicas foram utilizados testes ndo-
paramétricos pelo pacote estatistico EASYANOVA do R¢Y,
sendo Qui-Quadrado para taxas de detec¢do, Wilcoxon para
analises de compara¢do de dois grupos, Friedman ou
Kruscall-Wallis para dados de quantificagao®). Foram
realizadas analises descritivas das caracteristicas sensoriais
do fluido ruminal (cor, odor, viscosidade e PRAM).

Resultados e discussao
Caracteristicas do fluido ruminal

Quanto as avaliagdes das analises macroscopicas do
liquido ruminal, a colorag@o castanha enegrecida (CE) foi a
mais predominante para o total de amostras coletadas (14
amostras de 40 = 35%), sendo sua maior manifestacdo em
nove amostras do tratamento com dieta milho grio moido e
cinco amostras para milho grao inteiro. Castanho (CS) foi a
segunda cor mais encontrada (11 amostras de 40 = 27%),
sendo cinco para milho grdo moido e seis para milho grao
inteiro (Tabela 3). Essas tonalidades sdo caracterizadas em
ambiente ruminal com pH mais neutro. Abrdo et al.® e
Vieira et al.®» concordam com Dirksen®” ao afirmarem que
o fluido ruminal mais claro sugere a condigdo de ambiente
mais acido. 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 grio inteiro (0% e 10%, respectivamente)
e Rhizomucor spp. (RZ) e Aspergillus terreus dos
tratamentos de grdo moido com 10% cada. A coloragdo
mais escura ¢ caracteristica de fluido ruminal de animais sob
dieta com fonte de volumoso®3*?+). Dessa forma, pela
avaliagdo das coloragdes do fluido, os animais do
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experimento apresentaram baixo indice de acidose. Nesse
sentido, as dietas mostraram estarem de acordo com as
exigénecias fisiologicas dos animais, ndo causando
problemas metabdlicos, como acidose.

A predomindncia para a caracteristica odor
aromatico (AR) se manifestou em 21 do total de 40
amostras (52%), com 11 (27%) amostras para MGI e 10
(25%) para a MGM (Tabela 3). A maior manifestagdo 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 acido penetrante (AP) com uma amostra na MGI-AT,
seguido de insosso a 4cido 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 ¢ o odor levemente acido para as amostras de
animais sob DAG. Os animais que apresentaram odor AR,
tendem a apresentar o pH mais adequado ao
desenvolvimento da microbiota. Dessa forma, essas dietas
sdo mais adequadas as exigéncias fisiologicas dos animais,
apresentando menos distiirbios metabolicos.

A viscosidade aquosa (AQ) foi observada em 16 das
40 (40%) amostras, sendo nove para animais em MGI e sete
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para MGM. Entre o fator probidtico fungico a maior
manifestagdo aquosa foi para o tratamento controle e
mistura dos fungos na dieta de grdo inteiro (trés para cada)
(Tabela 03). A segunda maior viscosidade foi para a espessa
(EP), que se manifestou em 13 amostras (32%) sendo sete
para dieta MGI e seis para diecta MGM. Vieira et al.®¥
verificaram em seu estudo que os animais em pastejo
apresentavam as propriedades descritas por Dirksen®”, no
qual descreve fluido ruminal com caracteristica espessa com
intensa produgdo de bolhas de gases, indica intensa
atividade microbiana®.

As amostras desse estudo, mesmo sendo de maioria
aquosa, apresentavam grande formagdo de bolhas, sendo
essa atividade confirmada pelo potencial de reducdo do azul
de metileno (PRAM), onde foi observado com tempo
menor que trés minutos para 100% de todas as mostras
(Tabela 03). Abrdo et al.® observaram PRAM menor que
um minuto para animais recebendo dieta de alto
concentrado, contudo Dirksen® respalda que o baixo
potencial de atividade microbiana apresenta tempo de
PRAM maior que 15 minutos, em situacdes manifestadas
por animais sob dietas pobres em energia e proteina, ou em
ruminantes com inapeténcia prolongada.

Tabela 3. Analise fisico-quimica predominante do fluido ruminal de ovinos confinados alimentados com dieta de alto grao associados a

probidticos fiingicos

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 0 1 1 1 0 1 3 4
Leitosa acinzentada — LE 0 2 3 1 0 0 0 0 6 0 6
Leitosa marrom — LM 2 0 0 0 2 1 0 0 2 3 5
Odor
Amoniacal — AT 1 1 0 0 0 0 0 0 2
Acido - AC 0 0 0 0 2 0 0 0 0 2 2
Aromatico — AR 3 3 2 3 1 2 3 4 11 10 21
Acido penetrante — AP 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Insosso até acido — TA 0 0 1 0 1 0 0 0 1 2
Inodoro — ID 1 0 2 2 1 3 2 1 5 12
Viscosidade
Aquosa—AQ 1 2 3 3 2 2 1 2 9 7 16
Aquosa até espumosa — AE 2 1 0 1 1 0 1 0 4 2 6
Espessa — EP 2 2 2 1 0 2 2 2 7 6 13
Espessa até aquosa - EA 0 0 0 0 2 1 1 1 0 5 5
PRAM (min) <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3

MGTI: milho grao inteiro; MGM: milho grao 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.

Concentragdo de N-NH, e pH ruminal

Nao foi observada distingdo (P>0,05) na avaliagao
da concentracdo de nitrogénio amoniacal no fluido ruminal
dos animais submetidos aos diferentes tratamentos (Tabela
4). Savari et al.** também n3o 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 ramen: proteina nio

degradada no rumen).

Para aumento do consumo de matéria seca o nivel
de nitrogénio amoniacal ruminal deve estar na
concentragdo acima de 8 mg/d{, no entanto, para elevar a
disponibilidade de proteina microbiana no intestino, o
concentragdo de nitrogénio amoniacal no rimen deve estar
em torno de 15 mg/dl, dessa forma ira maximizar a
produgdo®?. Os resultados obtidos nesse experimento estdo
entre 8,14 a 9,66 mg/d{, acima do minimo recomendado.
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Tabela 4. Anélise da concentragdo nitrogénio amoniacal (N-NH3) e pH do fluido ruminal de ovinos confinados alimentados com dieta de

alto grio associada com probioticos a base fingicos

Processamento Probioticos P-valor
Variaveis Cv
Inteiro Moido RZ AT MX TE Proc Prob Proc:Prob
N-NH,, mg/dt 8,99 9,34 9,66 9,3 9,54 8,1473 0,786 0,808 0,554 33,32
pH 5,51° 6,15* 5,77 5,73 5,99 5,838 0,001 0,579 0,748 7,6

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

processamento:probidtico

A ndo verifica¢@o das diferengas para flutuagdo do
nitrogénio amoniacal no ramen ao longo do tempo, apds
arragoamento no presente estudo pode estar relacionada ao
fato da andlise ter sido realizada em um so6 tempo, apds o
abate dos mesmos, acondicionados inicialmente a um
jejum prolongado.

O pH ruminal foi mais baixo (mais acido) para o
fluido ruminal dos animais sob dieta de grio inteiro
(P<0,01). A dieta rica em CNF pode elevar o crescimento
microbiano, aumentando a taxa de passagem®?. Dieta de
grdo moido aumenta a disponibilidade de CNF, quando
comparado com a dieta de grao inteiro. Dessa forma, em
animais em jejum, a taxa de passagem do grao inteiro ¢
menor que a dieta de grdo moido, entdo mesmo com a
restricdo alimentar, a fermentacdo do grdo inteiro
permanece ocorrendo no ramen, produzindo os acidos
graxos da fermentac@o, e consequentemente ocorrendo a
reducdo do pH®.

Andalises de Gram para os grupos bacteriano e levedura

Nas andlises de Gram observou-se um padrdo

semelhante para os diferentes grupos de bactérias (Tabela
5). Independente do tratamento, todos apresentaram
concentragdo semelhante em relagdo a variacao de cocos e
seus agrupamentos, assim como para espirilo, vibrido,
bacilos e leveduras. Caracteristicas semelhantes também
foram observadas em bactérias Gram negativa e Gram
positiva, sendo a maior concentragdo em todos tratamento
para o grupo Gram positivo (P<0,05).

Foi realizada uma analise do perfil populacional dos
microrganismos que constituem a microbiota ruminal
(Tabelas 5 e 6). Nao foram observadas diferencas
significativas das populagdes bacterianas nas amostras
analisadas quando considerou o fator probidtico fingico
(Tabela 5). Contudo, observou-se maior porcentagem da
populagdo de bactérias Gram positiva para todos os
tratamentos (Tabela 5). Apesar de apresentado diferenca
significativa nos valores do pH entre os tipos de
processamento (Tabela 4), nao foi observado diferenca para
nenhuma das comunidades microbiologicas (bactérias
Lac+ e Lac-, fungos, leveduras e protozoarios) analisadas
entre os tratamentos (Tabela 6).

Tabela 5. Exame direto para deteccdo dos grupos bacterianos e levedura identificado pela técnica de Gram do ramen de ovinos confinados
alimentados com dieta de alto grao associado a probioticos a base de fingicos

Variaveis Inteiro Moido

RZ TA MX TE RZ TA MX TE
Cocos ++ +++ -+ +H +++ +++ +++ ++
Diplococos - A S A HHE HHHF +++ +++
Streptococcus + ++ + ++ + ++ ++ +
Estafilococos - F + + + + + +
Espirilo ++ ++ ++ ++ ++ + ++ +
Vibrido s i A A 4 + + 4
Bacilos -+ -+ -+ -+ -+ ++ 4+ -+
Levedura i 3 A A 4 4 ++ +
Gram Positiva, % 82,8 69,7° 72,5° 80,1* 86,4 70,12 80,2° 76,5
Gram Negativa, % 17,2 33,50 30,7° 26,5° 25,1° 25,0° 26,3° 25,1°
Total 100 100 100 100 100 100 100 100

Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na coluna, indicam diferengas 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. +++: concentragdo alta; ++: concentragdo média; e +: concentragdo baixa.

Nesse estudo, a populagdo de protozoario grande
quase que inexiste na maioria dos tratamentos, exceto no
tratamento com milho moido onde houve a mistura dos
fungos Rhizomucor spp. mais Aspergillus terreus (Tabela
6). Observou-se ainda uma maior predominancia dos
protozoarios pequenos em praticamente todos 0s
tratamentos, exceto para os tratamentos com Aspergillus
terreus independente do processamento (Tabela 6). Dessa
forma, a medida que se aumentou o tamanho do protozoario

menos sua populagdo em dieta com alto concentrado de
grao.

Trabalhos t€ém chancelado que em ambiente ruminal
com caracteristica de acidose a diversidade microbiana® é
reduzida, e de acordo com Nagaraja e Titgemeyer® a
redugdo na populagido dos protozoarios ruminais no rumen
de animais recebendo DAG, onde o pH encontra se
proximos de 5,5, pode ser considerado como um bom
indicador de acidose ruminal. Os protozodrios sdo
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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 acidos as atividades dos ciliados sdo reduzidas. Sendo
assim a populagdo de protozoarios deveria ser favorecida
pelo actimulo de amido no rimen, contudo, o pH 4acido do
ramen impede o desenvolvimento de protozoarios, podendo
levar a morte, principalmente dos grandes®®3”,

Nao foi observada diferenca significativa para as
populacdes de Lact+ e Lac- dentro do fator probidtico,
contudo houve diferenga estatistica entre os tipos de

2022, Cienc. Anim. Bras., V23, e-70605P

processamento (P<0,05) (Tabela 6 e 7) com maior
populagdo na dieta de milho grio moido (MGI: 1,29x10° e
MGM: 1,75x10°; Tabela: 7). Foi observado também, uma
maior concentragdo de bactérias fermentadoras de lactose
(P<0,05) em todos os fatores (probidtico x processamento)
(Tabela 7). A maior concentragdio de bactérias
fermentadoras em animais tratados com dieta de grdo moido
pode ser justificada pela maior disponibilidade de amido
altamente fermentavel no ramen capaz de ser utilizado por
essa bactéria como fonte de energia com consequente
liberagéo de lactato®?.

Tabela 6. Avaliagdo da populagéo da microbiota ruminal de ovinos confinados alimentados com dieta de alto grio associado a probidticos

a base de fungos

Milho Grio Inteiro UFC/mL™!

Variavel Média
RZ AT MX TE
Bactérias lac+ 2,6x10* 2,6x10* 6,3x10* 7,4x10* 3,8x10*
Bactérias lac- 1,9x10* 1,8x10* 6,9x103 1,5x10* 1,4x10*
Fungos filamentosos 1,4x10° 9,6x102 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° 6,50x102
Milho Grao Moido UFC/mL"!

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° 1,7x103 4,87x10°
Protozoarios pequenos 2,6x10* 0 8,7x10* 2,0x10° 7,82x104
Protozoarios médios 60 0 1,0x10* 2,2x10? 2,57x10°
Protozoarios grandes 0 0 1,7x10* 0 4,25x10°

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 7. Analises da populagdo de bactéria fermentadora de
lactose no fluido de ovinos confinados alimentados com dieta de
alto grio associado a probidticos a base de fingicos

Quantificacio  Positividade em cultivo (%)
Tratamento UFC/mL
Total Lac+  Lac-

Milho Grao Inteiro
Rhizomucor spp. 2,27x10° 17,59 57,92 42,
Aspergillus terreus 2,22x10° 17,23 58,36 41,0
Mistura dos fungos 3,52x10° 27,31 90,12* 9,87°
Controle 4,89x10° 37,86 76,29*  23,70°
Total MGI 1,29x10°A 100 - -

Milho Grao Moido
Rhizomucor spp. 4,72x10° 26,95 80,75 19,25°
Aspergillus terreus 2,38x10° 13,61 58,26  41,74°
Mix dos fungos 3,91x10° 22,31 78,07*  21,93°
Controle 6,50x10° 37,13 88,27*  11,73°
Total MGM 1,75x10°B 100 - -

significativas a 5% de significancia pelo teste Wilcoxon entre Lact e Lac-, e
significativo para letras maiusculas 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 colonia; MGI: milho grao
inteiro; MGM: milho grdo moido.

Distribui¢do dos géneros de bactérias

Os géneros de bactérias mais predominantes, em
ordem decrescente, foram Alcaligenes (37), Escherichia
coli (22), Klebsiella (11), Shigella (10) e Enterobacter (6)
(Tabela 8). A menor manifestacao de Alcaligenes entre os
tratamentos foi para tratamento controle do grao inteiro
(2,7%) ¢ o Aspergillus terreus (5,4%) e controle (8,1%)
do milho moido. As bactérias do género Escherichia coli
se manifestaram em menor propor¢do nos tratamentos
com Rhizomucor spp. (0,0%) e mistura dos fungos (4,5%)
do processamento com grao 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 ramen®,
Com o pH préximo de 5,5, ha aumento na populacdo dos
Lactobacillus spp. substituindo a bactéria Streptococcus
bovis, o que leva o aumento da concentracdo de lactato,
podendo levar o animal a desenvolver uma acidose
ruminal®'%1D dessa forma a uma redugio de diversidade
bacteriana®®.
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Vieira et al.®® avaliaram a distribui¢do 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,
verificando que a maior populacdo de bactérias foi
encontrada nos animais alimentados sem fonte de
volumoso, e que a populacdo de Escherichia foi
significativamente maior (71,6% comparado entre os
tratamentos) para o tratamento para animais sob DAG
(P<0,05) tanto na comparagdo entre os tratamentos
quanto entres os géneros. Resultados dessa pesquisa
corroboram com Vieira et al.*® quanto a predominancia
dos géneros Escherichia, Klebsiella e Enterobacter no
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fluido ruminal de animais alimentados com dieta de alto
concentrado.

A populagdo E. coli € mais predominante no fluido
ruminal de animais alimentados com alta concentragdo de
grdo do que animais alimentados com fonte de volumoso.
Animais sob dieta de alto concentrado podem apresentar
acidose ruminal subaguda e a populagdo de E. coli
significativamente maior, o que caracteriza com sendo
ambiente mais favoravel ao desenvolvimento desse
género, considerado como principal agente zoonoses do
TGI de animais ruminantes©®>*,

Tabela 8. Distribuigdo dos géneros de bactérias Gram negativas presente nos fluidos do ruminal de ovinos confinados alimentados com

dieta de alto grao associado a probidticos a base de fungicos

Total Inteiro Moido
Bactérias RZ AT MX TE RZ AT MX TE

N* n % N % n % N % n % N % N % n %
Alcaligenes 37 4 10,8 8 21,6 4 10,8 1 2,7 9 243 2 5,4 6 16,2 3 8,1
Escherichia coli 22 4 18,2 2 9,1 3 13,6 3 13,6 - - 6 27,3 1 4,5 3 13,6
Klebsiella 11 1 9,1 2 18,2 1 9,1 - - 2 18,2 2 18,2 2 18,2 1 9,1
Shigella 10 1 10 - - 1 10 3 30 1 10 - - 1 10 3 30
Enterobacter 6 1 16,7 1 16,7 1 16,7 - - - - - - - - 3 50
Edwardsiella 2 - - - - - - - - 2 100 - - - - - -
Proteus 1 - - 1 100 - - - - - - - - - - - -
Salmonella 1 - - - - - - - - 1 100 - - - - - -
Total 91 11 12,1 14 154 10 11 7 7,7 15 16,5 10 11 10 11 13 14,3

RZ: Rhizomucor spp.; AT: Aspergillus terreus; MX: mistura dos dois fundos — RZ+AT; TE: Controle; n: nimero de observagio dos géneros. *Se refere a soma das observagdes

entre os géneros de bactérias.

No presente estudo a populacdo dos géneros
Salmonella e Proteus foram observados com menor
frequéncia. A Salmonella assim como E. coli sdo géneros
de Dbactéria responsaveis por causar intoxicagdo
alimentar(**49, Esses dois géneros, produtores de lactato,
apresentam um crescimento em ambiente ruminal com
alta concentragdo de carboidrato de alta disponibilidade,
0 que promove uma diminui¢do no pH podendo levar o
animal a desenvolver acidose ruminal®*", Contudo, os
animais da presente pesquisa ndo apresentaram sintomas
de intoxicacao (diarreia, perda de apetite e desidratacdo,
por exemplo), em decorréncia desses géneros de
bactérias, o que pode ser justificado pela baixa frequéncia
desses géneros encontrados nas amostras. E ainda, esses
resultados corroboram com as andlises histologicas
apresentadas abaixo. Pois animais com sintomas de
acidose podem apresentar lesdes na mucosa ruminal com
danos ao epitélio ruminal, o que pode ser observado em
exame histologico das papilas ruminais®*? (Tabela 10).

Distribui¢do  dos anaerobios

Jacultativos

géneros de fungos

Foram identificados seis géneros de fingicos para
o total de 15 amostras observadas nas analises para

populacdo de fungos anaerobicos. O Cladosporium foi o
género mais prevalente, com sete observagdes, o que
corresponde a 46,66% do total. O Cladosporium é um
fungo caracterizado por apresentar manchas escuras, de
tonalidade marrom e preta, com aspecto aveludado®.
Segundo Hankin e Anagnostakis“? sdo géneros de fungos
capazes de produzir as enzimas lipase, protease, urease ¢
quitinase, que contribuem no processo de digestibilidade
da dieta com alta concentracdo de milho inteiro. Sao
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 coloracdo que
vai do verde oliva a marrom escura®.

O segundo fungo mais prevalente foi do género
Aspergillus spp., correspondendo a 26,66% do total dos
fungos identificados. O Aspergillus spp. € género que
contém por volta de 100 espécies e onze teleomorfos (tipo
de reprodugdo sexuada dos fungos) diferentes,
pertencente a familia dos Trichocomaceae (familia dos
fungos bolores), o qual se apresenta com coloragdo branca
a amarelada, semelhante ao algoddo, com base amarelada
com o centro mais escuro®?, Esse género, ¢ muito comum
sendo encontrado em toda parte do mundo e em ambiente
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mais adversos, com varidveis agdes, causador de
inumeras enfermidades, porém muito aplicado em
industrias para producio de antibiéticos. E um importante
decompositor de alimentos, tendo sua aplicagdo também
na industria de alimentos.

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

O terceiro grupo mais observado nas andlises foi o

género Absidia spp. (13,33%), pertencente a familia do
Mucoraceae, comumente encontrado em vegetais em
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decomposi¢do, 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 observado
para cada uma das identificacdes por microcultivo. O
Rhizomucor spp. também pertence a familia dos
Mucoraceae™. Bernarde et al.*?» em seus estudos para
comprovar o potencial do Rhizomucor miehei para
producdo de enzima a-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).

Distribui¢do dos géneros de protozoarios do rumen

A quantificagdo da populagdo de protozoarios
grande, médio e pequeno encontra-se relacionado na
Tabela 06. Na identificagdo dos géneros de protozoarios
(Tabela 9) s6 foi possivel observar dois géneros,
Entodinium e Charonina, contudo ndo foi observada
diferenca significativa na populacdo desses géneros em
funcdo do tipo de probidtico e do processamento.

Tabela 9. 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 fiingicos

Tratamentos - UFC/mL-1

P-valor
Processamento Milho Grio Inteira Milho Griao Moida
Protozoario
Inteiro Moido RZ AT MX TE RZ AT MX TE Proc Prob
Entodinium 51,65 23,61 110,6 - 16 80 3 - 2,5 80 0,8 0,63
Charonina 8 - 24 - 2 6 - - - - 0,74 0,84

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

Analises histologicas do trato gastrointestinal

Na avaliacdo das variagdes das caracteristicas
histologicas do sistema gastrointestinal, ndo foram
verificadas variagoes significativas para a altura da ldmina
propria-submucosa (LPS) do rumen de borregos
alimentados com os diferentes tratamentos (Tabela 10).
Nao houve diferenca significativa para profundidade de
cripta do intestino delgado (PCD) com relagdo ao fator
processamento, contudo houve alteracdo expressiva para
PCD quanto observagdo entre o fator probidtico fungico
(P<0,05) sendo maior para o tratamento com fungo
Rhizomucor spp. (RZ).

A largura da base das papilas (LBP) apresentou
interagdo expressiva entre os fatores processamento e
probiotico fangico (P<0,05), sendo significativamente
maior para dieta de grio moido (P<0,05) e entre os
probidticos, maior para o tratamento com Rhizomucor
spp. ¢ o controle (TE) (P<0,05).

Esses achados favordveis ao Rhizomucor spp.
podem estar relacionados com caracteristica do fungo em

desenvolver bem em ambiente com o pH entre 4,0 ¢ 5,0 ¢
temperatura a redor de 70 °C%?. De acordo com Bernardes
et al.??, esse fungo apresentou maior eficiéncia na
producdo de enzima alfa-amilase com o pH entre 4,0 e
5,0. A alfa-amilase atua na digestdo ruminal do amido,
principal componente em dieta de alto concentrado de
grao®,

Houve interacdo significativa entre os fatores
(P<0,05) para espessura da tinica muscular do epitélio
ruminal (TMS), com diferenga expressiva entre os
processamentos sendo maior para os tratamentos de grio
inteiro (P<0,05), e entre os probidticos fungicos, maior
novamente para os tratamentos RZ e TE (P<0,05) e menor
nos tratamentos com Aspergillus terreus (AT). A altura da
vilosidade do intestino delgado (AVD) também
apresentou ter relagdo interativa (P<0,05), sendo que
entre os fatores processamento, teve o mesmo
comportamento da TMS, no entanto para o fator
probidtico fingico também mostrou efeito com diferenga
expressiva (P<0,05), mas com o comportamento oposto
do TMS, os maiores valores foram para os tratamentos
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com Aspergillus terreus e a mistura dos fungos. maiores que trés milimetros no ramen melhora o
movimento  peristaltico e assim estimula o
desenvolvimento do musculo do epitélio ruminal®?.
Novamente, RZ demonstra melhor efeito do que o AT, o
que pode estar correlacionada com capacidade desse
fungo em se adaptar melhor as condi¢gdes ambientais do
TGI com maior produgo de enzimas como a-amilase®?,

Esses resultados favoraveis para a dieta com grio
inteiro podem estar correlacionados com a maior
concentragdo de particulas maiores, pois em estudos que
comparam o efeito de milho moido finamente com milho
triturado grosso (quirela), tem-se observado os melhores
resultados para quirela®. A presenga de particulas

Tabela 10. Avaliagdo histologica do ramen, intestino delgado e intestino grosso de ovinos confinados alimentados com dieta de alto grao
associado a probioticos a base de fungo

. Processamento (um) Probiotico (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 771° 9774 1080* 752° 711° 9492 0,001* 0,001* 0,001 27,67
T™S 1530° 1380° 1596* 1250¢ 1403° 15722 0,001* 0,001%* 0,001 14,78
AVD 507 385° 352° 500° 5112 421° 0,001%* 0,001%* 0,241 27,34
PCD 451* 408° 574 387° 3530 403° 0,096 0,001* 0,463 28,9
PCG 564° 753¢ 520° 652° 755¢ 706 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 propria 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. Proc: processamento; Prob: probiotico; Proc:Prob: processamento:probiotico.

Gallo et al.®¥ realizaram um experimento com papilar e superficie total de absor¢do por cm? de parede)
ovinos confinados submetido a dieta de alto grao de milho para ovinos confinado recebendo dieta de alto
inteiro (80% milho e 20% nticleo) comparando com concentrado de grdo (MGI, MGM e milho grao
controle (dieta convencional com fonte de volumoso), umedecido) e ndo observaram diferenga (P>0,05) para o
concluiram que comprimento e largura das papilas numero de papilas/cm? e nem para area média da papilas.
ruminais ndo foram afetadas (P>0,05) pelo tipo da dieta. Porém, foi verificada diferenca significativa para
Oliveira et al.®® também avaliaram caracteristicas porcentagem de d4rea papilar e superficie total de
anatdmicas ruminais (nimero de papilas/cm? presentes absorg¢ao.

em cada fragmento, area média das papilas, % area

V—
wrl 006
-

S

500 pir

Figura 1. Imagem de lamina histologica (500pum). Em R: epitélio ruminal, as linhas de cor verde representam lamina propria submucosa
— LPS, a linhas laranja a largura da base da papila — LBP e a linha amarela representa a espessura da tinica muscular — TMS; em ID:
epitélio intestino delgado, a linha vermelha representa a altura da vilosidade — AVD, e linha verde a profundidade de cripta - PCD; ¢ em
1G: epitélio intestino grosso, a linha amarela representa a profundidade de cripta - PCG.
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A profundidade de cripta do intestino grosso
(PCG) também apresentou interagdo 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 probidtico foi maior o tratamento
com Rhizomucor spp. (P<0,05) que apresentou a menor
PCG (P<0,05)

Conclusao

Os fungos utilizados neste trabalho ndo
demonstraram agdes probidticas com influéncia na
microbiota e nem nas caracteristicas macroscopicas do
ambiente ruminal.
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