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RESUMO

FREITAS, Claudio Eduardo Silva. Potencial de fungos do trato digestorio de ovinos
para utilizacdo como probidtico Itapetinga, BA: UESB, 2018. 79p. Tese. (Doutorado
em Zootecnia, Area de Concentragdo em Producdo de Ruminantes).*

A ovinocultura é uma importante fonte de renda para a populacéo rural do semiarido
brasileiro, porém o longo periodo de estiagem € um fator limitante para a pecuaria,
neste contexto surge o interesse de pesquisas que utilizam aditivos microbianos na
alimentacdo de ruminantes. Nesta pesquisa objetivou-se quantificar a producdo de
enzimas celuloliticas e xilanoliticas de fungos anaerdbios facultativos do rumen e
avaliou-se a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente
neutro (DIVFDN) da Urochloa decumbens, inoculados com quatro espécies de fungos.
Foram selecionados quatro cepas, as cepas foram cultivadas em meio de cultura
contendo Urochloa decumbens como Unica fonte de carbono. A atividade celulolitica e
xilanolitica foi estimada pela capacidade hidrolitica do extrato enziméatico dos fungos
cultivados em Urochloa decumbens sobre os substratos carboximetilcelulose e xilana.
Observou-se que houve interagdo (fungos x tempos) (P<0,001). A cepa ICA/UFMG LA
005 destacou-se quanto a atividade especifica de carboxilmetilcelulose (P<0,001). As
enzimas das cepas ICA/UFMG LT 001 e ICA/UFMG LT 001 foram mais ativas para
xilanases (P<0,001). A atividade enzimética para carboximetilcelulase e xilanase difere
entre as espécies avaliadas. ICA/UFMG LT 001 e ICA/UFMG LA 005 foram mais
ativos para producédo de xilanases. ICA/UFMG LA 005 destacou-se quanto a producéo
das carboximetilcelulases. Porém, a producdo enzimatica dos leveduriformes ndo se
mostrou expressiva. Para a digestibilidade in vitro, a DIVFDN néo foi influenciada pela
inclusdo dos indculos contendo os fungos. Entretanto, a DIVMS foi maior (P<0,05)
quando utilizou-se o fungo ICA/UFMG LT 001 (47,31%) em comparagdo ao controle
(41,94%) indicando potencial promissor para elaboracdo de probi6tico ou aditivo
microbiano para ovinos alimentos em pastagem tropical. Em relacdo DIVMS
constatou-se média inferior para levedura ICA/UFMG LR 016 (P<0,005), tanto no saco
(F57-Ankon) quanto no TNT. Constatou-se a presenca de fungos micelianos e
leveduriformes nos cultivos realizados em ambos os periodos de coleta de fluido
ruminal para amostras avaliadas no inicio da fermentacdo, 24 e 72h a populacdo de
ICA/UFMG LT 001 e ICA/UFMG LR 016 foi significativamente maior ap6s a digestao
acida (P<0,05). As cepas ICA/JUFMG LT 001 e ICA/UFMG LA 005 apresentam
potencial para producgdo de probiotico para ruminates alimentados com forragens de
baixo valor nutricional.

Palavras-chave: aditivo microbiano, fermentacdo, forragem, nutricdo de ruminantes,
probioticos, rimen.

* Orientadora: Mara Lucia Albuquerque Pereira, Dr. UESB e Co-orientadores: Eduardo Robson Duarte,
Dr. UFMG e Heryma Giovane de Oliveira Silva, Dr. UESB.
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ABSTRACT

FREITAS, Claudio Eduardo Silva. Potential of fungi of the digestive tract of sheep
for use as probiotic Itapetinga, BA: UESB, 2018. 79p. Thesis. (Doctor in Animal
Science, Area of Concentration in Ruminant Production). *

Sheep breeding is an important source of income for the rural population of the
Brazilian semi-arid region, but the long period of drought is a limiting factor for
livestock breeding. In this context, the interest of research that uses microbial additives
in ruminant feeding appears. The objective of this research was to quantify the
cellulolytic and xylanolytic enzymes production of facultative anaerobic rumen fungi
and to evaluate the in vitro digestibility of dry matter (IVDMD) and neutral detergent
fiber (IVDNDF) of Urochloa decumbens inoculated with four species of fungi. Four
strains were selected, the strains were cultured in culture medium containing Urochloa
decumbens as the only carbon source. The cellulolytic and xylanolytic activity was
estimated by the hydrolytic capacity of the enzymatic extract of the fungi grown in
Urochloa decumbens on the substrates carboxymethylcellulose and xylan. It was
observed that there was interaction (fungi x times) (P<0.001). Strain ICA/UFMG LA
005 was highlighted for the specific activity of carboxylmethylcellulose (P<0.001).
Enzymes of strains ICA/UFMG LT 001 and ICA/UFMG LT 001 were more active for
xylanases (P<0.001). The enzymatic activity for carboxymethylcellulose and xylanase
differs among the species evaluated. ICA/UFMG LT 001 and ICA/UFMG LA 005 were
more active for xylanase production. ICA/UFMG LA 005 highlighted the production of
carboxymethylcelluloses. However, the enzymatic production of yeasts did not show
significant expression. For in vitro digestibility, the IVDNDF was not influenced by the
inclusion of the inoculums containing the fungi. However, the IVDMD was higher
(P<0.05) when ICA/UFMG LT 001 (47.31%) fungus was used in comparison with the
control (41.94%) indicating promising potential for the preparation of probiotic or
microbial additive for ovine food in tropical pasture. In relation to IVDMD, lower mean
values were found for yeast ICA/UFMG LR 016 (P<0.005), both in the bag (F57-
Ankon) and TNT. The presence of mycelial and yeast fungi in the cultures performed in
both periods of ruminal fluid collection for samples evaluated at the beginning of the
fermentation was verified, 24 and 72h the ICA/UFMG LT 001 and ICA/UFMG LR 016
population was significantly higher after the acid digestion (P<0.05). The strains
ICA/UFMG LT 001 and ICA/UFMG LA 005 present potential for probiotic production
for ruminates fed with feeds of low nutritional value.

Keywords: fermentation, forage, microbial additive, ruminant nutrition, probiotics,
rumen.

* Orientador: Mara Lucia Albuquerque Pereira, Dr. UESB e Co-orientadores: Eduardo Robson Duarte,
Dr. UFMG e Herymé4 Giovane de Oliveira Silva, Dr. UESB.



| - REFERENCIAL TEORICO

1. Introducéo Geral

A habilidade dos microrganismos para degradar polissacarideos estruturais,
como a celulose, é uma caracteristica de grande interesse, tanto na microbiologia
industrial quanto na ecologia microbiana do rimen e do ambiente geral. Em diferentes
paises, tem se caracterizado a microbiota do trato digestorio e registrado a importante
participacdo desses microrganismos na digestdo e no equilibrio do ecossistema e na
salide dos ruminantes (Tarso, 2017).

O interesse em modificar o ecossistema ruminal tem fomentado pesquisas para
maximizar a producdo animal (Barbosa et al., 2004). Esses estudos tém avaliado a
melhora da atividade microbiana ruminal e, consequentemente, a eficiéncia digestiva
dos ruminantes (Franca & Rigo, 2011). Entretanto, os aditivos quimicos
antimicrobianos tém sido proibidos em muitos paises devido a preocupagdo com a
salde publica, para evitar residuos em alimentos de origem animal e a selecdo de
populacdes a antibacterianos.

Os fungos anaerdbios facultativos do ramen, entre estes as leveduras
representam alternativa promissora como aditivo microbiano, pois podem melhoram a
eficiéncia alimentar dos ruminantes, e podem atender as exigéncias da maioria dos
mercados importadores de carne (Abrdo et al., 2017; Gattass et al. 2008; Zeoula et al.
2011).

Pesquisa em regido semiarida reportou a ocorréncia de fungos dos géneros
Trichoderma e Aspergillus isolados do trato digestorio de cordeiros criados em capim
Panicum maximum cv. Tanzania (Freitas et al., 2012). Esses géneros de fungos
apresentaram alta atividade celulolitica e pode crescer em ambientes aerdbicos sob
diferentes condicGes de cultivos (Abrdo et al., 2017; Toth et al., 2013; Schuster;
Schmoll, 2010).

Em futuros estudos, microrganismos com tais caracteristicas poderdo ser
utilizados como probidticos para ruminantes. Essa suplementacdo podera reduzir o
periodo de adaptacdo para digestdo de diferentes forragens, reduzindo a perda de peso e

aumentando a produtividade desses animais.



1.1 Microbiota ruminal

O rdmen pode ser comparado a uma camara fermentativa, com um ambiente
anaerébio estrito, temperatura entre 38 e 42°C, favordvel ao crescimento de
microrganismos mesofilos e pH entre seis e sete. Os &cidos produzidos durante a
fermentacdo sdo prontamente tamponados pelo bicarbonato e fosfato presentes na
saliva. O ambiente ruminal adequado favorece a pressdo da microbiota autdctone sobre
0s microrganismos do solo, agua e alimentos ingeridos a todo instante pelos ruminantes
(Ruiz-Lacaz et al., 1992).

No interior do ramen, ha uma complexa mistura de fragmentos alimentares e de
microrganismos. A populacdo microbiana no rimen geralmente esta distribuida da
sequinte forma: bactérias (10°.mt™), protozoarios ciliados (10°m¢™), fungos
anaerébios (10°.me™?), micoplasmas (indeterminado) e bacteriéfagos (10%.me™), esses
estabelecem entre si diversas interacdes positivas ou negativas (Kamra, 2005; Ruiz-
Lacaz et al., 1992). As populages microbianas podem sofrer flutuagdes de acordo com
as estacOes do ano e isso pode ser associado aos niveis de acidos graxos volateis
(AGV’s) e amonia (NHgz), disponibilizados no ramen (Martillotti et al., 1994). Grandes
populacdes de bactérias e fungos tém sido observadas quando altas concentracdes de
NH; e AGV’'s estdo presentes no rimen. O estabelecimento e a manutencdo da
estabilidade das populagdes microbianas no rimen sdo dependentes principalmente da
dieta, da qualidade da alimentacdo e da sua frequéncia de distribui¢do, bem como das
interacdes microbianas (Dehority, 1998).

Os microrganismos habitantes do rumen possuem relacdo de simbiose com o
hospedeiro. A microbiota ruminal atua sinergicamente para bioconverter substancias
menos aproveitaveis como a celulose, a hemicelulose e a amdnia em compostos
utilizdveis pelo ruminante, como os AGV’s, os aminodcidos, as vitaminas e outras
substancias necessarias ao crescimento e a producdo de carne, leite e 1& (Kamra, 2005;
Oliveira et al., 2007).

O ecossistema ruminal é considerado estavel, por possuir uma populagédo
microbiana bem estabelecida, capaz de produzir proteinas de alto valor nutricional a
partir de compostos de qualidade inferior. Esse ecossistema também é dindmico e pode
ser fisiologicamente alterado em funcdo da adaptacdo e da composicdo da dieta
disponibilizada ao animal. A microbiota autoctone do rimen foi selecionada e adaptada

para sobreviver a determinadas flutuagOes presentes no ambiente ruminal.
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Microrganismos incapazes de sobreviver a essas variagdes sdo eliminados desse sitio
(Kamra, 2005).

1.2 Qualidade das foragens tropicais e degradacao ruminal

As foragens séo imprescindiveis na dieta dos ruminantes, como fonte de
nutrientes e energia no ambiente ruminal. A maior efeiciéncia no aproveitamento da
energia dos alimentos fibrosos pelos ruminantes em relagdo aos monogaéstricos, resulta
das adaptacdes anatémicas e fisioldgicas do trato digestério (Pourazad et al., 2017; Van
Soest, 1994).

Intrissicamente as forageiras tropicais apresentam menor valor nutritivo em
comparagao as de origem temperada. Entretanto, frequentemente compreendem a Unica
fonte de alimento para os ruminantes nos trépicos o que resulta em baixa produtividade
dos ruminantes criados em pastagens em regides semiarias (Diaz et al., 2014).

A parede celular das forageiras € uma esturuta complexa, constituida em sua
maior parte por fibras (Figura 1), que podem representar fonte de energia para 0S
microrganismos ruminais, e sdo fundamentais para o funcionamento do rimen (Alves et
al., 2016). As proporcdes dos componentes na célula vegetal variam de acordo com a

espécie vegetal e maturidade da planta (Gibson, 2012).

Vegetal Célula vegetal

Microfibrilas de
celulose

Parede celular

Figura 1: Composicgéo da parede celular vegetal
Fonte: Adaptado de RITTER, 2008
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Nos tropicos, a quantidade e a qualidade das foragens varia ao longo do ano.
Com a maturidade, as plantas apresentam menor valor nutritivo pelo aumento
fisioldgico dos teores de lignina na parede celular (Gibson, 2012) e reducdo da relagao
folha:caule (Van Soest, 1994).

O aumento do teor de lignina na foragem resulta na reducdo do consumo de
matéria seca e da digestibilidade da fibra (Harper; MCneill, 2015), pois esse polimero
forma ligagOes complexas com outras estruras da parede celular resultando em menor
taxa de digestdo e reducdo na energia alimentar disponivel (Raffrenato et al., 2017).

A baixa disponibilidade de nutrientes nas forageiras tropicais reduzem o
potencial fermentativo no rimen que atendem apenas aos requisitos de manutencédo da
microbiota ruminal (Leng, 1990; Van Soest, 1994). Dessa forma, as caracteristicas das
foragens podem interferir na atividade fibrolitica e na degradacdo de nutrientes no
ramen. A participacdo da microbiota ruminal para a fermentacédo de forageiras de baixa
qualidade ira requerer diversos mecanismos envolvendo diferentes grupos microbianos
(Li et al., 2014; Malmuthuge; Guan, 2017).

Contudo, maximizar a utilizacdo da fibra pode proporcionar melhores resultados
na nutricdo de ruminantes. Estratégias de manipulacdo do ecossistema ruminal sdo
utilizadas para aprimorar a utilizagdo de alimentos de menor qualidade pelos
ruminantes, melhorar a produtividade, a salde e a seguranca alimentar (Elghandour et
al., 2015; Pérez-Ruchel; Repetto; Cajarville, 2017).

A adicdo direta de microrganismos ou de enzimas exogénas na dieta de
ruminantes proporciona beneficios e modificacdes ao ecossistema ruminal, melhorando
as caracteristicas fermentativas (Diaz et al., 2014; Elghandour et al., 2015). Todavia,
essas estratégias podem variar considerando as caracteristicas do clima, manejo,

caracteristicas dos alimentos e propoésito da producéo (Elghandour et al., 2015).

1.3 Fungos anaerdbios facultativos do rumen

Por ndo serem estritos do ramen, os fungos micelianos aerobios podem ser
encontrados em muitos outros ambientes e tém sido utilizados, em processos simples de
fermentacdo de alimentos. Todavia, no ultimo século, tem-se descoberto o potencial
biotecnologico desses microrganismos para 0s mais diversos fins, como a producdo de
enzimas (Pinto et al. 2001), antibidticos, vitaminas, componentes farmacéuticos,

fungicidas, reguladores do crescimento de plantas, hormdnios e proteinas (Kavanagh,



2005), e sdo capazes de utilizar 0 oxigénio ou um componente organico como aceptor
de elétrons. Essa caracteristica permite a sobrevivénca esses fungos sobreviver em
distintos ambientes (Midingan et al., 2016).

As propriedades enzimaticas, fisiologicas e metabdlicas dos fungos isolados do
rumen indicam que esses microrganismos desenvolvem importante papel na digestdo e
no ecossistema do trato digestorio de ruminantes. Esses sdo encontrados em amostras
provenientes de bovinos, ovinos, caprinos, cervilideos e equinos. Em ovinos, estdo
presentes no ambiente ruminal desde as primeiras semanas de vida até a morte dos
animais (Fonty; Gouet, 1994).

A degradacdo enzimética dos polissacarideos atrai atencdo de pesquisadores para
aplicacdes biotecnoldgicas. Fungos filamentosos tém a capacidade de produzir
complexo de enzimas como as celulases e as xilanases. As celulases microbianas sdo
mundialmente estudadas por varios pesquisadores com o objetivo de aumentar a
liberacdo de glicose dos substratos, maximizando a fermentacdo e producdo de etanol
(Rembrandt et al., 1997). Genes que codificam as enzimas celuloliticas e xilanolitica
foram isolados de fungos do género Aspergillus e Trichoderma (Marui, 2002). Novas
linhagens de Trichoderma reesei tém sido desenvolvidas e podem constituir uma
ferramenta atil para melhorar a atividade ou producdo das celulases (Zhang et al.,
2010).

Almeida et al. (2012) avaliaram a microbiota aerdbica do liquido ruminal de
vacas e novilhas holandesas alimentadas com forragem tropical. Ndo foram observadas
diferencas significativas comparando as concentracdes de fungos micelianos no liquido
ruminal de vacas alimentadas com diferentes volumosos. Populagdes de leveduras no
ramen de novilhas alimentadas com cana foram maiores em compara¢do com aqueles
que receberam silagem de sorgo. A levedura Pichia kudriavzevii (Candida krusei) foi a
mais frequente e entre os fungos micelianos, o género Aspergillus foi 0 mais observado,
correspondendo a 56 % das amostras. Em estudo anterior, Lund (1974) também isolou
C. Krusei de 49 amostras de fluido ruminal de vacas leiteiras higidas, correspondendo a
espécie mais frequentemente identificada.

Em uma analise desses microrganismos no fluido ruminal de bovinos zebuinos
de corte criados exclusivamente em pastagens tropicais no Brasil, Abrdo et al. (2014)
observaram maior ocorréncia do género Aspergillus em vacas, bezerros e novilhos, em

comparagdo a outros géneros. Fungos leveduriformes das espécies Torulaspora
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globosa, Wickerhamomyces anomalus, Pichia kudriavzevii, Cryptococcus laurantii
também foram detectados em isolados das trés categorias, e apresentam habilidade
comprovada em catabolizar grande diversidade de fontes de carbono e nitrogénio
(Abréo et al., 2014).

Baseando-se no sequenciamento de fragmentos ITS1 do gene rRNA e
caracteristicas morfoldgicas de fungos isolados aerobicamente do fluido de vacas,
novilhos e bezerros criados em pastagens do género Urochloa foram identificadas as
especies Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus e Aspergillus niger nas trés
categorias e 0 género Trichoderma apenas foi identificado em novilhos (Abréo et al.,
2014). Os isolados de Aspergillus spp. apresentaram elevada producéo de avicelase,
xilanase, carboximetil celulase e produtos fenoloxidases, com importante potencial de
aplicacdo biotecnoldgico e na alimentacdo animal (Abréo et al., 2017). Adicionalmente,
os fungos do género Aspergillus foram também os mais frequente em animais
alimentados apenas com concentrado (Abr&o et al., 2015).

Ao avaliar a microbiota ruminal em bovinos leiteiros, Almeida et al. (2014)
detectaram a ocorréncia de fungos dos genéros Aspergillus; Gliocladium;
Paecilomyces; Rhizophus e Scedosporium em vacas alimentadas apenas com pastagem
de Urochloa brizanta, em bezerras alimentados com silagem de sorgo, e bezerras
alimentados com cana-de-agucar (Almeida et al., 2014).

Brewer e Taylor (1969) estudaram a populacdo de fungos isolados
aerobicamente do fluido ruminal de ovelhas criadas sob regime extensivo na Inglaterra.
Esses pesquisadores constataram a presenca de estruturas flangicas tipicas de

Aspergillus fumigatus e Sporomia spp. no suco do rimen desses animais.

1.4 Suplementacdo com fungos em dietas de ruminantes

Culturas microbianas vivas dos fungos exodgenos Aspergillus oryzae e
Saccharomyces cerevisiae e 0S Seus respectivos extratos tém sido utilizados como
suplementos alimentares na dieta dos animais. Aditivos microbianos podem melhorar a
produtividade de ruminantes em aproximadamente sete a oito por cento (Martin; Nisbet,
1992; Wallace, 1994).

A acdo desses microrganismos no ambiente ruminal associa-se a0 aumento da
ingestdo de matéria seca, sendo proporcionada por uma elevacao significativa na taxa de

degradacdo da fibra, especialmente em dietas ricas em concentrado. Ha& aumento



expressivo no numero total de bactérias anaerdbias celuloliticas e as utilizadoras de
lactato. Tem sido observada maior estabilidade no ambiente ruminal, reduzindo-se
variacbes de pH, de amobnia e de acidos graxos volateis ao longo do dia (Wallace,
1994).

Abdelrahman e Hunaiti (2008) relatam que a suplementacdo com a levedura
Saccharomyces cerevisiae e com 0 aminoacido metionina em dietas para cordeiros em
crescimento melhora a biodisponibilidade de cobre, zinco e cobalto, reduz a converséo
alimentar, e promove aumento no ganho de peso total e ganho de peso médio diario.
Outra pesquisa avaliando a suplementacdo dessa levedura para ovelhas alimentadas com
cana-de-agucar destaca aumento na concentracdo de AGV, e nenhum efeito sobre a
proporcdo molar de AGV, populagdo de protozoérios e digestibilidade (Arcos-Garcia et
al., 2000).

Quando vacas leiteiras sdao mantidas a situacdes de estresse por calor, a
administracdo da cultura de Aspergillus oryzae promove aumento na producéo de leite e
reducdo da temperatura retal durante o verdo (Huber et al., 1994). De acordo com Caton
et al. (1993), a suplementacdo com extrato de Aspergillus oryzae promove aumento no
consumo de forragens. Esse fungo aerébio aumenta a digestibilidade in vitro da matéria
seca, contudo, ndo altera as proporgdes e concentracdo de AGV’s, pH ruminal e amdnia
total (Caton et al., 1993).

O efeito de um produto contendo Saccharomyces cerevisiae foi avaliado em
funcdo da colonizacdo microbiana do ramen de cordeiros recém-nascidos. Foi
constatado que o aditivo tende a estimular o crescimento de bactérias celuloliticas. A
quantificacdo desses microrganismos foi superior em cordeiros recebendo
suplementacdo quando comparada ao grupo controle. O estabelecimento de
protozodarios também ocorreu mais cedo no ramen de cordeiros recebendo probiotico
diariamente. Durante a primeira semana de nascimento 0s animais passaram a ingerir
alimentos solidos e os parametros fisico-quimicos e fermentativos foram alterados no
rumen de cordeiros que tinham recebido levedura, sugerindo processos de fermentacao
mais eficientes. Os efeitos foram em parte devido a capacidade de reducdo do potencial
redox no rimen de cordeiros tratados. Esses resultados representam bons argumentos
para indicar que a suplementacdo com aditivos microbianos possa acelerar a
funcionalidade ruminal, ou melhorar a estabilidade microbiana do riGmen em animais

jovens (Chaucheyras-Durand; Fonty, 2002).
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Em ovelhas, cepas de Saccharomyces cerevisiae ndo influenciaram na
concentracdo de acidos graxos volateis, populagdo de protozoarios, N-amoniacal,
aminoacidos duodenais e digestibilidade total de matéria seca (MS), matéria organica
(MO), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) (Angeles et
al., 1998). Segundo Cabrera et al. (2000), o fornecimento dessa levedura ndo melhora o
desempenho de novilhos criados em pastagens tropicais e nem a disponibilidade dos
carboidratos fibrosos.

Diferencas de resultados encontrados com a suplementacdo microbiana no
rimen séo atribuidos a utilizacao de cepas distintas, diferencas nos aditivos comerciais e
composicdo da dieta (Wallace, 1995; Angeles et al., 1998; Arcos-Garcia et al., 2000).
Chaucheyras-Durand et al. (2008) referenciam que efeitos de leveduras secas podem
variar dependendo de fatores bidticos como a viabilidade da cepa, mas também de
fatores abidticos, como a natureza da dieta ou manejo animal.

Os efeitos positivos mais consistentes da atividade de leveduras secas foram
reportados sobre a atividade microbiana ruminal em ruminantes jovens, a estabilizacdo
do pH ruminal e prevencdo de acidose, bem como a estimulacdo de crescimento e
atividade de degradacédo da fibra por bactérias (Chaucheyras-Durand et al., 2008).

Poucos estudos na literatura avaliaram o efeito da administragéo de culturas com
fungos da microbiota autoctone do rimen na dieta de ruminantes. A adi¢do de culturas
viaveis de P. communis, um filtrado de sua cultura ou seu extrato autoclavado aumentou
a producdo de gas, a digestdo da celulose, 0 nimero total de bactérias, de bactérias
celuloliticas e de fungos anaerdébios. Observou-se 0 aumento da atividade das enzimas
carboximetilcelulase e xilanase, quando comparado com sistemas fermentativos
controles ndo suplementados. A adicdo de produtos celulares do fungo, presentes nos
filtrados e nos extratos autoclavados, demonstrou ser favordvel ao crescimento de
culturas mistas de microrganismos ruminais (Lee et al., 2000).

A adicdo direta de P. communis no rumen de ovinos melhorou a digestibilidade
de nutrientes e a retencdo de nitrogénio, aumentou o numero de bacterias e fungos e,
consequentemente, incrementou a producdo de &cidos graxos volateis. Esse fungo,
diferentemente do Aspergillus oryzae e da levedura Saccharomyces cerevisiae, €
anaerobio e continua sua multiplicagdo no rimen apos a inoculagéo (Lee et al., 2000).

A suplementacdo com Saccharomyces cerevisiae ou Lactobacillus acidophilus

promoveu a morte de cepas de Escherichia coli produtoras de toxina Shiga durante a



incubacdo prolongada no conteddo ruminal (Chaucheyras-Durand et al., 2010). O
compartimento do rumen atua como um reservatorio importante de enterobactérias e
pode ser um alvo relevante para diminuir o nimero de células viaveis de E. coli e
consequentemente, contaminacédo de alimentos (Chaucheyras-Durand et al., 2010).

Em outro estudo, a administracdo de um produto contendo essa mesma
combinacdo microbiana para bezerros mesticos ndo interferiu no nimero de bactérias
laticas, leveduras e coliformes presente rimen e no intestino. Foi constatado também
que a atividade das enzimas carboximetilcelulase, xilanase, B-glicosidase, a-glicosidase,
a-amilase, protease, urease e pH ruminal apresentam-se inalterados pds-administracédo

desses microrganismos (Agarwal et al., 2002).

1.5 Mecanismo de acéo dos aditivos microbianos

Vaérios estudos tem respaldado efeitos de anaerdbios facultativos no ridmen na
estabilizagdo do pH. De fato, tem sido demonstrado in vitro que uma cepa de S.
cerevisiae foi capaz de reduzir a prevaléncia de Streptococcus bovis, quando concorrem
para a utilizacdo de acgucares, 0 que consequentemente limitou a quantidade de lactato
produzida por esta espécie bacteriana. Além disso, a estimulacdo do metabolismo de
lactato, e maior crescimento de bactérias, como Megasphaera elsdenii ou Selenomonas
ruminantium, tem sido observado in vitro na presencga de leveduras (Chaucheyras et al.,
1996).

Suplementacdo com a levedura S. cerevisiae tende a aumentar a populacdo de
protozodarios ruminais, que sdo conhecidos por engolfarem rapidamente granulos de
amido. Este fator contribui para uma estabilizacdo mais eficiente do pH ruminal
(Brossard et al., 2006).

Quando o pH ruminal é baixo, a diversidade microbiana reduz, populacdes de
protozoarios sofrem declinio e as bacterianas sdo alteradas (Martin et al., 2006). Se o
pH ruminal continua a cair, os Lactobacillus spp. podem substituir a bactéria S. bovis,
iniciando um acumulo excessivo de lactato, levando a acidose metabdlica (Russell;
Hino, 1985). Dessa forma, evidencia-se a relevancia da utilizacdo de aditivos
microbianos na alimentacdo de ruminantes, principalmente daqueles confinados por um
periodo mais longo, arragoados com alto teor de concentrado.

Fungos anaerébios do rumen também podem auxiliar na degradagédo da fibra

vegetal. A germinacdo de zoosporos de fungos anaerobios Neocallimastix frontalis foi
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estimulada por cepas de S. cerevisiae (Chaucheyras et al., 1995). In vitro, cepas de S.
cerevisiae incrementaram o crescimento de Fibrobacter succinogenes S85 e reduziu a
fase lag de crescimento de Ruminococcus albus 7, Ruminococcus flavefaciens FD1 e
Butyrivibrio fibrisolvens D1 (Girard; Dawson, 1995). Os efeitos benéficos sobre a
digestdo da fibra pode ser em parte responsavel pelo aumento no consumo de MS,
frequentemente observado com a administracdo microbiana na dieta (Jouany, 2006).

Um dos principais fatores implicados no efeito benéfico da degradacéo de fibra
por bactérias é a capacidade das células leveduriformes consumirem o oxigénio que
chega no ambiente ruminal, otimizando as condi¢bes de anaerobiose para as bactérias
celuloliticas (Chaucheyras-Durand et al., 2008). Estudos relataram que o potencial
redox de liquido ruminal foi menor na presenca de leveduras em dietas de cordeiros
(Chaucheyras-Durand; Fonty, 2002).

Alteracbes no metabolismo de nitrogénio por microrganismos ruminais na
presenca de leveduras tem sido registrados. Achados in vitro indicaram que uma cepa
de S. cerevisiae reduziu o crescimento e a atividade de bactérias proteoliticas no ramen,
limitando a acdo bacteriana sobre proteinas e peptideos (Chaucheyras-Durand et al.,
2005). Outro estudo evidenciou a reducdo na concentracdo de amobnia com
administracdo dessa levedura (Chaucheyras-Durand; Fonty, 2002).

Dutta et al. (2009) em um revisdo bibliografica reporta como efeitos da
suplementacéo de leveduras na fermentacao ruminal a estabilizacdo da fermentacédo e do
pH ruminal, a alteracdo na producdo de A&cidos graxos volateis, a reducdo na
concentracdo de amonia, 0 aumento na concentracdo de bactérias anaerobias, bactérias
celuloliticas, leveduras e sintese de proteina microbiana, a redu¢do na producdo de
metano, o decréscimo na concentracdo de cido latico. Descreveu também que ocorre
alteracdo no padrdo digestivo com reducdo na concentracdo de acUcares soluveis,

aumento na concentracdo de etanol, aumento do propionato e reducdo do acetato.
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I1-OBJETIVO GERAL

Objetivou-se avaliar o potencial probidtico de isolados fungicos provenientes do

trato gastrointestinal de ovinos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar por biologia molecular isolados fungicos do trato digestério de
ovinos.

2. Avaliar a atividade celulolitica e xilanolitica de Aspergillus terreus,
Trichoderma longibrachiatum, Pichia kudriavzevii e Rhodotorula mucilaginosa
isolados de ovinos utilizando a U. decumbens.

3. Determinar a digestibilidade in vitro da matéria seca e da fibra em detergente
neutro do feno de U. decumbens com inoculagédo de fungos.

4. Determinar a digestibilidade in vitro da matéria seca e da fibra em detergente
neutro do feno de U. decumbens com inoculacdo de fungos comparando tipo de sacos

de fermentacao.
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111 - CAPITULO I

FUNGOS ANAEROBIOS FACULTATIVOS DO FgUMEN COMO
PRODUTORES DE ENZIMAS CELULOLITICAS E
XILANOLITICAS A PARTIR DE Urochloa decumbens

Resumo — Fungos anaerdbios facultativos do rimen tém demonstrado capacidade
significativa em hidrolisar materiais lignocelulésicos promovendo a producdo de
acucares fermentesciveis, neste contexto surge o interesse de pesquisas que utilizam
alimentos com elevado teor de lignina na alimentacdo de ruminantes. Objetivou-se
quantificar a producdo de enzimas celuloliticas e xilanoliticas de fungos anaerdbios
facultativos do ramen. Avaliou-se o efeito da fermentacdo em incubadora de CO, nos
tempos de 24, 48, 72 e 96h. Foram selecionados dois fungos filamentosos e dois
leveduriformes, que foram cultivados em meio de cultura contendo Urochloa
decumbens como unica fonte de carbono. A atividade celulolitica e xilanolitica foi
estimada pela capacidade hidrolitica do extrato enzimatico dos fungos cultivados em U.
decumbens sobre os substratos carboximetilcelulose e xilana. Observou-se que houve
interacdo (fungos x tempos) (P<0,001). A cepa ICA/UFMG LA 005 destacou-se quanto
a atividade especifica de carboxilmetilcelulase, quando se considera a unidade de
atividade de celulase por mg de proteina total (P<0,001). As enzimas da cepa A cepa
ICA/UFMG LA 005 e cepa ICA/UFMG LT 001 foram mais ativas para xilanases,
capazes de converter o substrato em produto de forma mais rapida e eficiente (P<0,001).
A atividade enzimatica para carboximetilcelulase e xilanase difere entre as espécies
avaliadas. Ndo houve interacdo entre (fungos x enzimas) para producdo de biomassa
fangica (g) (P<0,001). ICA/UFMG LT 001 e ICA/UFMG LA 005 foram mais ativos
para producgédo de xilanases. ICA/UFMG LA 005 destacou-se quanto a producdo das
carboximetilcelulases. Porém, a producdo enzimatica dos leveduriformes ndo se
mostrou expressiva. A producéo de xilanase por ICA/UFMG LT 001 e de CMCase e
xilanase de ICA/UFMG LA 005 e suas aplicacbes na hidrolise de material
lignocelul6sico sdo promissoras para elaboragdo de probiotico ou aditivo microbiano.

Palavras-chave: celulases, fungos, Urochloa, xilanases.
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IV - CHAPTER I

RUMEN FACULTATIVE ANAEROBIC FUNGI AS PRODUCERS
OF CELLULITHIC AND XYLANOLYTIC ENZYMES FROM

Urochloa decumbens

Abstract — The objective of this study was to quantify the production of cellulolytic and
xylanolytic enzymes of facultative anaerobic fungi of the rumen. The effect of
fermentation in a CO, incubator at 24, 48, 72 and 96 hours was evaluated. Two
filamentous and two yeast fungi were selected, the fungi were grown in culture medium
containing Urochloa decumbens as the only carbon source. The cellulolytic and
xylanolytic activity was estimated by the hydrolytic capacity of the enzymatic extract of
fungi grown in U. decumbens on the substrates carboxymethylcellulose and xylan. It
was observed that there was interaction (fungi x times) (P<0.001). The fungus
ICA/IUFMG LA 005 was highlighted for the specific activity of
carboxylmethylcellulase, when the unit of cellulase activity per mg of total protein
(P<0.001) was considered. The enzymes of the fungi ICA/UFMG LA 005 and
ICA/UFMG LT 001 were more active for xylanases, capable of converting the substrate
into product more quickly and efficiently (P<0.001). The enzymatic activity for
carboxymethylcellulose and xylanase differs between the evaluated specimens. There
was no interaction between (fungi x enzymes) for the production of fungal biomass (g)
(P<0.001). ICA/UFMG LT 001 and ICA/UFMG LA 005 were more active for xylanase
production. ICA/UFMG LA 005was noted for the production of the
carboxymethylcellulases. However, the enzymatic production of yeasts did not show
significant expression.

Keywords: cellulases, fungi, Urochloa, xylanases.
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Introducéo

As foragens sdo imprescindiveis na dieta dos ruminantes, como fonte de
nutrientes e energia no ambiente ruminal. Intrissicamente as forageiras tropicais
apresentam menor valor nutritivo em comparacdo &s de origem temperada. Entretanto,
frequentemente compreendem a Unica fonte de alimento para os ruminantes nos tropicos
0 que resulta em baixa produtividade dos ruminantes criados em pastagens em regides
semiarias (Diaz et al., 2014). Portanto, alternativas para melhorar a eficiéncia
econbmica e produtiva dos ruminantes em condicdes tropicais devem ser avaliadas
(Abdelrahman et al., 2016).

Estudos relatam que a utilizagdo de fungos e suas enzimas como aditivos na
dieta dos ruminantes podem estimular o consumo de matéria seca e favorecer a
utilizacdo de dietas contendo altos teores de fibras, bem como aprimorar o desempenho
e melhorar a rentabilidade na criagdo desses animais (Abdelrahman et al., 2016; Lépez-
Aguirre et al., 2016; Mohamed et al., 2013; Vallejo et al., 2016).

Sabe-se também que, além da populacdo de fungos anaerdbios estritos sdo
encontrados fungos anaerobios facultativos no ambiente ruminal (Abréo et al., 2017).
Os fungos anaerobios facultativos do rimen podem assumir importancia fundamental
na degradacdo das forragens tropicais, pois produzem enzimas com atividade para
degradar celulose (Almeida et al., 2014; Abrao et al., 2017). Estudo prévio promovido
por Freitas et al. (2012) apontou ocorréncia dos géneros Aspergillus e Trichoderma
isolados do trato digestorio de cordeiros criados em capim Panicum maximum cv.
Tanzania que poderiam representar candidatos para a elaboracdo de aditivos
microbianos ou probi6ticos.

Pesquisas utilizando o fungo A. Niger Cunha et al. (2012) e A. Flavus Gomatchi
et al. (2012) para producdo de CMCase e xilanase utilizando material lignocelulosico
como fonte de carbono indicam que esses fungos produzem enzimas para degradar a
parede celular vegetal. Fungos do género Trichoderma também expressdo genes de
CMCase e xilanases enzimas importantes na degradacdo de estruturas complexas
constituintes dos alimentos (Li et al., 2016; Basso et al., 2010)

A atividade metabdlica microbiana e a producdo de enzimas sdo alteradas por

fatores ambientais, como pH, tempo de cultivo, temperatura de incubagéo, concentracéo
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do indculo e principalmente pelo substrato utilizado (Fadel, 2000). A escolha do
substrato deve ser apropriada para o sucesso na producdo de celulases e xilanases, pois
este ndo somente serve como fonte de carbono e energia, mas também prové os
compostos de inducdo necessarios para 0 organismo produzir as enzimas (Haltrich et
al., 1996).

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a atividade celulolitica e
xilanolitica em cultivo anaerdbico in vitro de fungos anaerdbios facultativos isolados do
trato digestorio de ovinos criados em pastagens tropicais utilizando Urochloa

decumbens como substrato.
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Material e métodos

Isolados fangicos avaliados e Identificacdo molecular

Os fungos Trichoderma sp. (B13 M2) isolado das fezes, Aspergillus sp. (045
M1), Pichia sp. (O151) e Rhodotorula sp.(0166), foram isolados do trato digestorio de
ovinos mesticos Santa Inés. Esses animais foram criados em pastagens de Panicum
maximum cv. Tanzénia ou feno de Cynodon dactylon cv. Vaqueiro e isolados durante o
periodo seco do ano, em uma propriedade no municipio de Francisco Sa e na Fazenda
Experimental da Universidade Estadual de Montes Claros, localizada no municipio de
Janalba, Norte do Estado de Minas Gerais (Freitas et al., 2012; Freitas et al., 2017).
Essas regides localizam-se respectivamente a 16° 28’ 33" e 15° 49' 53" de latitude e 43°
29" 16" e 43° 16' 20" de longitude e apresentam clima tropical tmido com verdo seco
(As) e de acordo com a classificacdo de Koppen (Alvares et al., 2014), é marcada por
longa estacdo seca de maio a setembro e periodo chuvoso em janeiro e fevereiro. Esses
municipios estdo inseridos no Norte do Estado de Minas Gerais, dentro da regido

conhecida como “Poligono da Seca”.

Isolados avaliados

Neste estudo foram avaliados dois isolados leveduriformes provenientes do
rimen de ovinos alimentados com feno de Cynodon dactylon cv. VVaqueiro no norte de
Minas Gerais, Brasil, durante a estacdo seca (Freitas et al., 2017). Essas leveduras foram
cultivadas em caldo Sabouraud e armazenadas em ultrafreezer a -80°C.

Para identificacdo dos isolados procedeu-se a analise das sequéncias dos
dominios D1 e D2 do gene 26S do RNA ribossomal, amplificados pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). A extracdo do DNA total foi realizada de acordo
com Hoffman e Winston (1987) e os iniciadores NL1 (5'-GCA TAT CAA AAG GAA
GAG TAA GCC-3 ") e NL4 (5'- GGT AAG CTT CGC TGT CCG G-3') foram usados
para a amplificacdo da regido do DNAr como descrito por Burgaud et al. (2013), com
modificagdes. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada numa solucéo
contendo 2,0 uL de DNA (aproximadamente 100 ng); 2,0 uL de cada iniciador, NL1 e
NL4 a 10 umol-1; 5,0 puL tampdo PCR 5X; 2,0 uL de MgClI2, 25 mM; 1,5 uL de dNTP,
10 mM; e 0,3 uL de polimerase Tag DNA; com agua ultrapura esterilizada para um

volume final de 50 uL. O protocolo consistiu de uma desnaturacdo inicial a 94°C
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durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos de desnaturacdo a 94°C, 30
segundos de anelameto a 54°C, e 2 minuto de extensdo a 72°C e uma extensao final de
2 min a 72°C. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
a 1% corado com brometo de etideo (0,5 ug ml™), em tampdo TBE 1X, sob voltagem de
70V por aproximadamente 1 hora.

Os géis foram, visualizado sob luz UV e fotografados pelo equipamento
ProteinSimple, Alphalmager HP system. Os amplicons produzidos foram purificados
com utilizacdo de EDTA e etanol absoluto quantificados em Nanodrop™ 1000 a 260 e
280 nm. As reacdes de sequenciamento foram realizadas no sequenciador 3730xI DNA
Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias de nucleotideos obtidas foram editadas e
comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) usando o programa Blast N (Altschul et al. 1997). Para
ser considerado pertencente a uma determinada espécie, o isolado teria que apresentar
similaridade de 97% a outra ja depositada no GenBank (Stackebrandt e Goebel, 1994).

Os fungos filamentosos foram cultivados durante sete dias em agar Sabouraud, e
a extracdo de DNA foi conduzida de acordo com Rosa et al. (2009). O material extraido
foi submetido a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os iniciadores utilizados para a
amplificagdo da regido ITS de rDNA foram ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGQG) e
ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC), conforme descrito por White et al. (1990). O
produto foi quantificado em NanoDrop 1000ND (NanoDrop Technologies) e ajustado
para 100 ng pul™ para ser utilizado em reacfes de sequenciacao.

As reaces de sequenciacdo foram realizadas em DYEnamicTM (Amersham
Biosciences, EUA) utilizando o sistema de sequenciacdo automatizado MegaBACETM
1000 no Genome Analysis Center e Gene Expression of UFMG. As sequéncias de DNA
obtidas foram analisadas utilizando BLASTn v. 2.215 de BLAST 2.0, disponivel no
sitio eletrdnico do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Altschul et
al., 1997). Considerou-se como essa espécie o isolado com similaridade de 99% ou mais
as sequéncias depositadas no GenBank.

Material avaliado
O feno de Urochloa decumbens foi adquirido durante o periodo de seca (margo a
outubro) em uma fazenda localizada na regido de Montes Claros, Norte de Minas

Gerais. Foram realizadas analises em duplicatas, para determinacdo da matéria seca
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(MS), cinzas; fibra em detergente neutro (FDN); fibra em detergente acido (FDA);
proteina bruta (PB); extrato etéreo (EE); lignina; calcio (Ca); fésforo (P); potassio (K);
magnésio (Mg); enxofre (S); acucares (carboidratos sollveis em etanol); proteina
insolivel em detergente neutro (PIDN); proteina insolivel em detergente acido (PIDA),
Celulose (Cel) e Hemicelulose (Hem); (Método Combs — Goeser) e CNF (Near Infrared
Spectroscopy - NIRS) (Tabela 1) (AOAC, 2010).
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Tabela 1. Composic¢do quimica do feno de Urochloa decumbens amostrada durante o

periodo de seca

Constituintes Urochloa decumbens (g. 100 g™)

Matéria seca 95,38
Proteina Bruta 3,06
PIDN 21,57
PIDA 20,59
FDN 82,26
FDA 53,04
Lignina 7,50
Acucares Totais 3,02
EE 1,02
Cinzas 5,89
Ca 0,14

0,10
K 0,58
Mg 0,20
S 0,06
Celulose 45,54
Hemicelulose 29,22
CNF 8,43

MS=Matéria Seca; PIDN=Proteina insollvel em detergente neutro; PIDA= Proteina insollvel
em detergente 4acido; FDN=Fibra em detergente neutro; FDA=Fibra em detergente acido;
EE=Extrato etéreo; Ca=Calcio; P=Fo6sforo; K=Potéssio; Mg=Magnésio; S=Enxofre;

CNF=Carboidratos nao fibrosos.

Fermentacao
Os ensaios in vitro de fermentacdo e de atividade enzimatica foram realizados no
laboratdrio de Fisiologia Animal da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, BA.
Os fungos selecionados Trichoderma sp. (B13 M2), Aspergillus sp. (045 M1),

Pichia sp. (0151) e Rhodotorula sp.(0166), foram crescidos em meio &gar-batata-
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dextrose (Acumedia, Lansing, Michigan) acrescido de cloranfenicol (150 mg/L) por até
sete dias a 37°C. A cultura esporulada dos fungos micelianos e células leveduriformes
foram suspensas em solucdo de Tween 80 a 0,01%, onde foi efetuada a contagem do
numero de esporos ou células em suspensdo utilizando cadmara de Neubauer com auxilio
do microscopio binocular. Apos esse periodo, cada isolado foi reinoculado em meio (C).

A fermentacdo ocorreu em Erlenmeyers com 50 mL de meio liquido (meio C)
contendo 0,5% de sulfato de amonio, 0,1% de fosfato monobésico de potéssio, 0,05%
sulfato de magnésio heptahidratado e 1% da fonte de carbono (feno de Urochloa
decumbens) adicionado dos indculos contendo aproximadamente 10° UFC/mL, o feno
foi moido em moinho tipo Willey e padronizado a 1mm de didmetro.

As fermentagdes submersas foram conduzidas a 39°C em incubadora de COg,
com o tempo fermentativo de 24, 48, 72 e 96 horas. Aferiu-se o pH do meio
previamente e posteriormente a incubacdo com auxilio de um potenciémetro digital.
Ap6s o processo fermentativo o extrato enzimético foi recolhido e centrifugado a
11.000 g durante 30 minutos a 4°C, o sobrenadante foi utilizado como fonte de enzimas
microbianas.

Determinou-se a biomassa fungica baseada em peso seco, que foi obtida apos o
processo de filtracdo em tamiz do caldo de cultivo (extrato enzimatico) e lavagem em
agua corrente, seguidos de secagem em estufa de circulagdo (modelo TE-394/3,
Tecnal,Séo Paulo, Brasil) durante quatro dias a 55°C até apresentarem peso constante.
Para o peso seco das leveduras, apdés a obtencdo do extrato enzimatico com
centrifugacdo a 11.000 rpm, foi desprezada a fase liquida, e as leveduras foram
transferidas para cadinhos e seguidos de secagem em estufa de circulagdo (modelo TE-
394/3, Tecnal, Sdo Paulo, Brasil) durante quatro dias a 55°C até apresentarem peso

constante.

Determinacéo de atividades enzimaticas

A carboximetilcelulase (CMCase) foi determinada de acordo com a metodologia
adaptada de Ghose (1987). Uma solucdo de carboximetilcelulose 1% (m/v) (Vetec,
Brasil, S&o Paulo) foi utilizada como substrato na dosagem de CMCase. Foram
adicionados em tubos de ensaio 0,5 mL de solugéo de substrato de carboximetilcelulose
1% (m/v), 0,5 mL de extrato enzimatico e 1,0 mL de tampéo fosfato de sodio (0,1 M;
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pH 6,8). A reacdo foi incubada a 39°C durante 60 minutos e a quantificacdo de agUcares
redutores foi estimada conforme a metodologia adaptada de Miller (1959).

Para medir a atividade da xilanase, foi preparada uma mistura contendo 1 mL de
tampéo fosfato (0,1M; pH 6,8), 0,5 mL do sobrenadante e 0,5 mL de xilana (D-Xilana,
Vetec, Brasil, Sdo Paulo) (0,25%). A reacdo foi incubada por 15 minutos, a 39°C
minutos e a quantificacdo de acUcares redutores foi estimada conforme a metodologia
adaptada de Miller (1959).

Todas as amostras foram testadas em triplicata e 1 mL das misturas foram
retiradas para determinacdo dos Acucares Redutores Totais (ART) e colocados em
tubos de ensaios juntamente com 1 mL de DNS. Os tubos foram agitados e aquecidos
em banho Maria a 96°C por cinco minutos. Posteriormente, os tubos foram resfriados
em banho de gelo por cinco minutos, adicionando em seguida 16 mL de tartarato duplo
de potassio e sddio. Os brancos de cada leitura foram realizados com os extratos
enzimaticos avaliados sem a adi¢do dos respectivos carboidratos a serem degradados. A
leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotémetro (Shimatzu, UV-VIS — Mini) a
540 nm, apds o aparelho ter sido zerado com agua destilada, as concentracdes de glicose
foram expressas em g/L. Uma unidade de atividade ou produtividade de celulase e
xilanase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir um
micromol (1 umol) de glicose ou xilose mililitro por minuto (U/mL), sob as condig¢des
descritas (Miller, 1959; Ghose, 1987). Os calculos de produtividade foram realizados

por meio da formula:

U =Abs ®
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Em que:

U = Unidade de atividade

Abs = absorbancia

¢ = absortividade da glicose ou xilose: a x M (a = coeficiente obtido da reta
padréo da glicose e xilose, M = massa molecular da glicose ou xilose)

t = tempo de reacao

10° = transformacéo de mg para g

Vi = volume de extrato enzimatico

V¢ = volume final da reacé&o.

Determinacéo de proteinas totais
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A concentracdo de proteinas totais foi determinada empregando-se o método de
Bradford, onde foram adicionados 1 mL do reagente de Bradford (Amresco®, Ohio -
EUA) e 100 puL de extrato enzimatico em tubos de ensaio, a reagdo foi processada por
dois minutos em temperatura de 25°C, uma curva analitica de albumina sérica foi
construida adotando-se as seguintes concentra¢des de 0, 25, 50, 75 e 100 pg/mL para
determinar a concentracdo da amostra. Apos a reacdo, as leituras foram realizadas em
espectrofotometro (Shimatzu UV-VIS Mini) em comprimento de onda de 595 nm ¢ as

quantificagdes foram expressas em ug/mL (Bradford, 1976).

Anélise estatistica

O experimento foi conduzido com delineamento experimental inteiramente
casualizado em fatorial (4 x 2 x 4), com 0s seguintes fatores: quatro fungos, duas
enzimas e quatro tempos de fermentacdo com trés repeticdes, em que cada tratamento
foi constituido por uma cepa flingica. Os dados foram submetidos a analise de variancia
e as interacBes ndo significativas foram retiradas do modelo estatistico adotando-se
nivel de significancia 0,05 < P < 0,10, com o Mixed Procedure no Software SAS (SAS,
INSTITUTE, 2000). As médias para os fatores qualitativos foram comparadas pelo teste
de Tukey e foi utilizado contraste polinomial para o tempo, adotando-se nivel de 5% de
probabilidade para o erro Tipo I. Foi realizada analise de regresséo utilizando o PROC
GLM do SAS para as variaveis em funcdo do tempo de incubacdo que apresentaram
efeito significativo para os componentes Linear, Quadratico ou Cubico dos contrastes
polinomiais. Os dados foram processados no Software SAS (SAS INSTITUTE, 2000).
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Resultados e discussao

Identificagcdo dos microrganismos avaliados

Nesta pesquisa, a andlise das sequéncias da regido ITS e D1 identificou
Aspergillus terreus, Trichoderma longibrachiatum, Pichia kudriavzevii e Rhodotorula
mucilaginosa (Tabela 2). Essas espécies também tém sido detectadas no fluido ruminal
de ruminantes alimentados com forragens tropicais. Em estudo realizado na regido
semiérida do Brasil, verificou-se a presenga dos géneros Aspergillus e Trichoderma no
intestino grosso de ovinos criados em capim Panicum maximum cv. Tanzania (Freitas et
al.,, 2012). Marrero et al. (2013) isolaram R. mucilaginosa do ramen de vacas
Holandesas alimentadas com forragem tropical. Em outra pesquisa realizada no norte de
Minas Gerais com bovinos de corte zebuinos de diferentes idades e criados em
pastagem tropical, 56% dos isolados foram identificados como P. kudriavzevii (Abréo et
al., 2014).

Producéo de (Carboximetilcelulase e xilanase)

No ensaio enzimético utilizado para avaliar a quantificacdo de enzimas
produzidas por Aspergillus terreus, Trichoderma longibrachiatum, Pichia kudriavzevii
e Rhodotorula mucilaginosa (Tabela 3) provenientes do trato digestério de ovinos, foi
observado que houve interagdo (fungos x tempos) (P<0,0001) para atividade especifica
e producdo de enzimas. Com o desdobramento dos resultados, para os tempos de
incubacdo, obteve-se efeito (P<0,0001) linear e quadratico para as variaveis avaliadas
(Tabela 3).



Tabela 2. Identificacdo molecular de fungos micelianos e leveduriformes isolados do rimen de ovinos criados em pastagens tropicais
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Identificagdo Identificacio  N°de pb  Similaridade Abrangéncia Resultado BLAST [n° acc. GenBank] e

[n® Acc. Genbank] dos isolados analisados (%) (%) nlmero de acesso

Trichoderma longibrachiatum B13M2 1136 100% 100% T. longibrachiatum SKF-3 [KX463453.1]
Aspergillus terreus 045M1 1062 100% 100% A. terreus Ef6

Rhodotorula mucilaginosa 0166 587 99% 100% Rhodotorula mucilaginosa SM6-1 [KU316790.1]
Pichia kudriavzevii 0151 580 10% 100% Pichia kudriavzevii JW2-1 [KU316741.1]

*]dentificacdo conduzida usando pesquisas BLAST do ITS e ITS1 do gene rRNA de fungos micelianos e BLASTN do D/D2 do gene rRNA de

levedura
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Tabela 3. Atividade especifica para carboximetilcelulase e xilanase produzidas por fungos micelianos e leveduriformes provenientes do trato

digestorio de ovinos até 96 horas de fermentacgéo in vitro com Urochloa decumbens como substrato

Fungo Valor de P
Aspergillus Trichoderma Pichia Rhodotorula Fungo Enzima Tempo
Enzima
CMCase Xilanase CMCase Xilanase CMCase Xilanase CMCase  Xilanase
Atividade especifica (umol mL™ mg™) <0,0001 0,155 0,004
Tempo de fermentacéo
24 h 0,00 2,11 0,00 0,00 0,00 0,21 0,34 3,83
48 h 17,20 12,03 0,73 5,39 1,80 0,28 0,53 0,52
72 h 6,06 9,76 2,46 12,19 0,81 0,82 0,70 0,07
96 h 7,82 3,01 1,54 13,20 0,36 0,51 0,00 0,31
Interacdo  Valor de P Médias
ExF 0,050 7,77a  6,73a 1,18b 7,692 0,74b 0,46b 0,39 1,19b

Contraste Polinomial
TXF <0,0001 <0,00011 <0,0001° n.s. n.s.

Médias seguidas por diferentes letras mindsculas nas linhas diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
'Y =-2,15+0,110 X
2Y = -14,41 + 0,862 X — 0,007 X?
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Foi possivel observar grande variabilidade entre as médias de producdo de
CMCase ¢ xilanase (umol mL™ mg™?) determinadas pela liberagdo de aclicares
redutores pela acdo especifica das enzimas. Aspergillus terreus apresentou maior
atividade para CMCase e xilanase. Trichoderma longibrachiatum apresentou apenas
16% da atividade de CMCase quando comparada ao A. terreus, enquanto a de xilanase
foi semelhante (Tabela 3). O tempo de fermentacdo com maior atividade das enzimas
fibroliticas diferiu entre os fungos filamentosos. Apergillus terreus apresentou atividade
crescente em funcdo do tempo de incubacdo e Trichoderma longibrachiatum com
aproximadamente 62 horas.

Essa variacdo poderia ser justificada pelas diferencas genéticas entre as espécies
e cepas desses géneros analisados, ja que fatores ambientais, como pH inicial, tempo de
cultivo, temperatura de incubagdo, concentracdo do inoculo e principalmente pelo
substrato utilizado foram os mesmos. Observa-se, portanto, que 0s mecanismos de
controle da sintese enzimatica variam consideravelmente entre os diferentes
microrganismos devido a sua natureza nao especifica (De Vries et al., 2000).

Sabe-se que fungos do género Trichoderma sdo produtores de celulases e
hemicelulases. Estudos adicionais sdo necessarios para explicar porque os cultivos com
Urochloa decumbens podem apresentar habilidade em causar reducdo na producdo de
celulase por Trichoderma. Entretanto, estes fungos tem baixo nivel de atividade da
enzima B-glicosidase, esta deficiéncia restringe a conversdo de celobiose em glicose,
proporcionando inibicdo da atividade das celulases pelo acumulo de celobiose
(Singhania et al., 2010).

A menor produgdo (umol mL™ mg™) das carboximetilcelulases e xilanases das
leveduras Pichia kudriavzevii e Rhodotorula mucilaginosa, em comparagdo com fungos
filamentos, se justifica pelas diferentes caracteristicas de atuacdo no substrato. Os
fungos filamentosos apresentam vantagens em relagéo aos microrganismos unicelulares
por possuirem hifas que permitem acéo fisica de penetracdo no substrato e formar uma
estrutura de aderéncia para hidrolise e utilizacdo dos nutrientes disponiveis. Além disso,
secretam enzimas hidroliticas extracelulares, o que faz com que sua acdo seja mais
eficiente, permitindo adentrar no substrato aumentando a acessibilidade aos nutrientes
disponiveis no conteddo celular (Raimbault, 1998). A producdo de CMCases e xilanases
por microrganismos estende-se a utilizacdo principalmente, de bactérias e fungos

filamentosos, havendo poucos relatos acerca da utilizacdo de leveduras (Haltrich et al.,
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1996), que sdo citadas para producdo de outras enzimas, como por exemplo, a invertase
(Bofo et al., 2005).

Facchini et al. (2011a) avaliaram o pré-tratamento enzimatico contendo extrato
de enzimas fibroliticas do fungo Aspergillus japonicus em quatro forrageiras tropicais,
Cynodon spp. (Tifton-85), Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens e Panicum
maximum cv. Tanzania (Tanzania). Foi constatado que o pré-tratamento com extrato de
Aspergillus japonicus teve melhor atividade enzimética para Brachiaria decumbens e
Brachiaria brizantha. O extrato desse fungo pode melhorar a disponibilidade de
acucares fermentesciveis, aumentando a fermentacdo ruminal com a hidrolise da parede
celular de polissacarideos.

A atividade de carboximetilcelulases e xilanases, (umol mL™), produzidas por
Aspergillus terreus, Trichoderma longibrachiatum, Pichia kudriavzevii e Rhodotorula
mucilaginosa provenientes do trato digestério de ovinos variou significativamente
(P<0,0001) entre os especimes avaliados (Tabela 4), evidenciando diferengas
interespecificas e foi observado que houve interacdo (enzimas x fungos) (P = 0,045) e
(tempo x fungos) (P = 0,0001).

O fungo Aspergillus terreus destacou-se quanto a atividade de
carboximetilcelulase, apresentando maior producdo de acucares redutores dentro do
mesmo periodo de incubacdo que a xilanase, estimado em 60 horas de crescimento do
fungo. Trichoderma longibrachiatum produziu maiores quantidades de acUcares
redutores com acdo principal da xilanase. A taxa de formacao de acUcares redutores foi
5,80 pmol mL™ para cada unidade de hora de incubagdo. Este aumento linear pode estar
relacionado com o0 aumento da atividade concomitante da CMCase, cuja exposicao de
hemicelulose da parede celular pode ser indutora da producdo de xilanase. O efeito
indutor do xilano na sintese da xilanase é citado por muitos autores e para diversos
fungos, tais como: Streptomyces. actuosus (Wang et al., 2003), Thermomyces.
lanuginosus (Hoq et al., 1994) e Trichoderma harzianum (Ahmed et al., 2003). As
leveduras apresentaram as menores medias de atividade de CMCase e de xilanase, que

ndo diferiram (P>0,05) durante todo o periodo de incubacéo.
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Tabela 4. Atividades de carboximetilcelulases e xilanases (umol mL™) produzidas por dois fungos micelianos e dois leveduriformes

provenientes do trato digestdrio de ovinos

Fungo Valor de P

Aspergillus Trichoderma Pichia Rhodotorula Fungo Enzima Tempo

Enzima
CMCase Xilanase CMCase Xilanase CMCase Xilanase CMCase  Xilanase

Produgio de agucares redutores (umol mL™) <0,0001 0,137 0,008
24 h de incubacdo 0,00 109,98 0,00 0,00 0,00 18,35 25,35 274,80
48 h de incubacéo 774,01 586,75 35,40 264,81 128,16 20,65 40,83 39,30
72 h de incubacao 350,39 563,44 139,20 553,00 49,77 47,96 39,16 4,00
96 h de incubacdo 570,76 217,44 82,83 714,64 18,01 29,53 0,00 18,50
Interacdo  Valor de P Média

ExF 0,045 423,79a 369,402 64,36b 383,11a  48,99b 29,12b 26,34b 84,15b

Contraste Polinomial
TxF <0,0001 <0,0001" <0,0001° n.s. n.s.

Médias seguidas por diferentes letras mindsculas nas linhas diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
'Y = 0,149 + 0,083 X — 0,00063 X*
Y =-124,3 +5,80 X



34

O potencial de fungos de mesmos géneros estudados nesta pesquisa tem sido
avaliados quanto a degradacdo de residuos vegetais. Em uma pesquisa, foram avaliados
os fungos Paecilomyces variotti, Aspergillus fumigatus, Acremonium cellulolyticus,
Penicillium verruculosum e Trichoderma spp. provenientes de bagaco de cana-de-
acucar e de madeira em decomposicéo, e com as cepas Trichoderma reesei QM9414 e
T. reesei RUT C30. Observou-se que os fungos isolados dos residuos vegetais sdo bons
produtores de enzimas celuloliticas (Basso et al., 2010). Esses resultados ratificam os
dados encontrados nesta pesquisa, pois o fungo do género Aspergillus foi capaz de
converter o substrato em produto de forma mais rapida e eficiente.

Jun et al. (2013), avaliando a atividade de CMCase e xilanases do fungo
Trichoderma reesei cultivado em diferentes fontes de carbono, encontraram valores de
atividade de 6,58 ¢ 4,91 umol mL™ respectivamente. Contrastando com estes resultados,
0 presente trabalho apresentou valores superiores para a producdo de CMCase e
xilanases produzidas por Trichoderma longibrachiatum.

Na avaliagdo da produtividade das enzimas, quando se considera a unidade de
atividade (U) de celulase e xilanase, houve interacdo de (enzimas x fungos) (P =
0,0002). A CMCase produzida por Aspergillus terreus foi a mais ativa e a atividade de
xilanase foi semelhante entre Trichoderma longibrachiatum e Aspergillus terreus
sendo capazes de converter o substrato em produto de forma mais rapida e eficiente
(Tabela 5).
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Tabela 5. Unidades por mL (U/mL) de carboximetilcelulases e xilanases produzidas por dois fungos micelianos e dois leveduriformes

provenientes do trato digestdrio de ovinos

Fungo Valor de P
Aspergillus Trichoderma Pichia Rhodotorula Fungo Enzima  Tempo
Enzima
CMCase Xilanase CMCase Xilanase CMCase Xilanase CMCase  Xilanase
Atividade (U) (umol mL™ min™) <0,0001 <0,0001 0,114
24 h de incubagdo 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,26
48 h de incubagéo 0,29 0,80 0,01 0,36 0,03 0,02 0,01 0,03
72 h de incubagdo 0,10 0,65 0,04 0,81 0,01 0,05 0,01 0,00
96 h de incubagdo 0,13 0,20 0,03 0,88 0,01 0,03 0,00 0,02
Interacdo  Valor de P Média
ExF 0,0002  0,127¢ 0,449a 0,020b 0,513a  0,012b  0,030b 0,007b 0,079b
Contraste Polinomial
TxF 0,069 0,025 0,002° n.s. n.s.

Médias seguidas por diferentes letras mindsculas nas linhas diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Yy =-0,596 + 0,036 X — 0,0030 X?
2y =-0,135 + 0,067 X
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A produtividade (pmol mL™ min.™) de carboximetilcelulases e xilanases diferiu
entre os fungos filamentosos, essa produgdo pode ser devido ao fato de a maioria dos
fungos filamentosos possuir amplo espectro de habilidade metabodlica, principalmente,
da eficiente degradacdo da celulose (Thongekkaew et al., 2008). Apergillus terreus
apresentou maior atividade com 60 horas de incubacdo como tempo maior de atividade
das enzimas e Trichoderma longibrachiatum apresentou comportamento linear
crescente até as 96 h de incubacéo.

A producdo linear em funcdo do tempo de incubacdo das enzimas fibroliticas
produzidas por Trichoderma longibrachiatum, pode ser importante na dieta de
ruminantes que consomem fibras de baixa qualidade e elevado tempo de retengédo da
fibora no rdmen. A acdo das enzimas do Trichoderma longibrachiatum podera
permanecer por mais tempo na fibra aumentando a extensdo de degradacdo da fibra no
ramen. Esses resultados evidenciam o potencial de utilizacdo desse fungo como aditivo
microbiano em dieta de ruminantes alimentados com forragens tropicais e corrobora
com outras pesquisas que avaliaram a incluséo de enzimas de fungos micelianos para
melhorar a digestibilidade de forrageiras (Nurudeen et al., 2015).

A combinacdo de enzimas de microrganismos do rumen e de extratos
enzimaticos exdgenos de T. longibrachiatum foi avaliada para bovinos (Morgavi et al.,
2000). Os autores constataram sinergismo entre essas enzimas ao verificarem que a
hidrolise da celulose, xilana e da silagem de milho foram aumentadas em 35, 100, e
40% respectivamente (Morgavi et al., 2000)

Para a producdo de biomassa fangica (g) houve interacdo (fungo x tempo)
significativa (Tabela 6). A produgdo de massa miceliana por Trichoderma
longibrachiatum e Pichia kudriavzevii variou de forma cibica em funcdo do tempo de
incubacdo e o fungo Aspergillus terreus e Rhodotorula produziram massa micelial de
forma constante durante todo periodo de incubacéo.

Urochloa decumbens foi um substrato que ndo alterou a producdo de biomassa
de Aspergillus terreus em fungéo do tempo de incubacéo, apesar de ter havido aumento
da atividade de ambas enzimas de acordo com o tempo de incubagédo. As quantidades
adicionais de acucares liberados pela acdo de CMCase e xilanase apds as 24 horas de
incubacgéo ndo contribuiram para o0 aumento de biomassa desta cepa.

O Trichoderma longibrachiatum apresentou atividade linear crescente das

enzimas e o peso do micélio variou de forma cubica conforme o tempo de incubacéo. O
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peso maximo de biomassa produzida por Trichoderma foi estimado em 36 h de
incubacdo, antes do pico de atividade especifica das enzimas quando expressa em pmol
mL™* mg™, que foi de 62 horas.

A producdo de xilanases atinge 0 maximo de forma relativamente gradativa e
decai de forma brusca sendo que o periodo de cultivo necessario para que o fungo atinja
0 méaximo de sua producdo varia com o microrganismo avaliado. Segundo Kulkarni e
Shendye (1999), as xilanases se expressam geralmente no fim da fase exponencial e este
tempo € correlacionado com o meio de cultivo e segundo Haq et al. (2004), a queda
brusca da atividade enzimatica pode ser devido ao rapido consumo do substrato na fase
exponencial que resulta em falta do mesmo para manutencgdo da sintese enzimatica.

O peso minimo da massa micelial de Trichoderma longibrachiatum foi estimada
em 79 horas de incubacdo (Tabela 6). Haltrich et al. (1996), em cultivos de T. reesei
observaram que a glicose foi efetiva na producdo de biomassa, mas repressora na
atividade da xilanase. Estes dados também sdo reportados por outros pesquisadores que
avaliaram os efeitos da adicdo de glicose ao substrato na producdo de xilanase por
outros fungos (Gawande e Kamat, 2000; Haq et al., 2002; Ramesh e Manchanda, 1998;
Peixoto et al., 2003; Margolles-Clark et al., 1997).



Tabela 6. Producdo de biomassa flngica (g) de provenientes do trato digestorio de ovinos
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Valor de P

Aspergillus Trichoderma Pichia Rhodotorula Fungo Tempo FxT
Peso do Micélio (g)
24 h de incubagdo 0,332 0,356 0,321 0,338 <0,0001 0,0003 0,0052
48 h de incubagéo 0,331 0,372 0,329 0,328
72 h de incubacao 0,321 0,311 0,314 0,324
96 h de incubagdo 0,326 0,363 0,337 0,334
Contraste polinomial n.s. <0,0001" 0,003° n.s.

1y = 0,073 + 0,020 X — 0,00040 X* + 0,0000023 X3
2y = 0,226 + 0,07 X — 0,00013 X? + 0,0000008 X*
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O pH inicial apresentou média para todos os tratamentos de 5,38 (Tabela 7) e
ndo apresentou diferenga significativa (P>0,05). O pH final a cada tempo de incubacao
dos espécimes avaliados no presente trabalho promoveram médias diferentes
(P<0,0001), houve interacdo fungo x tempo significativa (P = 0,088) (Tabela 7).
Observou-se que o pH final do meio incubado com o fungo Aspergillus terreus variou
de forma linear decrescente em fungdo do periodo de incubagdo, indicando atividade
fermentativa deste espécime. Segundo Bajpai (1997), pH levemente &cidos (5 a 6,5)
favorecem a producéo de xilanases por fungos. O pH ao final dos periodos de 72 h e 96
h de fermentacdo por A. terreus esteve abaixo desta faixa, 0 que pode ter contribuido
para reduzir a produgdo de xilanase por este fungo. No rumen, devido ao efeito de
tamponamento da saliva, dificilmente o pH estara abaixo de 5,0.

Facchini et al. (2011b) avaliaram a producdo de xilanases e celulases de
Aspergillus japonicus usando residuos agroindustriais e observaram que ambas as
enzimas exibiram ampla estabilidade de pH. O extrato bruto do fungo utilizado
apresentou boa estabilidade ruminal quando comparado com preparagdes. Sohail et al.
(2016) atribuiram a essa diminuicdo de pH a producao de enzimas pelo fungo.

Para as leveduras houve elevacdo do pH em funcdo do tempo de incubacdo
(Tabelas 7). Em relacdo ao pH, sabe-se que as fermentagdes se desenvolvem numa
ampla faixa de valores, sendo adequada a faixa entre 4 e 6, dependendo da temperatura,
da presenca de oxigénio e da espécie da levedura (Narendranath e Power, 2005). Toivari
et al. (2013) observaram que P. kudriavzevii VTT-C-75010 ndo utilizou d-xylonato
como fonte de carbono a pH 5, com ou sem presenca de d-glucose, mesmo apds 138 h
de incubacdo. Estudos adicionais sdo necessarios para explicar o porqué os cultivos com
Urochloa decumbens em estufa de CO, a 39°C podem apresentar aumento no pH das
leveduras Pichia kudriavzevii e Rhodotorula mucilaginosa.

Esse e outros estudos, envolvendo a produgdo de enzimas por fungos do rimen
corroboram o potencial para utilizagdo dos fungos avaliados neste estudo. Esses
isolados fangicos da microbiota autoctone poderiam apresentar melhor adaptabilidade e
melhor resposta quando comparados aos fungos exdgenos, o que deve ser verificado em

futuras pesquisas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sohail%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28330173
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Narendranath%20NV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15870306
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Tabela 7. Médias do pH final e variacdo de pH, no decorrer do processo fermentativo, com pH inicial médio de 5,38 por fungos do trato
digestorio de ovinos com Urochloa decumbens

Fungo Valor de P
Aspergillus Trichoderma Pichia Rhodotorula Fungo Tempo FXxT
pH Final
24 h de incubacao 5,24 5,16 5,50 5,37 <0,0001 0,627 0,088
48 h de incubacéo 5,13 5,14 5,62 5,65
72 h de incubacao 4,88 5,14 5,69 5,48
96 h de incubacao 4,78 5,08 5,76 5,57
Contraste polinomial 0,002* n.s. n.s. n.s.
Variagdo de pH -0,28 -0,37 0,32 0,12 <0,0001 0,648 0,385

Y =542 - 0,007 X
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Conclusoes

A producdo de xilanase por Trichoderma longibrachiatum e de CMCase e
xilanase de Aspergillus terreus e suas aplicacbes na hidrdlise de material
lignocelul6sico sdo promissoras para elaboracdo de probidtico ou aditivo microbiano.

Trichoderma longibrachiatum apresenta aumento de atividade de CMCase e
xilanase em funcdo do tempo de incubacdo de 96 que pode ser uma caracteristica

importante para atuar na extenséo da degradacao de fibra de baixa qualidade no ramen.
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IV — CAPITULO Il

Digestibilidade in vitro de Urochloa decumbens inoculada com fungos
isolados do trato gastrointestinal de ovinos

Resumo — Os alimentos fibrosos sdo a base da alimentacdo de ruminantes. Entretanto, a
digestiblidade das pastagens é substancialmente reduzida na estacdo seca. Nesta
pesquisa avaliou-se a digestibilidade in vitro de Urochloa decumbens inoculada com
fungos provenientes do trato gastrointestinal de ovinos criados em pastagens tropicais.
Foi utilizado um ovino com fistula ruminal, como doador de fluido ruminal para
determinacdo dos coeficientes de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da
fibra em detergente neutro de U. decumbens. Durante o ensaio de digestibilidade in
vitro, foram realizadas trés coletas do fluido ruminal das camaras de fermentacdo, no
tempo zero, as 24 horas e as 72 horas quando foi adicionado o &cido cloridrico 6 N. A
DIVFDN nédo foi influenciada pela inclusdo dos indculos contendo os fungos.
Entretanto, a DIVMS foi maior (P<0,05) quando utilizou-se a cepa ICA/UFMG LT 001
(47,31%) em comparacdo ao controle (41,94%) indicando potencial promissor para
elaboracdo de probiotico ou aditivo microbiano para ovinos alimentos em pastagem
tropical. Em relagdo DIVMS constatou-se média inferior para levedura ICA/UFMG LR
016 (P<0,05), tanto no saco (F57-Ankon) quanto no TNT. Constatou-se a presenca de
fungos micelianos e leveduriformes nos cultivos realizados em ambos os periodos de
coleta de fluido ruminal para amostras avaliadas no inicio da fermentacdo, 24 e 72h a
populagdo de ICA/UFMG LT 001 e ICA/UFMG LR 016 foi significativamente maior
apos a digestdo acida (P<0,05). Esses resultados pode sugerir o potencial biotecnoldgico
que estes fungos apresentam para producao de probiotico. Analisando-se conjuntamente
os dados referentes a composicdo quimica do feno de U. decumbens avaliado no
presente experimento, pode-se verificar que é alto o teor dos constituintes da parede
celular e baixos sdo os teores da DIVMS e a DIVFDN, evidenciando a baixa qualidade
de gramineas tropicais colhidas ap6s o florescimento. O incremento na digestibilidade
do feno lignificado de U. decumbens em 5,37% com a inclusdo de ICA/UFMG LT 001
estaria relacionado a degradacéo da fracédo fibrosa dessa forragem ocasionada pela acdo
hidrolitica das celulases produzidas por esse fungo. A adicdo da cepa ICA/UFMG LT
001, promove incremento significativo da DIVMS para o feno lignificado de Urochloa
decumbens.

Palavras-chave: Forragem, nutricdo de ruminantes, ovinocultura, probiéticos, rimen.
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V - CHAPTER Il

Digestibility of Urochloa decumbens inoculated with fungal isolates of

the gastrointestinal tract ovine

Abstract — Fibrous foods are the basis of ruminant feed. However, pasture digestibility
is substantially reduced in the dry season. In this research the in vitro digestibility of
Urochloa decumbens inoculated with fungi from the gastrointestinal tract of sheep
raised on tropical pastures was evaluated. A sheep with ruminal fistula was used as a
donor of ruminal fluid to determine the in vitro dry matter digestibility coefficients
(IVDDM) and the neutral detergent fiber of U. decumbens. During the in vitro
digestibility assay, three collections of ruminal fluid from fermentation chambers were
performed at time zero at 24 hours and at 72 hours when 6N hydrochloric acid was
added. DIVFDN was not influenced by the inclusion of inoculums containing the fungi.
However, the IVDDM was higher (P<0.05) when the ICA/UFMG LT 001 fungus
(47.31%) was used in comparison with the control (41.94%) indicating a promising
potential for the elaboration of a probiotic or microbial additive for sheep tropical
pasture. In relation to DIVMS, lower mean values were found for ICA/UFMG LR 016
(P<0.05), both in the bag (F57-Ankon) and TNT. It was observed the presence of
myecelial and yeasturiform fungi in the cultures realized in both periods of ruminal fluid
collection for samples evaluated at the beginning of the fermentation, 24 and 72h the
population of ICA/UFMG LT 001 and ICA/JUFMG LT 016 was significantly higher
after the acid digestion (P<0.05). These results may suggest the biotechnological
potential that these fungi present for probiotic production. Analyzing data on the
chemical composition of U. decumbens hay evaluated in the present experiment, it can
be verified that the content of the constituents of the cell wall is high and the contents of
IVDDM and IVDNDF are low, evidencing the low quality of tropical grasses harvested
after flowering. The increase in the digestibility of U. decumbens lignified hay in 5.37%
with the inclusion of ICA/UFMG LT 001 would be related to the degradation of the
fibrous fraction of this forage caused by the hydrolytic action of the cellulases produced
by this fungus. The addition of ICA/UFMG LT 001 promotes a significant increase in
IVDDM for Urochloa decumbens lignified hay.

Keywords: forage, production of sheep, ruminant nutrition, probiotics, rumen.
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Expeirmento 1

Digestibilidade in vitro de Urochloa decumbens inoculada com fungos

micelianos isolados do trato gastrointestinal de ovinos

Resumo — Os alimentos fibrosos séo a base da alimentagdo de ruminantes. Entretanto,
a digestiblidade das pastagens é substancialmente reduzida na estacdo seca. Nesta
pesquisa avaliou-se a digestibilidade in vitro de Urochloa decumbens inoculada com
fungos micelianos provenientes do trato gastrointestinal de ovinos. Foi utilizado um
ovino com fistula ruminal, como doador de fluido ruminal para determinacdo dos
coeficientes de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra em
detergente neutro de U. decumbens. Durante o ensaio de digestibilidade in vitro, foram
realizadas trés coletas do fluido ruminal das cAmaras de fermentacdo, no tempo zero, as
24 horas e as 72 horas quando foi adicionado o &cido cloridrico 6 N. A andlise das
sequéncias das regides ITS do DNAr identificou ICA/UFMG LT 005, e ICA/UFMG LT
001 com 100% de similaridade. A DIVMS foi maior (P<0,05) quando inoculou-se a
cepa ICA/UFMG LT 001 (47,31%) em comparacgdo ao controle (41,94%). Entretanto, a
DIVFDN né&o foi influenciada pela inclusdo das cepas de fungos avaliadas. A
degradacdo da fracdo fibrosa desse feno por celulases desse fungo revelam potencial
promissor para elaboragdo de probidtico ou aditivo microbiano para ovinos alimentos
em pastagem tropical. Consatatou-se que adi¢cdo da cepa ICA/UFMG LT 001, promove
incremento significativo da DIVMS para o feno lignificado de Urochloa decumbens.

Palavras-chave: forragem tropical, nutricdo de ruminantes, ovinocultura, probidticos,
ramen.
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Introducéo

Em regides tropicais ocorre escassez de forrageiras de boa qualidade durante a
estacdo seca, quando apresentam reducdo da digestibilidade ocasionada pelo processo
fisiologico de lignificagdo da parede celular (Wang et al., 2016). As pastagens do
género Urochloa tem sido amplamente difundidas nessas areas por apresentarem
tolerancia a seca e a solos de média e baixa fertilidade, assim como boa producéo de
massa vegetal (Louw-Gaume et al., 2010; Pessoa-Filho et al., 2017). Otimizar a
digestibilidade dessas forragens é fundamental para melhorar a produtividade de
ruminantes criados em sistema de pastejo, uma vez que representam a principal fonte de
alimento para esses animais.

Os fungos presentes no ramen possuem papel substancial na digestdo de
forrageiras degradando os polissacarideos mais complexos (Kamra, 2005; Wei et al.,
2015). A atividade enzimética e mecéanica dos fungos no ambiente ruminal séo
fundamentais para a degradacdo da lignocelulose e estudos comprovam que a
alimentacdo contendo altas proporcbes de fibras estimula o desenvolvimento de
populagdes de fungos nesse ecossistema (Wei et al., 2015; Abrdo et al., 2014).

Em nosso estudo anterior verificou-se a presenga dos géneros Aspergillus,
Paecilomyces, Acremonium, Trichoderma, Malbranchea e Onychocola no intestino
grosso de ovinos criados em capim Panicum maximum cv. Tanzania (Freitas et al.,
2012). Esses fungos poderiam ser relevantes na degradagdo de estruturas complexas do
alimento pela producdo expressiva de enzimas hidroliticas como reportado para isolados
de Aspergillus spp. proveniente de bovinos (Almeida et al., 2014; Abrdo et al., 2017).

Nesta pesquisa avaliou-se a digestibilidade in vitro do feno de U. decumbens
incoculados com fungos micelianos provenientes do trato digestorio de ovinos

alimentados com forragens tropicais.
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Material e Métodos

Isolados fungicos avaliados

Os fungos Trichoderma sp.(B13 M2) e Aspergillus sp. (045 M1), avaliados
neste experimento, foram provenientes do trato digestorio de borregos alimentados,
respectivamente com pastagens de Panicum maximum cv. Tanzania (Freitas et al., 2012)
ou feno de Cynodon dactylon cv. Vaqueiro no norte de Minas Gerais, Brasil, durante a
estacdo seca (Freitas et al., 2017). Em estudos preliminares, esses isolados apresentaram
producdo superior de enzimas de degradacdo da parede celular vegetal e maiores halos

de degradacéo da celulose cristalina.

Identificagdo molecular dos fungos

Os fungos foram crescidos por sete dias em &gar Sabouraud, e a extracdo de
DNA foi conduzida de acordo com (Rosa et al., 2009). O material extraido foi
submetido a reacdo em cadeia da polimerase, utilizando os iniciadores ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) para
amplificar a regido ITS do rDNA conforme descrito por (White et al., 1990). O produto
foi quantificado em NanoDrop 1000ND (NanoDrop Technologies) e ajustado para 100
ng ul™ para ser utilizado em reacdes de sequenciamento.

Utilizou-se kit DYEnamicTM (Amersham Biosciences, EUA) em um
sequenciador automatizado MegaBACETM 1000. As sequéncias obtidas foram
analisadas utilizando BLASTn v. 2.215 de BLAST 2.0 disponivel no National Center
for Biotechnology Information (NCBI) (Altschul et al., 1997). Para identificacdo
especifica, considerou-se similaridade de 99% ou mais e as sequéncias foram

depositadas no GenBank.

Forrageira avaliada

O feno de Urochloa decumbens enfardado ap6s a queda das sementes foi
adquirido comercialmente na regido de Montes Claros — MG, durante o periodo de seca
(marco a outubro). Coletou-se subamostras dessa graminea para avaliacdo
bromatoldgica (AOAC, 2010) que indicaram a seguinte composicdo com base na
matéria seca (g. 100 g™'): Matéria Seca= 95,38; Proteina Bruta= 3,06; Proteina insoltvel

em detergente neutro= 21,57; Proteina insoltvel em detergente acido= 20,59; Fibra em
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detergente neutro= 82,26; Fibra em detergente acido= 53,04; Lignina= 7,50; Extrato
etéreo= 1,02; AcUcares Totais= 3,02; Cinzas= 5,89; Calcio= 0,14; Fdésforo= 0,10;
Potassio= 0,58; Magnésio= 0,20; Enxofre=0,06; Celulose= 45,54; Hemicelulose=
29,22; Carboidrato N&o Fibroso= 8,43.

Coleta de fluido ruminal

Para o ensaio de digestibilidade in vitro, foi utilizado um carneiro Santa Inés
adulto castrado com fistula ruminal com aproximadamente 65 Kg de peso corporal,
como doador de contetdo ruminal. O animal foi alojado em baia durante quinze dias,
sendo quatorze dias para adaptacdo a dieta formulada para atender o requerimento de
nutrientes para ovinos adultos, de acordo com (NRC, 2007), contendo 60% de Urochloa
decumbens e 40% de concentrado e mistura mineral. No 15° dia o fluido ruminal foi
coletado, homogeneizado, filtrado e transportado em garrafas térmicas vedadas. Foram
realizadas trés coletas do fluido ruminal em intervalos de 15 dias para permitir a
recomposicdo da microbiota ruminal (Carro et al., 1992). Todos os procedimentos
realizados neste experimento foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais sob registro CEUA
128/2013.

Digestibilidade in vitro da matéria seca e da fibra em detergente neutro do feno de
Urochloa decumbens

Para preparagdo dos indculos, os fungos foram cultivados em caldo Sabouraud a
39°C durante 48 h e padronizados na concentracdo aproximada de 10’ unidades
formadoras de col6nias UFC/mL.

Foram avaliados os coeficientes de digestibilidade in vitro da matéria seca
(DIVMS) e da fibra em detergente neutro (DIVFDN) do feno da forrageira, segundo a
metodologia descrita por, (Tilley e Terry, 1963) e as modificacbes descritas por
(Holden, 1999), utilizando simulador ruminal (TE-150, Tecnal Equipamentos
Cientificos, Sdo Paulo, Brasil). Esse aparelho é composto por quatro camaras de vidro
(2,500 mL) para incubacdo a 39°C e rotacdo constante. Cada camara recebeu um dos
tratamentos contendo o feno acondicionado em saquinhos Ankon F-57 com 0,5 gramas
do feno moido e padronizado a 1mm de didmetro (Nocek e Russell, 1988). Foram
utilizados oito saquinhos Ankon F-57 em cada camara. Em cada camara fermentativa

foi inoculado 100 mL de caldo Sabouraud estéril (controle) ou contendo Aspergillus sp.
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(045 M1), Trichoderma sp. (B13 M2) ou a mistura contendo 50 mL de cada um dos
indculos desses fungos. O experimento foi repetido trés vezes com o intervalo de 15
dias.

As amostras permaneceram em contato com cada inéculo e o liquido ruminal
acrescido de solucdo tampdo de McDougall por 48 horas (proporcdo 1:3).
Posteriormente, foram adicionados pepsina e acido cloridrico, para simulagdo da
digestdo quimica e incubou-se por mais 24 horas. Ao final desse processo 0s saquinhos
foram lavados com agua destilada, secos e pesados.

A determinacédo da DIVMS foi obtida pela formula (Ankon, 2014):

% DVIVMS (base de MS) =100 — (W3 - (W1 x C1)) / (W2 x MS) x 100.

Onde: W1 = Peso saco vazio; W2 = peso da amostra; W3 = peso saco + residuo
depois da incubacdo; W3 = peso saco + residuo depois da incubacédo; C1 = corre¢do da
amostra branco (peso final seco em estufa / peso inicial) e MS= Matéria seca.

Para determinagdo da DIVFDN, os saquinhos lavados foram encaminhados ao
determinador de fibra (TE-149 Tecnal®, Tecnal Equipamentos Cientificos, Sdo Paulo,
Brasil) em solucdo de FDN (por uma hora a temperatura de 105°C, seguida de trés
lavagens com agua destilada por 10 minutos e acetona por 15 minutos. Posteriormente
foram desidratados em estufa de circulacdo forcada de ar a 55°C por 24 horas e 2 horas
em estufa a 105°C, para obter o peso seco. A férmula utilizada para se obter a
%DIVFDN foi a mesma para se determinar a %DIVMS, fazendo as substituicdes dos
valores (Ankon, 2014).

Coleta e Quantificagéo de fungos

Durante o ensaio de digestibilidade in vitro no simulador de rumen (Daisyll
Ankon®), foram realizadas trés coletas do fluido ruminal, no tempo zero, as 24 horas e
as 72 horas quando foi adicionado o acido cloridrico 6N. Foram coletados 10 mL de
fluido ruminal, com o auxilio de seringas estéreis. Cada seringa foi lacrada, identificada,
armazenada em caixa isotérmica com gelo e encaminhadas imediatamente para as
andlises.

Foi realizado o cultivo para mensurar a quantidade de unidades formadoras de
colénia (UFC) de fungos micelianos e leveduriformes por mL de fluido ruminal. Foram
realizadas dilui¢cbes decimais seriadas do liquido ruminal, apds cada dilui¢do, os tubos
foram homogeneizados durante trés minutos e aliquotas de 100 microlitros foram

inoculadas em placas estéreis contendo o meio de cultura Agar Sabouraud. Os indculos
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foram homogeneizados com alcas de Drigalski estéreis e as placas foram incubadas em
estufa BOD a 39°C e monitoradas para o crescimento de coldnias fangicas por até 21
dias (Kurtzman; Fell,1998; Lacaz et al., 2002).

Analise estatistica

Apbs teste de normalidade e homogeneidade, os dados relativos das
digestibilidades foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas a 5%
de significancia pelo teste de Scott-Knott utilizando o Sistema para Analises
Estatisticas, SAEG, Versao 9.1 (Sistema para Analises Estatisticas). Para a contagem
dos fungos procedeu-se a transformacgdo para LoglO (X+10) utilizando o teste de
Ducan. Para comparar as populacfes desses fungos utilizou o0 mesmo programa

estatistico.
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Resultados e Discussao

Neste estudo, a andlise das sequéncias da regido ITS identificou Aspergillus
terreus, e Trichoderma longibrachiatum com 100% de similaridade, respectivamente
para os isolados O45M1 e B13M2 (Tabela 1). Essas espécies também tém sido
detectadas no fluido ruminal de bovinos alimentados com forragens tropicais. Em um
estudo com bovinos leiteiros alimentados com silagem de sorgo ou cana de agUcar
foram identificados os fungos dos géneros Aspergillus, Gliocladium, Paecilomyces,
Rhizophus e Scedosporium. Entretanto, Aspergillus spp. foi o género mais
frequentemente isolado, representando 55,10% dos fungos identificados (Almeida et al.,
2012).

Ao avaliarem fungos micelianos de bovinos zebuinos criados em pastagem
tropical em regido semiarida (Abréo et al., 2014), identificaram A. terreus em amostras
de bezerros, novilhos e vacas, enquanto que T. longibrachiatum foi isolado apenas em

amostras do fluido ruminal dos novilhos.



Tabela 1. Identificacdo molecular de fungos micelianos isolados do trato digestdrio de ovinos criados em pastagens tropicais

56

Identificacdo Identificacdo N° de pb Similaridade Abrangéncia Resultado BLAST
[n® Acc. Genbank] dos isolados analisados (%) (%) [n® acc. GenBank]
Trichoderma longibrachiatum B13M2 1136 100% 100% T. longibrachiatum SKF-3

[KX463453.1]

Aspergillus terreus 045M1 1062 100% 100% A. terreus Ef6é [KX 816799.1

* identificacdo conduzida usando pesquisas BLASTN do ITS e ITS1 do gene rRNA de fungos micelianos
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A DIVMS do feno de U. decumbens avaliado no presente experimento variou
de 41,94 a 47,31 % (Tabela 1). Essa forragem apresentava baixa qualidade nutricional,
demonstrando elevados teores de FDN, FDA e lignina e baixos teores de proteina bruta,
extrato etéreo e acucares totais. Essa forragem foi coletada apos o florescimento, no
inicio da estacdo seca, justificando a baixa digestiblidade ocasionada pela pior
composi¢do nutricional. A digestibilidade das gramineas tropicais varia de 50 a 65%
decrescendo 0,1 a 0,2% por dia, conforme aumenta a idade fisiologica da forrageira
(Geus, 1979).

A DIVMS do feno de U. decumbens foi significativamente maior quando
inoculou-se T. longibrachiatum (Tabela 2). Entretanto a DIVFDN ndo foi influenciada

pelos inoculantes avaliados (P>0,05).
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Tabela 2. Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente
neutro (DIVFDN) de Urochloa decumbens inoculada com fungos micelianos

provenientes do trato digestorio de ovinos

Inéculos DIVMS (%) dp DIVFDN (%) dp
Controle sem fungos 41,94 b 0,79 40,98a 1,81
B13 M2 -Aspergillus terreus 42,09 b 1,07 4106a 1,25
045 M1 -Trichoderma longibrachiatum 47,31a 1,25 40,54 a 1,55
Mistura dos fungos 44,07 b 0,68 40,43a 1,72

Médias seguidas por diferentes letras indicam diferenca significativa pelo teste de Scott-

Knott ao nivel de 5% de probabilidade. dp= Desvio padrédo

O incremento na digestibilidade do feno de baixa qualidade nutricional de U.
decumbens em 10,2% com a inclusdo de T. longibrachiatum estaria relacionado a
degradacdo da fracdo fibrosa e proteina bruta dessa forragem ocasionada pela agédo
hidrolitica das celulases produzidas por esse fungo, disponibilizando carboidratos
prontamente digestiveis para os microrganismos do fluido ruminal. Fungos do género
Trichoderma tém apresentado expressivas producdes de p-glucosidase (Li et al., 2016),
xilanases (Toth et al., 2013), carboximetilcelulase, avicelase, PB-Glucosidase, [-
Xilosidase, o-Arabinofuranosidase, [-Galactosidase (Morgavi et al., 2000),
hemicelulases, pectinases (Schuster et al., 2010), enzimas importantes na degradacéo da
parede celular vegetal e de estruturas complexas das plantas (Liu et al., 2017).

Nesta pesquisa, a maior taxa de DIVMS observada quando inculou-se T.
longibrachatum em relacdo aquela contatada para a inoculagdo com A. terreus (Tabela
2) corrobora o estudo de (Nurudeen et al., 2015) que comparou a producdo de
carboximetilcelulase para esses dois fungos. Utilizando a biomassa de sorgo forrrageiro,
0s autores contataram que T. longibrachiatum e A. terreus secretaram respectivamente
1,82 U/mL e 0,95 U/mL dessas enzimas (Nurudeen et al., 2015). Dessa forma, neste
presente estudo, a maior expressdo dessa enzima por T. longribrachiatum contribuiria
para a melhor degradacao da parede celular de U. decumbens em comparacao a cepa de
A. terreus.

Esses resultados evidenciam o potencial de utilizacdo desse fungo como aditivo

microbiano em dieta de ruminantes alimentados com forragens tropicais e corrobora



59

com outras pesquisas que avaliaram a inclusédo de enzimas de fungos micelianos para
melhorar a digestibilidade de forrageiras. A combinagdo de enzimas de microrganismos
do rumen e de extratos enzimaticos exdgenos de T. longibrachiatum foi avaliada para
bovinos (Morgavi et al., 2000). Os autores constataram sinergismo entre essas enzimas
ao verificarem que a hidrolise da celulose, xilana e da silagem de milho foram
aumentadas em 35, 100, e 40% respectivamente (Morgavi et al., 2000).

Em outra pesquisa avaliaram-se os efeitos da adicdo de celulases de Aspergillus
niger, T. longibrachiatum e a mistura das celulases desses fungos sobre a
digestibilidade in vitro de uma dieta contendo 70% de feno de graminea e 30% de
concentrado. A adicdo dessas celulases exdgenas promoveram maior DIVMS e
DIVFDN apos 24 horas de incubacgdo, entretanto a 48 horas esses efeitos ndo foram
observados, indicando que a adicdo das celulases exdgenas estimularam somente fase
inicial de degradagdo (Giraldo et al., 2007). Diferentemente, nesta pesquisa Nnos
inoculamos o proprio fungo que promoveu elevacdo dessa digestibilidade mesmo apds
48hs de incubacdo, indicando a producéo de celulases por T. longibrachiatum durante a
fermentacdo in vitro em suco ruminal.

Em outro estudo, diferentes gramineas utilizadas em pastagens foram avaliadas
como substrato para enzimas fibroliticas de Aspergillus japonicus CO3 em
fermentacdes submersas. O género Urochloa foi que apresentou melhores taxas de
degracdes com a inclusa do extrato enzimatico. Segundo o0s autores, apesar das
forragens tropicais terem baixo valor nutricional, 0 uso de extratos enziméaticos como
pré-tratamento desses alimentos poderia contribuir para melhor degracdo das fibras,
favorencendo a microbiota ruminal (Facchini et al., 2011).

A adicdo de enzimas desses fungos em experimentos in vivo também tem
favorecido a digestiblidade de dietas contendo altas proporcdes de forragens. A
suplementacdo com xilanase e glucanase produzidas por Aspergillus spp. e Trichoderma
spp. em caprinos promoveu aumento de 10% da digestibilidade aparente da matéria seca
de dietas contendo 30% de palha de arroz (Yuangklang et al., 2017). Resultados
similares foram reportados para bufalos alimentados com silagem de Avena sativa e
suplementados com xilanase e celulase de Trichoderma reesei, constando-se elevagéo
da digestibilidade in vivo em 17,5% (Nawaz et al., 2016).
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Quantificacao de fungos

Constatou-se a presenca de fungos nos cultivos realizados em ambos os periodos
de coleta de fluido ruminal para amostras avaliadas no inicio da fermentagéo, 24 e 72h
(Tabela 3) a populacéo de Trichoderma longibrachiatum foi significativamente maior

apos a digestdo acida (P<0,05).

Tabela 3. Unidades formadoras de col6nias (n°/ml) de fungos micelianos durante a
digestdo in vitro do feno de Urochloa decumbens inoculado ou ndo com cepas de

fungos provenientes do trato digestorio de ovinos

Tempo (h)

Fungos 0 dp 24 dp 72 dp
Trichoderma longibrachiatum 1,2x10°a 17 7,0x10°a 98 3,3x10°a 55
Aspergillus terreus 7,0x10°a 10 3,0x10%°a 94 2,0x10'b 0
Mix 2,3x10°a 23 6,0x10°a 30 1,0x10'b 11
Controle 2,3x10°a 26 3,0x10°a 50 1,0x10'b 0

Médias seguidas da mesma letra na mesma linha ndo diferem pelo teste ndo paramétrico
de Ducan com (P<0,05)

dp= Desvio padrao

Constatou-se contagem de fungos micelianos mesmo no fluido ruminal sem
inoculacdo das cepas selecionadas, indicando que esses grupos de fungos estava
presentes naturalmente no fluido ruminal do ovino. Resultados similares foram
observados em bovinos criados em pastagem tropical em regido semiarida (Almeida et
al., 2012; Abréo et al., 2014).

Constatou-se maior populacdo de col6nias compativeis com T. longibrachiatum
em comparacgdo aos demais tratamentos (p<0,05), ap6s 72 horas em que foi adicionado
acido cloridrico 6N para reduzir o pH, simulando as condi¢des do abomaso. Fungos do
género Trichoderma apresentam crescimento no intervalo de pH 4 e 5, sendo que
apenas algumas espécies suportam valores de pH abaixo de 3 (Chahal, 1992). Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa, 2008) determina como um dos parametros
para 0 enquadramento de um produto como probidtico, seria a sobrevivéncia a acidez
gastrica da cultura comprovada por testes laboratoriais. Esse resultado pode sugerir o

potencial biotecnolégico da cepa de Trichoderma longibrachiatum avaliada, que
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poderia atuar também nos ecossistemas do intestino delgado e grosso, o que deve ser

avaliado em futuras pesquisas.
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Conclusao

A adicéo da cepa B13 M2 (T. longibrachiatumi), proveniente do trato digestorio
de ovino, promove incremento significativo da DIVMS para o feno de baixa qualidade
de Urochloa decumbens. Dessa forma, a inclusdo desse fungo apresenta potencial
promissor para elaboracdo de probidtico ou aditivo microbiano para dietas de ovinos

criados em pastagens tropicais.
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Experimento Il

Digestibilidade in vitro de Urochloa decumbens inoculada com
leveduras isolados do trato gastrointestinal de ovinos

Resumo — Em regides tropicais, as pastagens representam o recurso mais importante na
producdo de ruminantes, fornecendo substratos energéticos de baixo custo,
principalmente carboidratos fibrosos. Nesta pesquisa avaliou-se coeficientes de
digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro
(DIVFDN) de feno de Urochloa decumbens com adicdo de cepas de leveduras
provenientes do fluido ruminal de ovinos. Foi utilizado um ovino com fistula ruminal,
como doador de fluido ruminal para determinacdo dos coeficientes de digestibilidade in
vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro de U. decumbens.
Durante o ensaio de digestibilidade in vitro, foram realizadas trés coletas do fluido
ruminal das camaras de fermentacdo, no tempo zero, as 24 horas e as 72 horas quando
foi adicionado o acido cloridrico 6 N. A DIVFDN néo foi influenciada pela incluséo dos
indculos contendo as leveduras. Em relacdo DIVMS constatou-se média inferior para
ICA/JUFMG LR 016 (P<0,05) para os dois tipos de saquinhos. Para a DIVFDN
observou-se média inferior para o0 Mix (ICA/UFMG LP 030 e ICA/UFMG LR 016) em
ambos os sacos de fermentacdo avaliados neste experimento (p<0,05). A populacédo de
ICA/UFMG LR 016 foi significativamente maior ap6s a digestdo acida em comparacéao
aos demais tratamentos (P<0,05). Esses resultados pode sugerir o potencial
biotecnoldgico que ICA/UFMG LR 016 apresenta para producdo de probiotico.

Palavras-chave: Forragem, nutricdo de ruminantes, ovinocultura, probioticos, raimen.
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Introducéo

Em regides tropicais, as pastagens representam 0 recurso mais importante na
producdo de ruminantes, fornecendo substratos energéticos de baixo custo,
principalmente carboidratos fibrosos (Comastri Filho et al., 2008). Contudo, a
sazonalidade de producdo no periodo seco do ano resulta em baixa disponibilidade e
menor qualidade dessas forragens representando o principal desafio dos sistemas de
producdo em pastagens (Paulino et al., 2008).

O género Urochloa (Brachiaria) tem sido amplamente utilizado como forrageira
em regides de clima tropical, por possuirem caracteristicas como tolerancia a seca e a
solos de pouca fertilidade, bem como boa producéo de massa vegetal. Assim, otimizar a
degradacdo dessa forragem principalmente durante o periodo de escassez hidrica, é
essencial, uma vez que ela é uma das principais fontes de alimento para ruminantes
criados em pastagens no Brasil. (Lima et al., 2015).

Os ruminantes possuem um sistema de pré-estdmago com ampla variedade
microbiana que contribui de forma simbiontica para degradacdo das fibras vegetais
ingeridas (Kamra, 2005). A adicdo de aditivos microbianos contendo cepas de
Saccharomyces cerevisiae tem promovido equilibrio nesse ecossistema com reducéo do
teor de oxigénio ruminal, incremento da populagdo bacteriana ruminal e elevando teores
de proteina microbiana (Franca e Rigo, 2011). Esses eucaritos tem reduzido os teores de
acido latico, controlando o pH ruminal e favorecendo a digestdo da celulose, com o
aumento do nimero de bactérias celuloliticas. Outros estudos tém demonstrado ainda
reducdo de casos de acidoses e diarréias e apontam a reducdo da excrecdo fecal de
bactérias patogénicas (Krisova et al., 2011; Marrero et al., 2015).

Apesar de serem pouco estudas no ecossistema ruminal, pesquisas indicam a
ocorréncia natural de leveduras em populacdes significativas no fluido ruminal de
animais alimentados com forragens tropicais (Lund, 1974; Almeida et al., 2012; Abréo
et al., 2014; Marrero et al., 2011).

Em outro estudo, Abrdo et al. (2011) relatam concentragdes significativas da
levedura Pichia membranifaciens no rimen de caprinos de corte criados em pastagens
tropicais. Almeida et al. (2012), ao analisarem a populacdo de leveduras no trato
gastrointestinal de bovinos leiteiros sugeriram que as leveduras sdo capazes de degradar
carboidratos simples, o que poderia favorecer o desenvolvimento da microbiota ruminal

e contribuir para a regulacdo do pH ruminal.
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Cepas de leveduras provenientes de ruminantes criados em condi¢cdes semiaridas
e mais adaptadas as condi¢des tropicais poderiam apresentar melhor capacidade de
producdo de enzimas e metabdlitos favorecendo o ambiente ruminal e
consequentemente a producéo desses animais.

Neste trabalho avaliou-se os coeficientes de digestibilidade in vitro da matéria
seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro (DIVFDN) de feno de U. decumbens
com adicdo de cepas de leveduras provenientes do fluido ruminal de ovinos utilizando
sacos Ankon-F57 e TNT.
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Material e Métodos

Isolados de leveduras avaliadas

Neste estudo foram avaliados dois isolados leveduriformes provenientes do
rumen de ovinos alimentados com feno de Cynodon dactylon cv. Vagueiro no norte de
Minas Gerais, Brasil, durante a estacdo seca (Freitas et al., 2017). Essas leveduras foram
cultivadas em caldo Sabouraud e armazenadas em ultrafreezer a -80°C.

Para identificacdo dos isolados procedeu-se a analise das sequéncias dos
dominios D1 e D2 do gene 26S do RNA ribossomal, amplificados pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). A extracdo do DNA total foi realizada de acordo
com Hoffman e Winston (1987) e os iniciadores NL1 (5'-GCA TAT CAA AAG GAA
GAG TAA GCC-3 ") e NL4 (5- GGT AAG CTT CGC TGT CCG G-3') foram usados
para a amplificacdo da regido do DNAr como descrito por Burgaud et al. (2013), com
modificacdes. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada numa solucéo
contendo 2,0 uL de DNA (aproximadamente 100 ng); 2,0 uL de cada iniciador, NL1 e
NL4 a 10 umol-1; 5,0 puL tampdo PCR 5X; 2,0 uL de MgClI2, 25 mM; 1,5 uL de dNTP,
10 mM; e 0,3 uL de polimerase Tag DNA; com agua ultrapura esterilizada para um
volume final de 50 puL. O protocolo consistiu de uma desnaturacdo inicial a 94°C
durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos de desnaturacdo a 94°C, 30
segundos de anelameto a 54°C, e 2 minuto de extensdo a 72°C e uma extensao final de
2 min a 72°C. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
a 1% corado com brometo de etideo (0,5 ug ml™), em tamp&o TBE 1X, sob voltagem de
70V por aproximadamente 1 hora.

Os géis foram, visualizado sob luz UV e fotografados pelo equipamento
ProteinSimple, Alphalmager HP system. Os amplicons produzidos foram purificados
com utilizacdo de EDTA e etanol absoluto quantificados em Nanodrop™ 1000 a 260 e
280 nm. As reacdes de sequenciamento foram realizadas no sequenciador 3730xI DNA
Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias de nucleotideos obtidas foram editadas e
comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) usando o programa Blast N (Altschul et al. 1997). Para
ser considerado pertencente a uma determinada espécie, o isolado teria que apresentar
similaridade de 97% a outra j& depositada no GenBank (Stackebrandt e Goebel, 1994).
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Experimentacdo

Avaliou-se a digestibilidade in vitro de Urochloa decumbens inoculada com as
duas cepas de leveduras. As fermentacfes ocorreram no simulador de ramen (Daisyll
Ankon®) o material lignocelulésico foi acondicionado em saco Ankon F-57 e sacos
TNT.

O experimento foi conduzido com delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial (2x2), sendo dois fungos, dois tipos de saquinhos avaliados. Foram
realizadas trés repeticOes para cada tratamento e seus respectivos controles. As variaveis
observadas foram a digestibilididade in vitro da matéria seca, e do FDN e a

quantificacdo de fungos durante trés periodos durante o processo de digestéo.

Forrageira avaliada

O feno de Urochloa decumbens relatado no experimento | de digestibiliade.

Coleta de fluido ruminal

Como relatada no experimento de digestiblidade.

Digestibilidade in vitro da matéria seca e da fibra em detergente neutro do feno de
Urochloa decumbens

Para preparacdo dos inoculos, as leveduras foram cultivados em caldo
Sabouraud a 39°C durante 48 h e padronizados na concentracdo aproximada de 10’
unidades formadoras de colonias UFC/mL. Foram avaliados os coeficientes de
digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro
(DIVFDN) do feno da forrageira, segundo a metodologia descrita por, (Tilley e Terry,
1963) e reportada anteriormente.

Em cada camara de fermentacdo foram utilizados oito saquinhos Ankon F-57 e
oito de TNT (Tecido ndo Tecido) os saquinhos foram confeccionados com as mesmas
dimensbes dos saquinhos Ankon (5 x 7 cm). Em cada camara fermentativa foi
inoculado 100 mL de caldo Sabouraud estéril (controle) ou contendo Pichia sp.(0151),
Rhodotorula sp. (0166) ou a mistura contendo 50 mL de cada uma dessas cepas desses

fungos. O experimento foi repetido trés vezes com o intervalo de 15 dias.
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Coleta e Quantificacéo de fungos

Como descrito anteriormente

Analise estatistica

Apols teste de normalidade e homogeneidade no experimento 1, os dados
relativos das digestibilidades foram submetidos a anélise de variancia e as médias
comparadas a 5% de significancia pelo teste de Scott-Knott.

Avaliou-se a normalidade e homocedasticidade. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e as medias comparadas a 5% de significancia pelo
teste de Scott-Knott. Para a contagem dos fungos procedeu-se a transformacdo para
Log10 (X+10) utilizando o teste de Ducan. Os dados foram processados no Software
estatistico SAEG-Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas (2007), e as médias

comparadas ao nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).
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Resultados e Discussao

Nesta pesquisa foram identificadas as leveduras Pichia kudriavzevii e
Rhodotorula mucilaginosa (Tabela 4). Essas duas espécies j& foram relatadas em outras
pesquisas que avaliaram a microbiota ruminal de ruminantes criados em pastagens
lignificadas. Em um estudo realizado na regido norte de Minas Gerais com novilhas e
vacas Holandesas alimentadas com forragem tropical, 84% dos isolados
corresponderam a espécie P. kudriavzevii (Almeida et al. 2012). Em outra pesquisa
também realizada nessa regido com bovinos de corte zebuinos de diferentes idades e
criados em pastagem tropical, 56% dos isolados de leveduras foram identificados como
P. kudriavzevii (Abrdo et al. 2014). Em estudo anterior, Lund (1974) também isolou P.
kudriavzevii (C. Krusei) de amostras do fluido ruminal de vacas leiteiras higidas,
correspondendo a espécie mais frequentemente identificada, 50%.

O género Rhodotorula é comum no ambiente e pode ser encontrada em amostras
de solo, agua, leite, sucos de frutas e amostras de ar (Guaman-Burneo e Carvajal-
Barriga, 2009). A espécie R. mucilaginosa possui capacidade de assimilar glicose,
sacarose e galactose (Jimoh et al. 2011).

A ocorréncia dessas leveduras em ruminantes ainda é pouco respaldada na
literatura cientifica (Abrdo et al. 2011). Frequentemente os estudos da microbiota
ruminal tem ignorado a presenca de fungos leveduriformes no ecossistema ruminal.
Apesar das duas espécies de leveduras identificadas neste estudo ja terem sido também
reportadas em outras pesquisas avaliando o liquido ruminal, o papel desses eucariotos
devem ser melhor elucidados no ecossistema ruminal.

Em relagdo DIVMS constatou-se média inferior para levedura Rhodotorula
mucilaginosa (P<0,05) para os dois tipos de saquinhos (Tabela 5). Para a DIVFDN
(Tabela 5) observou-se média inferior para 0 Mix de leveduras (Pichia kudriavzevii e
Rhodotorula mucilaginosa) em ambos os sacos de fermentacdo avaliados neste

experimento (p<0,05).
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Tabela 4. Identificacdo molecular de fungos leveduriformes isolados do trato digestorio de ovinos criados em pastagens tropicais

Identificacdo Identificacdo dos N° de pb Similaridade Abrangéncia Resultado BLAST [n°

[n°® Acc. Genbank] isolados analisados (%) (%) acc. GenBank] e nimero
de acesso

Rhodotorula 0166 587 99% 100% Rhodotorula

mucilaginosa mucilaginosa SM6-1

[KU316790.1]

Pichia kudriavzevii 0151 580 10% 100% Pichia kudriavzevii
JW2-1 [KU316741.1]

Identificagdo conduzida usando pesquisas BLASTN do D1/D2 do gene rRNA de levedura

Tabela 5. Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro (DIVFDN) de Urochloa decumbens acondicionada

em saquinhos (F57-Ankon) ou tecido ndo tecido (TNT) e inoculada com fungos leveduriformes provenientes do trato digestério (ou do rimen)

de ovinos

DIVMS (%)  dp DIVMS (%) dp DIVFDN (%) dp DIVFDN (%)  dp
Indculo Saco Ankon Saco TNT Saco Ankon Saco TNT
Controle sem leveduras 58,50 Ab 1,59 61,32 Aa 1,47 36,65 Aa 1,70 39,56 Ab 1,41
Pichia kudriavzevii 59,60 Ab 1,48 61,67 Aa 0,95 36,45 Aa 1,52 39,86 Ab 0,64
Rhodotorula mucilaginosa 57,49 Ba 0,81 59,85 Bb 1,31 36,65 Aa 1,13 39,62 Ab 1,30
Mistura das leveduras 59,26 Aa 1,55 62,92 Ab 0,66 36,01 Ba 1,49 39,08 Bb 0,51

Diferentes letras mindsculas nas linhas e maitsculas nas colunas indicam médias distintas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de

probabilidade. dp= desvio padrédo
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A utilizagdo de aditivos microbianos na dieta dos ruminantes visa aprimorar a utilizacdo
dos alimentos e, por conseguinte melhorar o desempenho produtivo. Apesar de ndo se
observar diferencas significativas da DIVMS do feno de U. decumbens com F57-Ankon
e TNT, a adicdo da levedura Pichia kudriavzevii aumentou a atividade fibrolitica no
rimen, o que pode ter aprimorado a utilizacdo dos nutrientes para na DIVMS, e
consequentemente ocorreu aumento em 1,1% em relacdo ao controle. Além disso, P.
kudriavzevii apresentam trés genes que codificam fitases. Esta classe de enzimas tem
importancia significativa na melhoria da desfosforilacao do fitato (Greiner, Konietzny et
al., 2006), que pode melhorar a nutri¢do animal.

Um dos motivos que justifica as diferencas observadas na digestibilidade in vitro
da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro (DIVFDN) do feno inoculado
com as leveduras avaliadas poderiam ser elucidadas pelo tipo de material utilizado. O
saco TNT possibilita perdas de particulas ocasionada pela estrutura de porosidade que o
tecido apresenta (Casali et al., 2009). Com isso pode-se ressaltar que a composicao e
organizacéo estrutural dos tecidos avaliados pode ter interferido na DIVMS e DIVFDN
do feno de U. decumbens, fazendo com que a Pichia kudriavzevii e 0 Mix leveduras
(Pichia kudriavzevii e Rhodotorula mucilaginosa) apresentasse menor média de
digestibilidade quando utilizou o F57 Ankon e o TNT. Possivelmente as leveduras
poderia ter ficadas aderidas em biofilmes nos materiais fibrosos dificultado a remocéo.

Ao comparar as DIVMS e DIVFDN, constatou-se que ao utilizar TNT observou-
se maiores coeficientes de digestibilidade (Tabela 5). Esses resultados corroboram com
0 estudo de Cichoski et al. (2009) que avaliaram DIVMS e DIVFDN de quatro
forrageiras utilizando sacos de nailon e TNT, comparados aos sacos Ankon. Os autores
constataram que os sacos de nailon e TNT superestimaram os valores obtidos em
relacdo ao saco F-57 Ankon. Entretanto reportaram que seria possivel utilizar os sacos
de TNT e néilon, desde que sejam feitas corre¢fes por meio de equagdes para cada

material utilizado.

Quantificacao de leveduras

Durante os trés periodos de coleta observou-se a presenca de leveduras nos
cultivos realizados em ambos os periodos de coleta de fluido ruminal para amostras
avaliadas (Tabela 3) a populacdo de Rhodotorula mucilaginosa foi significativamente

maior apos a digestdo &cida em comparacdo aos demais tratamentos (P<0,05).
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Tabela 6. Unidades formadoras de coldnias (n°/ml) durante o processo de fermentacao
in vitro do feno de Urochloa decumbens inoculado ou ndo com leveduras do fluido
ruminal de ovinos

Tempo (h)
Fungos 0 dp 24 dp 72 dp
Pichia kudriavzevii 2,6x10°a 38 4,0x10°a 35 1,0x10'b 0
Rhodotorula mucilaginosa  15x10°a 38  11x10°a 36 2,6x10°a 26
Mistura das leveduras 40x10°a 20 7,0x10°a 21 1,0x10'b 21
Controle 2,3x10°a 40 3,0x10°a 40 0,6x10'b 10

Médias seguidas da mesma letra na mesma linha néo diferem pelo teste ndo paramétrico

de Ducan com (P<0,05). dp= Desvio padréo

Constatou-se contagem de leveduras mesmo no fluido ruminal sem inoculagéo
das cepas selecionadas, indicando que esses grupos de fungos estava presente
naturalmente no fluido ruminal do ovino. Esse resultado corrobora os estudos anteriores
que reportam a ocorréncia natural de leveduras no fluido ruminal de bovinos
aliementados com forrageiras tropicais (Lund, 1974; Almeida et al. 2012; Abrdo et al.
2014; Marrero et al. 2011). Essas leveduras de animais mais adaptados as condigdes
tropicais poderiam apresentar melhor capacidade de producdo de enzimas e metabolitos
favorecendo o ambiente ruminal e consequentemente a producéo dos ovinos.

A levedura do género Rhodotorulla foi predominante apds a digestdo acida,
indicando a sobrevivéncia e permanéncia dessas leveduras na fermentacdo in vitro do
fluido ruminal incubado juntamente com o feno de U. decumbens. Esta levedura poderia
ser utilizada como probidtico, pois apresenta parametros para o enquadramento de um

produto probidtico que sobreviveria ao pH do abomaso (Anvisa, 2008).
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Conclusao
A adicdo da cepa 0166 (Rhodotorula mucilaginosa), proveniente do trato
digestorio de ovino, apresenta potencial promissor para elaboracdo de probidtico ou
aditivo microbiano para dietas de ovinos criados em pastagens tropicais.

Os sacos F57 Ankon e o TNT podem interferir na DIVMS e DIVFDN. O saco
TNT devido a sua estrutura de porosidade que possibilita perdas de particulas.
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