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RESUMO

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

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

ABSTRACT

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

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

A digestibilidade ruminal do amido do grdo de milho € limitada pela matriz proteica que é uma
estrutura amorfa com fungéo estrutural do grdo que encapsula os gréanulos de amido (PAES, 2006).
Essa matriz estd presente principalmente no endosperma vitreo dos graos (PAES, 2006) e a sua
degradacdo pode melhorar a velocidade e a extensédo da digestdo do amido (HUMER; ZEBELI,
2017). Em fungdo da matriz proteica, observa-se perdas significativas de amido nas fezes dos animais
submetidos a sistemas de arragoamento de alto grdo (PAULINO et al., 2013). Os fungos do TGl
penetram com seus rizoides na matriz proteica do milho, mas ndo tem ac¢do nos granulos de amido,
enquanto que enzimas amilases extracelulares séo liberadas para a degradagdo destes (PESSOA,
2016).

Apesar dos ganhos comprovados com animais em fase de terminagédo confinados alimentados
com dieta de alto grdo e pouca fibra (BERNARDES et al.,, 2015; PARENTE et al., 2016;
VENTURINI et al., 2016), observa-se que, frequentemente, os mecanismos fisiologicos de
homeostase sdo rompidos, ocorrendo reducdo do pH ruminal, causado pela alteracdo da ecologia
microbiana do rumen. Desse modo, o animal fica mais susceptivel a doencas metabolicas e
infecciosas (DONG et al., 2013; SEDDIK et al., 2019; ZHANG et al., 2019). Contudo, é valido
respaldar que a notavel capacidade de producéo proteica nos ruminantes é dependente do sistema de
pré-estbmagos, o qual alberga complexo ecossistema microbiano (bactérias, protozoarios, fungos e
outros), responsaveis por sinteses das principais fontes energeticas (AGCC) além de serem uma das
principais fontes proteica dos ruminantes (proteina microbiana) (ARCURI; LOPES; CARNEIRO,
2011a).

Dessa forma, evidencia-se a relevancia da utilizacdo de aditivos microbianos na alimentacao de
ruminantes, principalmente daqueles confinados por um periodo mais longo, arragoados com alto teor
de concentrado, tais como os probidticos de carater flngico, que sdo capazes de produzir e liberar
enzimas extracelulares, tais como, a amilase, melhorando a digestibilidade e, consequentemente, o
desempenho animal (ARCURI; LOPES; CARNEIRO, 2011b; VIEIRA et al., 2015; ABRAO et al.,
2017; FABINO NETO et al., 2017).

De acordo com Soares et al. (2010) e Abréo et al. (2018a) fungos para serem usados com
probidtico devem apresentar as seguintes caracteristicas: capazes de sobreviverem as condicdes
ruminais, nao ser patogénicos ou tdxicos, capaz de produzir enzimas digestivas, capazes de se
multiplicarem mantendo uma relacéo de simbiose com as demais popula¢ées microbianas ruminais e
com o proprio hospedeiro e participara dos processos de digestdo e fermentacao ruminal melhorando

assim a utilizacéo dos alimentos.
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Estudos tém sido realizados com objetivo de evidenciar a capacidade de alguns microrganismos
de serem usados como potenciais probioticos. Pesquisa tem mostrado os potenciais dos fungos como
produtores de enzimas capazes de degradar os grénulos de amido, sendo eles os principais
microrganismo usados na producdo de enzima, responsavel por 64%, superior as bactérias, que
respondem por apenas 24% das enzimas produzidas comercialmente (SOARES et al., 2010). Os
fungos isolados do TGI de animais ja sdo adaptados as condi¢Bes ruminais, o0 que pode garantir
maiores respostas como probidticos para ruminantes (ABRAO et al., 2018a).

Objetivou-se isolar e identificar fungos do rimen de ovinos sob dieta de alto grdo, e selecionar

0s géneros com caracteristicas desejaveis para ser usado como probidticas com simulacdo in vitro.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 LOCAL DO ENSAIO DE VIABILIDADE DOS FUNGOS

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

O projeto foi submetido a apreciacdo da Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA) do

Instituto Federal Goiano, com aprovacdo em 20/09/2016 com numero de protocolo 9356170616.

2.2 OBTENCAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

Os microrganismos que foram utilizados neste experimento foram isolados de ovinos
confinados recebendo dieta de alto grdo (sem volumoso), 85% milho, milheto e/ou sorgo e 15% de
nucleo. Os isolados fungicos foram obtidos em trabalhos prévios conduzidos por. Fabino Neto et al.
(2017) e Abrao et al. (2018b) e fazem parte de uma colecdo de fungos estocada no laboratorio de

Microbiologia do Instituto Federal Goiano, Campus Ceres.

2.3 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS OBTIDOS

Trinta isolados fungicos provenientes do rumen de ovinos foram agrupados por morfotipologia
(cor, borda, superficie, fundo, aspecto, etc.) (CALUMBY et al., 2019) e posteriormente, um
representante de cada morfotipo foi identificado até género por técnica de microcultivo, conforme

metodologia descrita por Lacaz et al. (2002).
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24  AVALIACAO DA PRODUCAO DE AMILASE

A habilidade de degradar amido foi usada como critério para determinagcdo da producdo de
enzimas amiloliticas. Foi utilizado meio YNB acrescido de 0,2% de amido solvel, como Unica fonte
de carbono.

Os fungos foram cultivados no centro da placa com meio de cultura, em triplicata. Os cultivos
foram incubados a 37°C, para medicdo do tamanho da colénia, tamanho do halo enzimatico e
verificacdo do indice de atividade enziméatica, em cada um dos tempos de avaliacdo (24, 48 e 72
horas). Ap6s a medicdo do tamanho da colénia, foi adicionado corante Vermelho Congo em cada um
desses tempos, para medicao da zona clara ao redor da colénia (correspondente ao halo de degradacao
enzimatico pela acdo da amilase). Todas as medi¢cdes foram realizadas com o auxilio de paquimetro.
O restante do meio (ndo degradado) permaneceu corado de vermelho (HANKIN; ANAGNOSTAKIS,
1975).

25  AVALIACAO DA PRODUCAO DE MICOTOXINAS

Para avaliagéo da producdo de micotoxinas, foi utilizado o método descrito por Saito e Machida
(1999), que faz uso do vapor de aménia para identificacdo de cepas produtoras e ndo produtoras. Os
fungos (em triplicata) foram cultivados em placa de Petri com agar BDA, incubados a 37°C por 120
horas e depois foi adicionado dois mL de hidroxido de amdnio nas tampas das placas. Em seguida,
as placas com os fungos foram vedadas e incubadas novamente por mais 24 horas, e posteriormente
foram feitas as leituras da coloracéo da base das col6nias crescidas. De acordo com Baptista; Horii;
Baptista, 2004) fungos produtores de micotoxina apresentam mudancas na colora¢do no verso da

colénia apds adicdo da aménia.

2.6 TOLERANCIA AOS ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA DO RUMEN

Dez mL de uma mistura constituida por acidos acético, propibnico e butirico foram adicionados
a 990 mL de caldo composto por 3,5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de peptona e 10 g/L de uma
forma de glicose. A concentracao final de AGCC no meio foi de 101,4; 31,4 e 23,4 mmol/L de acidos
acetico, propibnico e butirico (propor¢do de 65:20:15), respectivamente. Um mL de cada isolado
testado foi adicionado a 9 mL da mistura descrita anteriormente e, incubados a 39°C, em jarras de
anaerobiose por 24 h, em triplicata (NOORAEE et al., 2010). Também foi testada a proporc¢édo
50:40:10 dos respectivos acidos; sendo esta comumente encontrada no rimen de animais arracoados
com alto concentrado. Ap6s o periodo de incubacédo foi realizada a recuperacéo e identificacdo dos

in6culos.
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2.7 ENSAIO DE VIABILIDADE FUNGICA NO FLUIDO RUMINAL

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

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

confirmatoria.

2.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Solugdes padronizadas de esporos dos fungos viaveis foram adicionadas aos frascos de
penicilina acrescidos de fluido ruminal autoclavado ou ndo com graos de milho inteiro. A capacidade
de colonizacdo sobre o grdo foi evidenciada por microscopia eletronica conforme metodologia
descrita por Lempp (1997). As imagens geradas foram registradas digitalmente com diferenca de

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

29  ANALISES ESTATISTICAS

Foram utilizados testes ndo-paramétricos, sendo Qui-Quadrado para taxas de detecgéo,
Wilcoxon para analises de comparacdo de dois grupos, Friedman ou Kruscall-Wallis para dados de
quantificacdo (ARNHOLD, 2013; R CORE TEAM, 2015). Foram realizadas analises descritivas das

caracteristicas sensoriais do fluido ruminal (cor, odor, viscosidade e PRAM).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1  ISOLADOS FUNGICOS

Dos 30 isolados fungicos selecionados e identificados, 21 foram do género Aspergillus spp.,
seis do género Rhizopus spp. e trés Rhizomucor spp., os quais foram avaliados quanto ao seu potencial
probidtico. Abrdo et al. (2015) comparando as caracteristicas fisico-quimicas e a populacéo fungica
do conteudo ruminal de novilhos em pastejo de capim Brachiaria spp. com novilhos confinados sob
dieta de alto grdo com milho e ndcleo (85:15) observaram a predominancia dos fungos do género

Aspergillus spp. tanto para animais em pastejo quanto para confinados. Flipphi et al. (2009)
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justificaram a predominancia desse género por ser versatil e eficiente em catabolizar diferentes fontes
de carboidratos soluveis, assim como, polimeros complexos.

Os fungos do género Rhizopus spp. sdo considerados pela FAOSTAT (2016) seguros para uso
alimentar (MIYAOKA, 2012). De acordo com Miyaoka (2012), fungos do género Rhizopus spp. séo
capazes de se desenvolver em diferentes substratos. Esse género de fungo € largamente utilizado na
Asia para produzir produtos alimenticios e compostos fenélicos (RANDHIR; SHETTY, 2007).

Bernardes et al. (2014) avaliaram a capacidade do fungo da espécie Rhizomucor miehei em
produzir a-amilase sobre diferentes tipos de substrato (quirera de arroz, quirera de milho e farelo de
sorgo), e evidenciaram o potencial desse fungo para a producdo de a-amilase a partir de subproduto
agroindustrial em tempo de incubacdo de 48h, para pH entre 4,0 a 5,0 e temperatura de até 70°C.

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

provaveis potenciais probioticos a serem usados na dieta de alto gréo para ruminantes.

3.2  PRODUCAO DE AMILASE

Todos os isolados foram capazes de degradar amido, demonstrando que todas as cepas
avaliadas possuem relevante atividade amilolitica (P>0,05). Como era esperado, o didmetro medio
da colénia (DMC) teve aumento gradativo, conforme o passar do tempo, diferindo entre si pelo teste
de Friedman a 1% de significancia. No periodo correspondente a 72 horas, observou-se o maior
tamanho relativo das col6nias. O mesmo pode ser verificado para o halo de degradacdo do amido
(DMH), que também diferiu estaticamente entre si (P<0,01) (Tabela 1). O halo cresce em propor¢éo

maior quando comparado com o crescimento da coldnia de forma proporcional.

TABELA 1 - Didmetro médio da colénia (DMC), didmetro médio do halo de degradacdo do amido (DMH) e indice de
atividade enzimético (IAE), em trés diferentes periodos de incubagéo.

Tempo de observacao

Variaveis 24 horas 48 horas 72 horas
DMC, mm 0,374¢ 1,426P 3,2852
DMH, mm 0,751¢ 3,096P 5,7042

IAE 2,1692 2,320? 1,980°

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

Contudo, para o indice de atividade enzimatica (IAE), que mede a relagio DMH/DMC, nédo
houve diferenca significativa entre os tempos testados. Ndo obstante, a sua ocorréncia se da desta

maneira porque conforme o halo de degradacdo da amilase aumenta, o tamanho da col6nia também
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aumenta, fazendo com que o indice de atividade enziméatica se mantenha equivalente nos trés periodos
de visualizacdo. Soares et al. (2010), também verificaram que os indices enzimaticos para a amilase,
medidos pela mesma relagéo, também ndo diferiram entre si com e sem refrigeragdo, ao se utilizar
um meio completo e BDA, com e sem celulose.

Segundo Lealem e Gashe (1994), a habilidade do microrganismo em degradar o amido é
estabelecida pelo indice de atividade enzimatica, recomendando que o0 mesmo seja igual ou superior
a dois para que a habilidade em degradar o amido seja considerada boa. Mesmo ndo havendo
diferenca significativamente estatistica entre os IAE nos trés periodos de incubacdo, € possivel
observar que apos as primeiras 48 horas, o poder de degradacdo do amido dos indculos diminuiu. No
entanto isso ndo reflete uma menor habilidade na producdo de amilase, e sim um crescimento
proporcional de colonias e halos de degradacao, o que leva a IAE’s proximos a dois. Dessa forma

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

3.3 PRODU(;AO DE MICOTOXINAS, VIABILIDADE FUNGICA NO FLUIDO RUMINAL,
TOLERANCIA AOS AGCC E HABILIDADE MECANICA SOBRE GRAO DE MILHO (MEV)

Para os 30 inoculos estudados no experimento, 19 séo produtores de micotoxina, representando
um percentual de 63,33%. Estes, inicialmente, ndo sdo recomendados para compor um probidtico,
pois as micotoxinas produzidas pelos mesmos podem causar efeitos indesejaveis ao metabolismo
animal. Segundo Maziero e Bersot (2010), as micotoxinas sdao metabodlitos secundarios produzidos
por fungos filamentosos, com baixo peso molecular, que apresentam efeito toxico para os animais,
plantas e outros microrganismos.

Abrdo et al. (2018a) avaliando inocuidade micotoxicoldgica de algumas espécies do género
Aspergillus ssp., sob as condi¢des dos seus estudos, confirmaram que as espécies investigadas nao
produziram aflotoxinas, sendo estas um tipo de micotoxina comumente produzida pelo A. flavus. No
entanto, estudos tém mostrado que outras espécies como o Aspergillus niger, além de outros géneros,
como Fusarium solani, Penicillium fumiculosum e P. rubrum podem ser capazes de realizar acGes
opostas impedido o crescimento do A. flavus, em meio de cultura combinado. Ja Baptista; Horii;
Baptista (2004) em seus achados observaram que os fungos Rhizopus stolonifer, R. oryzae,
Saccharomyces cerevisae e Brevibacterum linens podem inibir o desenvolvimento do A. flavus.
Sendo esse relato importante, pois um dos fungos investigados nesse estudo € o Aspergillus terreus,
que pode auxiliar no controle de outros fungos indesejaveis produtores de micotoxinas. Farag et al.
(2016) confirmaram que a enzima quitinase purificada produzida por Aspergillus terreus inibiu o
crescimento de A. niger, A. oryzae, Penicillum oxysporium, Rhizocotonia solani, Candida albincas e

Fusarium solani, ndo apresentando efeito inibitorio para o crescimento do fungo Rhizopus oryzae.
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Esses mesmos autores verificaram a acdo antibacteriana contra bactérias patogénicas como
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi e Pseudomonas aeruginosa, porém ndo apresentou
atividade antibacteriana contra Escherichia coli.

Das oito cepas que ndo produziram micotoxinas, todas sobreviveram as condi¢des do fluido
ruminal diante da comunidade autoctone existente no rimen de animais submetidos a dieta de alto
gréo, em todos os tempos de incubacdo. A capacidade do fungo sobreviver mantendo uma relacéo
simbidtica com demais microrganismos ruminais contribui para a manutencdo de sua comunidade
dentro do ecossistema, estabelecendo assim, equilibrio entres as populagdes microbianas. Segundo
Z&bransky et al. (2016) esse equilibrio da comunidade autdctone do rumen contribui para aumento
na imunidade do hospedeiro melhorando o desempenho.

Abrdo et al. (2018a) verificaram a capacidade do Aspergillus terreus e do Aspergillus fumigatus
em resistir a pressdo da comunidade microbiol6gica do radmen de bovinos sob dieta com fonte de
volumoso, concluindo que devido a essa caracteristica, associada ao potencial celulolitico e a ndo
producdo de microtoxina, esses dois fungos apresentam potenciais para serem utilizados como
probidticos na nutricdo de bovinos alimentados com forragem.

Todos os isolados testados foram viaveis apds incubagdo de 24 h no meio Sabouraud, com as
diferentes concentracdes dos principais acidos graxos volateis do rumen (acético: propibnico:
butirico, nas proporcdes de 65: 20: 15 e 50: 40: 10, respectivamente). Os resultados desse trabalho
corroboram com de Abréo et al. (2018a) que avaliaram a viabilidade do fungo Aspergillus spp. em
trés diferentes propor¢des dos AGCC (65:20:15, 72:20:08 e 50:40:10), em trés tempos de recuperagéo
(0, 24 e 96 h), e verificaram que todos os isolados apresentaram viabilidade ap0s o periodo de
incubacdo nos diferentes tempos. A capacidade dos isolados de tolerar as concentracGes dos AGCC
é importante para confirmar a viabilidade dos fungos em manter a atividade constante na degradacgéo
do gréo.

Um representante de cada um dos géneros Aspergillus spp. e Rhizomucor spp. que se
destacaram na producao de enzimas seguiram para a verificacdo da colonizacdo do grédo de milho sob
microscopia eletrénica de varredura. Nas Figuras 01 e 02 é possivel observar as hifas do micélio e
estrutura reprodutiva formada por centenas de esporos fungicos de duas cepas de interesse. Ainda na
Figura 03, é possivel identificar a capacidade de desenvolvimento dos fungos sobre o milho inteiro e
a habilidade na ruptura da superficie dos graos. Segundo Tortora; Funke; Case (2017), as hifas aéreas
sd0 as responsaveis por sustentar os esporos reprodutivos, 0s quais se encontram numa estrutura
denominada micélio, formada por um conjunto de hifas. Segundo Paixdo et al. (2004), as hifas de

fungos do género Aspergillus spp. sdo septadas e se ramificam dicotomicamente em angulos agudos.
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FIGURA 1 - Hifas com estrutura reprodutiva na extremidade, indicando presenga de conididsporos e inimeros esporos
do género Aspergillus spp. sobre o grdo de milho inteiro, sob aumento de 1500, e distancia.
> . e V3 e
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FIGURA 2 - Hifas e estrutura reprodutivas e esporos caracteristicas do género Rhizomucor spp. sobre grdos de milho
inteiros, sob aumento de 800x, e distancia de 5kv.
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FIGURA 3 - Colonizacdo fungica sobre a superficie do milho, evidenciando um ponto de ruptura e aumento da superficie
exposta, sob aumento de 650 X em microscopia de varredura, e distancia de 5kV.
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Nesse estudo foi possivel observar pelo ensaio in vitro que os fungos anaerébios do rimen de
ovinos selecionados sdo promissores para serem usados como probidticos em dieta de alto grao, como
demonstrado pela acdo enzimatica na degradacdo do amido, verificada pela capacidade de produzir a
enzima amilase, assim como, pela acdo mecanica sobre os gréos de milho, evidenciada nas imagens
de microscopia de varredura. Os géneros de fungos selecionados demonstraram ainda, a néo producéo
de micotoxinas e de serem capazes de sobreviver a pressao da microbiota autoctone do ramen, além

de serem tolerantes aos principais acidos graxos de cadeia curta.
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4 CONCLUSAO
Os fungos Aspergillus terreus e Rhizomucor foram os que se destacaram nas condicfes dessa
pesquisa, apresentando caracteristicas para serem usados como probidticos promissor para ovinos sob

dieta de alto grdo. Contudo, ensaio in vivo faz se necessario para validar esse resultado.
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