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RESUMO

Fungos provenientes do ambiente ruminal podem representar potencial promissor para degradar componentes
fibrosos vegetais. Nesta pesquisa, objetivou-se avaliar os efeitos de diferentes niveis de inclusédo da torta de macauba
(TM) na dieta de cordeiros, sobre a populagéo de fungos aerébicos do rumen. Vinte e quatro cordeiros Santa Inés
foram distribuidos em um delineamento de blocos casualizados, com quatro tratamentos e seis repetigbes. Os trata-
mentos foram 0, 100, 200 e 300 g/kg da TM. Aliquotas de 100 pL de liquido ruminal foram inoculadas em placas
estéreis contendo o meio de cultura agar Sabouraud. As placas foram incubadas e foi realizado 0 monitoramento do
crescimento de colbnias fungicas por até sete dias. Realizou-se a identificagdo dos fungos micelianos por microcul-
tivo de 45 isolados. O aumento dos niveis de inclusdo da TM na dieta resultou em aumento linear na concentragao
de fungos micelianos (P<0,01) e diminui¢&o linear na concentracao de fungos leveduriformes (P<0,01). Verificou-se
maior diversidade de géneros de fungos micelianos em cordeiros alimentados com menores niveis de incluséo da
TM na dieta. O género mais frequente nas dietas com inclusao de 200 e 300 g/kg da TM foi o Aspergillus, o qual
poderia ter contribuido com a degradacgéo das fibras presentes na TM.

Palavras-chave: Acrocomia aculeata, macauba, micobiota, ovinos, parametros ruminais.

Population of ruminal aerobic fungi in lambs fed with macauba meal

ABSTRACT

Fungi from the ruminal environment could present promising potential to degrade plant fibrous components. The
objective in this study was to evaluate the effects of the levels of macauba meal (MM) in the diet of lambs, on the
population of aerobic rumen fungi. Twenty-four Santa Inés lambs were distributed in a randomized block design
with four treatments and six replications. The treatments were 0, 100, 200 and 300 g/kg of TM. Aliquots of 100 yL
of ruminal fluid were inoculated into the sterile plates containing agar Sabouraud medium. The growth colonies
were monitored for seven days and the identification of mycelial fungi was performed by microculture of 45 isolates
from rumen fluid. Increased levels of MM in the diet resulted in higher (P<0.01) concentration of mycelial fungi and
reduction (P<0.01) of the yeast population. Higher genera diversity of mycelial fungi from lambs fed with lower
levels of MM was observed. The most frequent genus for 200 and 300 g/kg inclusions was Aspergillus that could
be contributing to fiber digestibility of the MM.
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Poblacion de hongos aerébicos ruminales en corderos alimentados con
torta de macauba

RESUMEN

Los hongos del ambiente ruminal podrian presentar un potencial prometedor para degradar los componentes
fibrosos de las plantas. El objetivo en este estudio fue evaluar los efectos de la inclusién de varios niveles de
harina de macauba (HM) en la dieta de corderos sobre la poblacion de hongos ruminales aerdbicos. Veinticuatro
corderos Santa Inés fueron distribuidos en un disefio de bloques al azar, a cuatro tratamientos y seis repeticiones.
Los tratamientos fueron 0, 100, 200 y 300 g/kg de HM. Se inocularon alicuotas de 100 pl de fluido ruminal en
placas estériles que contenian medio Sabouraud. El crecimiento de las colonias de hongos se monitoreé durante
siete dias y la identificacion de hongos filamentosos se realiz6 mediante microcultivo de 45 aislados. Los niveles
incrementales de HM en la dieta promovieron una concentracion mas alta (P<0,01) de hongos miceliales y redu-
cida poblacién de levaduras (P<0,01). Se observé una mayor diversidad de géneros de hongos miceliales en
corderos alimentados con menores niveles de inclusion de HM. El género mas frecuente en los niveles de 200 y
300 g/kg fue Aspergillus spp. que podria estar contribuyendo con la digestibilidad de la fibra de HM.

Palabras clave: Acrocomia aculeata, macauba, micobiota, pardmetros ruminales, ovejas,

INTRODUGAO representado por 19,2 % de extrato etéreo (EE),
de acordo com dados relatados por dos Santos
et al. (2015, 2017). Com base no acima, obje-
tivou-se com esta pesquisa avaliar o efeito do
fornecimento desse coproduto sobre a popu-
lacdo de fungos micelianos e leveduriformes do

A microbiota ruminal é principalmente constituida
por bactérias (10'°/mL), protozoarios ciliados (108/
mL), fungos anaerdbios (108/mL), os quais inte-
ragem entre si de diversas formas (Russel et al.
2001, Kamra 2005). Dentre esses microrganismos,

os fungos autdctones do rimen assumem papel rimen de ovinos.
relevante por serem pioneiros na colonizagao
dos tecidos vegetais, propiciando com que outros MATERIAIS E METODOS

microrganismos utilizem os carboidratos soluveis
presentes internamente a parede celular (Wang et
al. 2017). Pesquisas tém demonstrado a presenca
de fungos micelianos e leveduriformes no rimen

O Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais aprovou os
procedimentos utilizados com os animais (Protocolo:

com potencial biotecnoldgico, sendo o cresci- 87/2008).

mento desses microrganismos dependentes de Utilizou-se 24 cordeiros Santa Inés, com idade
fatores intrinsecos e extrinsecos aos animais, média de cinco meses e peso corporal de 23,9
como a categoria animal e o alimento fornecido + 0,6 kg, os quais foram distribuidos em um deli-
(Abrao et al. 2014). neamento de blocos casualizados, com quatro
A torta da macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) tratamentos e seis repetices. Os tratamentos
Lodd. Ex Mart.), & um residuo da extracdo do consistiram em dietas contendo 0, 100, 200
6leo da polpa do coco, que pode ser utilizado e 300 g/kg da TM na matéria seca. O periodo
na alimentagao de ruminantes (de Azevedo et al. experimental foi de 70 dias, sendo os 10 dias
2012; de Azevedo et al. 2013b). Nao obstante, iniciais para adaptacao dos animais. No inicio do
este coproduto pode alterar a microbiota ruminal, periodo de adaptagao os animais foram alojados
devido aos teores elevados de carboidratos fibrosos individualmente em baias de 1,0 x 1,0 m, identi-
na torta de macauba, representado por 49,4 % de ficados, tratados com antihelmintico (Aldazol 10
fibra em detergente acido (FDA) e 72% de fibra CO®laboratério Vallée SA, Montes Claros, Minas
em detergente neutro (FDN, além de lipideos, Gerais, Brazil), e imunizados para clostridiose
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(POLI-R® laboratério Vallée SA, Montes Claros,
Minas Gerais, Brazil).

Durante o periodo experimental a alimentacao
foi fornecida duas vezes ao dia, em horarios
preestabelecidos as sete e as 17 horas, ajus-
tada de forma a manter as sobras em 20 % do
oferecido. A tabela 1 mostra a composicao das
dietas experimentais; elas foram isonitrogenadas
e formuladas de acordo com as recomendacodes
do NRC (2007).

Ao final do periodo experimento, os borregos
foram submetidos a jejum de sélidos por 12 horas
e abatidos por sangria apdés concussao cerebral
em frigorifico com inspecao municipal. Apds o
abate foram coletadas amostras de liquido ruminal
de cada cordeiro, por incisdo do saco ventral do
ramen.

Coletou-se aproximadamente 15 mL de fluido
ruminal, com auxilio de pipetas estéreis. As amos-
tras foram armazenadas em tubos de ensaio e
transportadas em caixas isotérmicas, a 4°C para
o laboratério. Foram conduzidas analises fisico-
-quimicas como cor, odor, viscosidade e tempo
de reducdo do azul de metileno (PRAM) na

concentracao 0,03 % (Dirksen 1993). Mensurou-se
o pH do liquido ruminal com uso de potenciémetro
digital, imediatamente apds a coleta.

As variaveis avaliadas foram contagem de unidade
formadora de col6nias (UFC), no perfil da popu-
lagdo fungica miceliana e nas caracteristicas
do liquido ruminal. Para os cultivos micolo-
gicos, transferiu-se aliquotas de 1000 uL para
tubos contendo 9,0 mL de solug&o salina estéril,
para preparar diluicdes decimais seriadas até a
diluicao 10-8 (de Almeida et al. 2012). Inoculou-se
aliquotas de 100 pyL em placas estéreis contendo
0 meio de cultura agar Sabouraud acrescido de
cloranfenicol (150 mg/L). Os regentes desse meio
foram solubilizados em agua destilada estéril e
esterilizados em autoclave a 121°C durante 15
minutos.

A incubagao foi realizada a 39°C e monitorou-se
o crescimento de colbnias fungicas por até sete
dias (Lacaz et al. 2002). Apds esse periodo as
colénias foram quantificadas em um contador de
colénias e aquelas predominantes foram reiso-
ladas em tubos contendo 0 mesmo meio de
cultura. Realizou-se a técnica de microcultivo de

Tabela 1. Composi¢ao percentual e quimica bromatolégica das dietas experimentais

Ingredientes

Niveis (g/kg) da TM na dieta

0 100 200 300
Silagem de Sorgo (g/kg de MS) 300,0 300,0 300,0 300,0
Farelo de Soja (g/kg de MS) 149,8 153,0 156,1 159,3
Milho (g/kg de MS) 486,5 384,0 281,4 178,9
Carocgo de Algodao (g/kg de MS) 50,0 50,0 50,0 50,0
Torta de Macauba (g/kg de MS) 0,00 100,0 200,0 300,0
Fosfato Bicalcico (g/kg de MS) 3,3 3,3 3,4 3,4
Calcario (g/kg de MS) 7.4 6,7 6,1 5,4
Sal Comum (g/kg de MS) 2,8 2,8 2,8 2,8
Premix Mineral (g/kg de MS) 0,2 0,2 0,2 0,2
Matéria seca (g/kg) 729,2 739,4 743,0 748,0
Proteina bruta (g/kg da MS) 150,1 158,8 158,1 157,4
Extrato etéreo (g/kg da MS) 39,0 49,5 62,0 67,9
Fibra em detergente neutro (g/kg da MS) 320,9 363,5 408,8 431,7
Fibra em detergente acido (g/kg da MS) 167,5 203,3 249,6 272,3
Carboidratos totais (g/kg da MS) 768,1 7449 728,0 716,1
Carboidratos nao fibrosos (g/kg da MS) 4472 381,4 319,2 284.4
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45 isolados provenientes do fluido ruminal dos
cordeiros para a identificacdo dos fungos mice-
lianos e as caracteristicas micromorfoldgicas
foram evidenciadas a luz do microscopio optico
com objetivas de 10 e 40X (Lacaz et al. 2002).
Os fungos foram identificados de acordo com
as caracteristicas descritas em de Hoog et al.
(2000) e Lacaz et al. (2002).

Os dados foram analisados de acordo com o proce-
dimento GLM do SAS (versédo 9.1; SAS Institute
Inc., Cary, Carolina do Norte, EUA). Os dados de
contagem de UFC foram analisados apds transfor-
magao logaritmica (log,,) e, em seguida a analise
de regressao foi utilizada para as variaveis de
contagem de UFC e de caracteristicas do liquido
ruminal. Para a analise do perfil da populacao
de fungos micelianos, os valores absolutos dos
géneros identificados foram comparados, utilizan-
do-se o teste do Qui-quadrado com nivel de signi-
ficancia de 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A inclusdo da TM nas dietas alterou as caracte-
risticas fisicas do fluido ruminal. A caracteristica
viscosidade foi a mais influenciada, os animais
alimentados com TM apresentaram fluido ruminal

aquoso, enquanto a maioria dos cordeiros rece-
bendo a dieta controle apresentou fluido ruminal
espesso. Entretanto, ndo foram observadas altera-
¢bes nos valores médios de potencial de redugao
do azul de metileno (PRAM) e de pH com ainclusao
de TM (Tabela 2). Dessa forma, esse coproduto
nao estaria comprometendo atividade da micro-
biota ruminal ao considerar esses parametros.

Os valores de PRAM verificados nesta pesquisa
foram semelhantes aos descritos por Dirksen
(1993), que em caso de atividade ruminal muito
ativa, o azul de metileno é reduzido em até trés
minutos. Os valores de pH estiveram sempre
acima de 6,5 indicando que o ambiente ruminal
permaneceu favoravel ao desenvolvimento dos
microrganismos responsaveis pela degradagao
de carboidratos fibrosos.

Os géneros Aspergillus e Rhizophus foram isolados
nos quatros tratamentos (Tabela 2). Sendo que o
género Rhizophus predominou nos tratamentos
sem inclusdo de TM e com 100 g/kg desse copro-
duto na dieta, correspondendo a 33,3 % dos fungos
micelianos identificados. Por outro lado, com a
inclusdo de 200 e 300 g/kg da TM na dieta, o
género mais frequente passou a ser o Aspergillus,
correspondendo a 50,0 % e 40,0 % dos fungos

Tabela 2. Efeito da inclusdo da torta de macauba (TM) na dieta sobre as caracteristicas quimicas,
unidades formadoras de colbnias (UFC x 10°® mL") e proporcao (%) de géneros de fungos
micelianos no conteddo ruminal de ovinos alimentados com diferentes niveis de torta de

macauba (TM).

Niveis (g/kg) da TM na dieta EPM valor de p
0 100 200 300 Linear Quad
pH 6,5 6,5 6,6 6,6 0,192 0,38 0,76
PRAM', minutos 2,2 1,9 0,4 1,5 0,049 0,17 0,31
UFC (x 106 mL™")
Fungos leveduriformes 19 25 6 4 0,118  <0,01 0,84
Fungos micelianos 5 9 11 23 0,105 <0,01 0,21
Géneros de fungos micelianos (%)
Aspergillus 11,1 22,2 50,00 40,0*
Rhizophus 33,3* 33,3* 33,3 26,7
Trichophyton 22,2 22,2 - 13,3
Paecilomyces 11,1 - 16,7 20,0
Scedosporium 11,1 11,1 - -
Scopulariopsis 11,1 11,1 - -
Total identificado? 9 9 12 15

"Potencial de redugdo do azul de metileno.

2Numero total de fungos micelianos identificados por grupo de tratamento.
*Géneros mais frequentes, teste do Qui-quadrado com P<0,05.
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micelianos encontrados, respectivamente. Esse
ultimo género poderia ter papel favoravel na degra-
dacao das fibras presentes na TM, pois pesquisas
tem demonstrado intensa atividade celulolitica para
esse fungo (Oyelek e Okusanmi 2008, de Almeida
et al. 2014).

Constatou-se a presengca de leveduras e
fungos micelianos para amostras de todos os
animais avaliados. A concentragao de leveduras
decresceu linearmente (P<0,01) com os niveis de
inclusao da TM (Tabela 2). Os menores numeros
de colbnias leveduriformes com a inclusédo do
coproduto podem estar associados a menor
ingestdo de carboidratos néo fibrosos (CNF)
e ao maior consumo de extrato etéreo (EE) (de
Azevedo et al. 2012), uma vez que a caréncia de
carboidratos soluveis resulta em diminui¢ao signi-
ficativa na quantidade de leveduras e a suple-
mentacéo lipidica em excesso poderia ocasionar
efeitos deletérios sobre o crescimento da micro-
biota ruminal (de Almeida et al. 2012, Messana et
al. 2012).

A concentragéo de fungos micelianos apresentou
crescimento linear (P<0,01) com o aumento dos
niveis de inclusdo da TM. Esse crescimento pode
ser atribuido ao aumento do consumo de fibra
em detergente neutro (de Azevedo et al. 2012),
os fungos micelianos podem produzir enzimas
que degradam celulose e hemicelulose (Oyeleke
e Okusanmi 2008), podendo, portanto, utilizar
carboidratos fibrosos como fonte de energia
para o crescimento. Em pesquisas anteriores (de
Azevedo et al. 2012, 2013a, 2013b; dos Santos
et al. 2015, 2017), constatou-se que os teores
de fibra em detergente neutro (hemicelulose,
celulose e lignina) na torta de macauba foram
altos, variando de 62,08 a 72,03 %, o0 que prova-
velmente contribuiu para o aumento da concen-
tracao de fungos micelianos.

Foram identificados 45 isolados de fungos mice-
lianos utilizando-se a técnica de microcultivo.
Verificou-se maior diversidade de géneros entre
os isolados provenientes de cordeiros alimen-
tados com menores niveis (0 e 100 g/kg) de
inclusdo da TM na dieta. (Tabela 2). Nesses niveis
foram observadas estruturas fungicas tipicas dos
géneros Aspergillus, Rhizophus, Trichophyton,
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Paecilomyces, Scedosporium e Scopulariopsis.
A reducao na diversidade com inclusdo da TM
pode estar relacionada com o aumento na suple-
mentacao lipidica, uma vez que de acordo com
dos Santos et al. (2017), a TM possui um perfil
lipidico de acidos graxos insaturados (1:3,4 satu-
rados:insaturados), que pode ocasionar efeitos
deletérios sobre o crescimento da microbiota.

CONCLUSOES

As alteragdes na populagao de fungos micelianos
e leveduriformes do rumen de ovinos alimentados
com torta de macauba sao reflexo principal-
mente da redugao na disponibilidade ruminal de
carboidratos nao fibrosos e aumento dos carboi-
dratos fibrosos e lipideos. Assim, a inclusdo da
TM na dieta de cordeiros Santa Inés diminui a
diversidade de géneros de fungos micelianos e
a concentragcao de fungos leveduriformes, mas
proporciona aumento na concentracao de fungos
micelianos.
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