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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade da celulase e xilanase de fungos isolados do trato
digestivo de ovinos e os efeitos da suplementagdo com dois fungos selecionados sobre o consumo,
digestibilidade, sintese de proteina microbiana (PM) e balango de nitrogénio em cordeiros. O primeiro
experimento avaliou as atividades da carboximetilcelulase (CMCase) e da xilanase de dois fungos
filamentosos e duas leveduras, que foram cultivados em meio de cultura contendo feno de Urochloa
decumbens. O segundo experimento foi realizado com vinte e um cordeiros mesticos machos Santa
Inés x Dorper, com peso corporal inicial de 18,80 + 0,55 kg, distribuidos em delineamento inteiramente
casualizado com duracdo de 78 dias. As dietas consistiram de 30% de feno de U. decumbens e 70% de
concentrado, suplementado ou ndo com isolados do fungo Trichoderma longibrachiatum (TL B13M2;
30 ml) ou levedura Rhodotorula mucilaginosa (RM O166; 30 ml). No primeiro experimento, a
CMCase e a xilanase de Aspergillus terreus e T. longibrachiatum foram mais ativas e eficientes (P <
0,05) do que as leveduras. No segundo experimento, o consumo de nutrientes, a digestibilidade, a
sintese de MP e a retencdo de nitrogénio corporal ndo foram influenciados (P > 0,05) pela
suplementagdo fingica. A eficiéncia microbiana foi menor (P < 0,05) com o uso de RM O166. A
inclusdo de TL B13M2 mostrou aumento da atividade da CMCase e da xilanase.

Palavras-chave: Carboximetilcelulase. Aditivo microbiano. Eficiéncia microbiana. Probioticos.
Xilanase.
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1 INTRODUCAO

Diante das preocupacdes com a seguranca alimentar e os riscos de resisténcia aos antibioticos
devido a liberacao desses residuos quimicos no meio ambiente e a persisténcia em produtos de origem
animal, ha uma infinidade de alternativas naturais aos antibidticos promotores de crescimento que
produzem efeitos semelhantes no desempenho animal (Eicher et al., 2006; Collier et al., 2010;
Martinez-Vaz et al., 2014; Yamamoto et al., 2014; McCann et al., 2017; Mani et al., 2021). Entre eles
esta a adigdo direta de microrganismos, também conhecidos como microbianos de alimentacgao direta,
explorados como alternativas mais seguras aos antibioticos para melhorar o equilibrio da microbiota
gastrointestinal e melhorar a satude e a produtividade dos ruminantes (Mani et al., 2021). Atualmente,
Saccharomyces cerevisiae € o principal probiotico do mercado, e a maioria dos probioticos nao ¢ do
rimen (Han et al, 2021). No ramen, os microrganismos ingeridos apresentam beneficios e
modificagdes no ecossistema, melhorando as caracteristicas de fermentagdo (Diaz et al., 2014;
Elghandour et al., 2015; Uyeno et al., 2015; McCann et al., 2017; Han et al., 2021; Abrdo et al., 2022).
No entanto, essas estratégias podem variar considerando o ambiente, manejo, idade, caracteristicas da
racdo e finalidade de producao (Elghandour et al., 2015, Liu et al., 2021).

A suplementacdo de fungos pode provocar um "efeito fibrolitico" no rimen, colonizando e
interrompendo fisicamente as fragdes vegetais para aumentar o acesso das superficies das fibras para
bactérias e suas enzimas degradadoras de fibras (Dagar et al., 2011; McCann et al., 2017; Liang et al.,
2020). O desenvolvimento de pesquisas contemplando o uso dietético de fungos filamentosos
autdctones ruminais e linhagens de leveduras, cujo efeito probidtico precisa ser testado, pode fornecer
uma alternativa para enfrentar o desafio de produzir carne de qualidade e de forma sustentavel (Han et
al., 2021; Abrao et al., 2022; Wang et al., 2022). Nesse sentido, as cepas isoladas do trato digestorio
de ovinos, como Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus terreus, Rhodotorula mucilaginosa e
Pichia kudriavzevii apresentam-se como alternativa, destacando-se em testes anteriores dentro do
grupo de pesquisa, quando foi avaliada a degradabilidade in vitro da matéria seca e da fibra em
detergente neutro.

Nas regides tropicais, a estacdo seca ¢ um fator limitante para o fornecimento de forragem com
qualidade nutricional aos animais. As gramineas tropicais na esta¢ao seca reduzem o fornecimento de
nutrientes soliveis no contetido celular e apresentam maior propor¢ao de carboidratos fibrosos
lignificados na parede celular.

A adicdo de fungos e suas enzimas as dietas de ruminantes pode estimular o consumo de matéria
seca, promover o uso de dietas ricas em fibras e melhorar o desempenho desses animais (Mohamed et

al., 2013; Abdelrahman et al., 2016; Lopez-Aguirre et al., 2016; Vallejo et al., 2016; Liang et al., 2020).
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Sabe-se também que, além da populacdo de fungos anaerdbios estritos, fungos anaerobios
facultativos tém sido detectados no ambiente ruminal (Abrao et al., 2014; 2017). Esses fungos ruminais
podem assumir importancia fundamental na degradacao de forrageiras tropicais, produzindo enzimas
com atividade para degradar a celulose (Almeida et al., 2014; Abrao et al., 2017). Estudo prévio
realizado por Freitas et al., (2012), apontou a ocorréncia dos géneros Aspergillus e Trichoderma,
isolados do trato digestivo de cordeiros criados em Megathyrsus maximum, que poderiam ser utilizados
para o desenvolvimento de aditivos microbianos ou probiodticos. A inclusdo das cepas de T.
longibrachiatum e R. muscilaginosa do trato digestério de ovinos mostrou aumento no consumo € no
ganho de peso corporal de cordeiros desmamados alimentados com feno de baixa qualidade (Magago
et al., 2020; Martins Junior et al., 2022).

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade celulolitica e xilanolitica de fungos anaerobios
facultativos isolados do trato digestério de ovinos e analisar os efeitos da suplementagdo com dois
fungos selecionados sobre o consumo, digestibilidade aparente total, sintese de proteina microbiana e

balango de nitrogénio em cordeiros.

2 MATERIAL E METODOS
Todos os procedimentos de cuidado e manejo dos animais foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais sob o Protocolo n° 128/2013, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),

Campus Montes Claros, Minas Gerais, Brasil.

2.1 EXPERIENCIA 1
2.1.1 Isolados fungicos locais avaliados e identificagdo molecular

O experimento 1 foi realizado no Laboratdrio de Fisiologia Animal da Universidade Estadual
do Sudoeste da Bahia, Itapetinga, Bahia, Brasil (15° 15' 19,3" de latitude S e 40° 16' 21,2" de longitude
W). Foram avaliados quatro fungos/leveduras, duas enzimas e quatro tempos de fermentacdo. O fungo
Trichoderma sp. (TL B13M2) foi isolado das fezes, Aspergillus sp. (AT O45M1), Pichia sp. (PK
0151) e Rhodotorula sp. (RM 0166) foram isolados do rumen de ovinos mesticos sadios Santa Inés
x Dorper. Esses animais foram alimentados em pastagens de feno de Megathyrsus maximum ou
Cynodon dactylon e isolados durante o periodo seco do ano.

Fungos e leveduras foram cultivados em agar Sabouraud (Acumedia, Lansing, EUA) por sete
e dois dias, respectivamente, e 0 DNA foi extraido usando glucanase (Glucanex, Ferment Ltd., CH)
em uma extracao de fenol seguida de duas extracdes de fenol/cloroférmio de acordo com Neuhauser

et al. (2009). Para fungos, a regido espacadora interna transcrita (ITS) do rDNA foi amplificada a partir
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do DNA extraido por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) usando os primers ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) de acordo com White et
al. (1990). Além disso, fragmentos do gene que codifica a proteina B-tubulina (B-tub) foram
amplificados usando Bt2a (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTTTC) e Bt2b
(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC) (Glass e Donaldson, 1995), e fragmentos do gene do fator
de alongamento  (EF-la) foram  amplificados usando os  primers EF-728M
(CATYGAGAAGTTCGAGAAGG) e EF2 (GGARGTACCAGTSATCATGTT) (Samson et al.
2014).

As reagdes de PCR, com um volume final de 50 pL, continham 5 pL de tampao 10 X, 5 pL de
25 mM MgCl, 1 pLL de 10 mM dNTPs, 2 puL de cada primer a 10 uM, 2,5 uLL de 20% de DMSO, 2 uL
de 150 ng de DNA, 0,5 pL de Taq DNA polimerase (Sinapse, BR), e 30 uL de H20O ultrapuro. As
amplificacdes foram realizadas com uma desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 min, seguida por 35 ciclos
de desnaturacdo a 94 °C por 1 min, recozimento dos primers ITS a 58 °C por 1 min e 20 s, do primer
B-tub a 55 °C por 1 min e do primer EF-1aa a 57 °C por 1 min, extensdo a 72 °C por 1 min e 30 s,
seguida por uma extensao final a 72 °C por 5 min. Para a purificacdo dos produtos da PCR, 11,25 pL.
de EDTA (125 mmol/L) e 135 pL de etanol absoluto foram adicionados aos tubos contendo a reacao.
A mistura foi incubada por 15 min a 28 °C e depois centrifugada a 20215 x g por 25 min para precipitar
os amplicons. O sobrenadante foi descartado e 120 pL de etanol a 70% (v/v) foram adicionados aos
tubos da microcentrifuga. Esses tubos foram homogeneizados por inversdo, centrifugados a 20215 x
g por 10 min, e o sobrenadante descartado novamente. Apos a evaporacao completa do etanol residual,
o produto foi ressuspenso em 10 pL de 4gua livre de nuclease. Os produtos amplificados foram
quantificados com um NanoDrop (1000ND, ThermoFisher Scientific, EUA), e a concentracdo foi
ajustada para 100 ng/uL para uso em reacdes de sequenciamento.

A reacdo de sequenciamento foi realizada em placas de 96 pocos usando um volume final de
10 uL. 20 ng do produto de amplificacao purificado foram adicionados a reagdo junto com 1,6 uL de
tampdo de reagao, 0,8 uL de BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Mix (AppliedBiosystems®),
1 uL dos mesmos primers de amplificagdo a uma concentragdo de 5 umol/L e agua. A amplificacdo
foi realizada com desnaturagéo a 96 °C por 1 min, seguida de 35 ciclos de desnaturacéo a 96 °C por 15
s, recozimento do primer a 50 °C por 15 s e extensdo a 60 °C por 4 min. Para a precipitacdo da reacdo
de sequenciamento, um volume de 2,5 pL. de EDTA (125 mmol/L) e 30 pL de etanol (95%) foram
adicionados a cada poco. Apos 15 min, a centrifugacdo foi realizada a 2500 x g por 45 min, o
sobrenadante foi descartado ¢ 30 uL. de etanol (70% v/v) foram adicionados a cada pogo. Uma nova

centrifugacdo foi realizada a 2500 x g por 15 min, o sobrenadante foi descartado e a placa permaneceu
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em temperatura ambiente até que o etanol estivesse completamente seco (White et al., 1990). O produto
da purificacédo foi suspenso em formamida Hi-DiTM e sequenciado em um sequenciador ABI Prism
3100 (Applied Biosystems, Foster City, EUA). As sequéncias obtidas foram cortadas quanto a
qualidade usando 0 software Bioedit versao 7.2.5 e Asparargim
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) para excluir regides de baixa qualidade (Phred Score <
20). Para montar os contigs, as sequéncias de nucleotideos obtidas foram editadas e comparadas com
sequéncias depositadas no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando o
programa Blast N (Altschul et al., 1997). Para ser considerado pertencente a uma determinada espécie,
o isolado deveria apresentar 97% de similaridade com outro ja depositado no GenBank (Stackebrandt
etal., 1994).

Para leveduras, as sequéncias de dominio varidvel D1-D2 do gene 28S rRNA foram
amplificadas por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) usando os primers NLI1 (5'-
GCATATCAAAAGGAAGAGTAAGCC-3') e NL4 (5-GGTAAGCTTCCGCTGTCCGG-3'). A
concentracdo de DNA foi ajustada para 100 ng/uL usando um NanoDrop (1000ND, ThermoFisher
Scientific, EUA) para uso em reacGes de sequenciamento. ADYEnamic (Amersham Biosciences,
EUA) foi usado para sequenciamento em um sistema de sequenciamento automatizado Mega-BACE
1000. As sequéncias de rDNA foram analisadas usando BLASTn (v.2.215) do BLAST2.0 no site do
National Center for Biotechnology Information (NCBI). Cepas coespecificas diferiram em ndo mais
do que trés dentro dos 500-600 nucleotideos dos dominios D1/ D2, e isolados com 99% de semelhanca
de sequéncia com as sequéncias depositadas foram considerados da mesma espécie (Kurtzman et al.,
2011).

2.1.2 Forragem utilizada

O feno de Urochloa decumbens (UDH) foi adquirido durante a estacdo seca (mar¢o a outubro).
Foram realizadas andlises em duplicata para determinacdo de matéria seca (MS; método 934.01),
cinzas (metodo 942.05), proteina bruta (CP; método 954.01), extrato etéreo (EE; método 920.39), fibra
em detergente neutro (FDN; método 973.18), fibra em detergente acido (FDA; método 973.18), lignina
(método 973.18), célcio (Ca; método 984.27), fosforo (P; 984.27), potassio (K; método 984.27),
magnésio (Mg; método 984.27), enxofre (S; método 990.28), acucares (carboidratos soluveis em
etanol; 985.29), proteina insolivel em detergente neutro (NDIP; método 973.18), proteina insoltvel
em detergente &cido (ADIP; método 973.18), celulose (Cel; método 991.46) e hemicelulose (Hem;
método 2002-04) de acordo com a Association of Official Analytical Chemists (AOAC). (Tabela 1).
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Os teores de carboidratos ndo fibrosos (CNF) foram calculados de acordo com o modelo
proposto por Hall (2003):

NFC = (100 — %NDF — %CP — %EE — %ash).

Tabela 1. Composicdo quimica do feno de U. decumbens amostrado durante a estacéo seca

Componente U. decumbens (g/kg)

Matéria seca (%) 95.38
Proteina bruta 30.63
PEQUENO DIA 215.68
ADIP 205.92
NDF 822.56
ADF 530.44
Lignina 75.01
AcUcares totais 30.18
Extrato etéreo 10.22
Freixo 58.88

Ca 1.45

P 1.04

K 5.77

Mg 2.02

S 0.64
Celulose 455.36
Hemicelulose 292.21
NFC 84.30

MS = matéria seca; NDIP = Proteina insol(vel em detergente neutro; ADIP = Proteina insollvel em detergente acido; FDN
= Fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido; Ca = Calcio; P = Fdsforo; K = Potassio; mg = magnésio;
S = Enxofre; NFC = carboidratos nao fibrosos.

2.1.3 Fermentacgdo

Os fungos selecionados Trichoderma sp. (TL B13M2), Aspergillus sp. (AT O45M1), Pichia
sp. (PK 0O151) e Rhodotorula sp. (RM 0166) foram cultivados em agar-batata-dextrose (Acumedia,
Lansing, MI) com cloranfenicol (150 mg/L) durante sete dias a 37°C. As culturas esporuladas de
fungos miceliais e células de levedura foram suspensas em solucédo tween 80 a 0,01%, onde o0 nimero
de esporos ou células em suspensdo foi contado por meio de cAmara de Neubauer com auxilio de
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 aménio, 0,1% de fosfato de potassio monobasico, 0,05% de sulfato de magneésio
heptahidratado e 1% de fonte de carbono (UDH moido em moinho Wiley e padronizado em 1 mm)
adicionado ao in6culo contendo aproximadamente 107 unidades formadoras de colénias (UFC)/mL.

As fermentagdes submersas foram realizadas a 39 °C em uma incubadora de CO2 (Forma
Direct Heat 311, Thermo Fisher Scientific, EUA), as 24, 48, 72 e 96 h. O pH do meio foi medido antes

e apds a incubacdo com o auxilio de um potencidmetro digital (Q440BC, Quimis, BR). Apds o
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processo de fermentacéo, o extrato enzimético foi coletado e centrifugado a 11000 x g (Himac CF
16RX II, Hitachi, JP) por 30 minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi utilizado como fonte de enzimas
microbianas.

Determinou-se a biomassa fungica com base na massa seca, que foi obtida ap6s o processo de
filtracdo no caldo (extrato enzimatico) e lavagem em &gua corrente, seguida de secagem em estufa
circulante (TE-394/3, Tecnal, BR) por quatro dias a 55 °C até que tenham peso constante. Para a massa
seca das leveduras, ap0s a obtencdo do extrato enzimatico com centrifugacdo a 11000 x g, a fase
liquida foi descartada, e as leveduras foram transferidas para cadinhos e seguidas de secagem em estufa

de circulacdo (TE-394/3, Tecnal, BR) por quatro dias a 55 °C até que tenham peso constante.

2.1.4 Determinacdo das actividades enzimaticas

A carboximetilcelulase (CMCase) foi determinada de acordo com a metodologia adaptada de
Ghose (1987) modificada por Siqueira et al. (2020). Uma solucdo de carboximetilcelulose 1% (m/v)
(Vetec, BR) foi utilizada como substrato na dosagem de CMCase. Para a reagdo, 0,5 mL de solucéo
de substrato de carboximetilcelulose a 1% (m/v), 0,5 mL de extrato enziméatico e 1 mL de tampéo
fosfato de sodio (0,1 mol/L; pH 6,8). A reacdo foi incubada a 39 °C por 60 min e a quantificacdo de
acucares redutores foi estimada de acordo com a metodologia de Miller (1959) modificada por
Gongalves et al. (2010).

Para medir a atividade da xilanase, foi preparada uma mistura contendo 1 mL de tampdo fosfato
(0,12 mol/L; pH 6,8), 0,5 mL de sobrenadante e 0,5 mL de xilana (D-Xylana, Vetec, BR) (0,25%). A
reacdo foi incubada por 15 min, a 39 °C e a quantificacdo dos agucares redutores foi estimada de acordo
com a metodologia adaptada de Miller (1959) modificada por Gongalves et al. (2010).

Todas as amostras foram testadas em triplicata e 1 mL de misturas foram removidos para
determinacédo de AcUcares Redutores Totais (ATR) e colocados em tubos de ensaio juntamente com 1
mL de DNS. Os tubos foram agitados e aquecidos em banho-maria a 96 °C por cinco min. Em seguida,
0s tubos foram resfriados em banho de gelo por cinco minutos, adicionando-se 16 mL de tartarato
duplo de potéassio e sddio. Os brancos de cada leitura foram realizados com os extratos enzimaticos
avaliados sem a adicdo dos respectivos carboidratos a serem degradados. A leitura da absorbancia foi
realizada em um espectrofotometro (UV-M51, Bel Engineering, IT) a 540 nm, 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 pmol) de glicose ou
xilose mililitro por minuto (U / mL), nas condigdes descritas (Miller, 1959; Ghose, 1987). Os célculos

de produtividade foram realizados por meio da formula:
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U = Absmeans x (1/g) x (1/t) x (1/Vi) x 103 x Vf

Onde:
U = unidade de atividade;
Abs = absorvancia;
€ = absortividade da glicose ou da xilose: a x W (a = coeficiente obtido a partir da linha-padrdo
glicose e xilose, W = massa molecular da glicose ou da xilose);
t = tempo de reacao;
103 = transformag¢ao de mg em pg;
Vi = tamanho do extracto enzimatico;

VT = dimensao final da reaccéo.

2.2 EXPERIMENTO 2
2.2.1 Dietas locais, animais e experimentais

O experimento 2 foi realizado no municipio de Montes Claros, norte de Minas Gerais (16° 44"
13" de latitude S e 43° 51' 53" de longitude oeste), clima tropical umido com verdo seco. O periodo
experimental foi de 12 dias para adaptacéo as dietas e baias e 63 dias para coleta de dados.

Foram avaliados vinte e um ovinos machos Santa Inés x Dorper, com quatro meses de idade,
com peso corporal inicial de 18,80 + 2,34 kg. Foram distribuidas em delineamento inteiramente
casualizado, com trés dietas e sete repeticdes. As dietas experimentais consistiram em uma dieta
padrdo, suplementada com a cepa fungo/levedura ou sem aditivo probiético (controle). No momento
da alimentacdo, um grupo de animais foi suplementado com 30 mL do meio de cultura contendo 109
UFC/mL da cepa R. mucilaginosa (levedura; RM 0166) ou 30 mL do meio de cultura contendo 107
UFC/mL da cepa T. longibrachiatum (fungo; TL B13M2). Estes foram misturados com 100 g do
concentrado, o que permitiu a ingestdo total do suplemento. Os cordeiros do grupo controle receberam
0 mesmo meio de cultura sem as cepas fungicas. A agua foi fornecida ad libitum aos animais em
bebedouro individual. Os aditivos microbianos foram isolados do trato digestivo (fezes) e rimen
(liquido) de ovinos criados em pastagens de feno de Megathyrsus maximum ou Cynodon dactylon,
conforme relatado por Freitas et al. (2012) e Martins Junior et al. (2022).

Apos identificacdo e pesagem, os cordeiros foram tratados com ivermectina a 1% e vacinados
contra clostridiose. Os animais foram alojados em baias individuais medindo 1,20 m de largura, 2 m
de comprimento e 1,30 m de altura, equipados com baldes para agua e comedouros.

Para a formulagdo das dietas, os alimentos foram analisados pelos métodos descritos no

experimento 1, de acordo com a Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e balanceados
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para um ganho de 200 g/dia de acordo com o National Research Council (NRC, 2007). O UDH foi
utilizado como volumoso (30% MS na dieta) e o concentrado (70% MS na dieta) consistiu de milho

moido e farelo de soja, conforme detalhado na Tabela 2.

Tabela 2. Composi¢do quimica dos ingredientes e da dieta experimental contendo feno de U. decumbens

Ingredientes DM% % de EE% %de | %de | FDN% | TDN%?!
oM NFC CP

Milho 89.0 98.8 7.9 63.2 9.0 16.5 83.2

Farelo de soja 88.8 93.6 1.8 30.0 46.0 15.5 80.7
Ureia + AS 100 - - - 277.0 - -
Minerais 100 - - - - - -

Feno de U. decumbens 95.4 94.1 1.0 8.4 3.1 82.3 30.9

% de inclusdo, matéria seca

Milho 59.1 58.4 4.7 37.3 5.3 9.8 49.2

Farelo de soja 8.3 7.8 0.1 2.5 3.8 1.3 6.7
Ureia + AS 0.5 - - - 1.4 - -
Minerais 2.0 - - - - - -

Feno de U. decumbens 30.0 28.2 9.3 2.5 3.1 24.7 0.9

Dieta total 100 94.4 14.1 42.4 11.4 35.8 65.2

AS =sulfato de amonio; MS = matéria seca; EE = Extrato etéreo; NDT = Nutrientes digestiveis totais; PB = Proteina bruta;
FDN = Fibraem detergente neutro: 1Estimado de acordo com as equagdes NRC (2007).

Os animais receberam alimentacdo ad libitum, sendo divididos em duas refei¢des diérias
(07:00 h e 15:00 h), a fim de permitir sobras de 15% do fornecido. No momento da alimentacdo, um
grupo de animais foi suplementado com 30 mL de meio de cultura contendo TL B13M2, outro grupo
suplementado com 30 mL de meio de cultura contendo RM 0166. O grupo controle recebeu 0 mesmo
meio de cultura estéril sem fungos. Esses indculos foram misturados a 100 g do concentrado, o que
permitiu o consumo total da solugdo microbiana ou controle.

Os animais foram pesados apds jejum solido de 12 h no 1° dia e no 63° dia do periodo
experimental para determinacao do peso corporal médio (PC) e expressao da ingestdo diaria de energia
(g/kg PC e em g/kg PC 0,75).

2.2.2 Consumo e digestibilidade

A racgéo fornecida e as sobras foram pesadas diariamente para avaliar o consumo de MS. O
consumo diario de MS total foi obtido pela diferenca entre a quantidade total de volumoso e
concentrado fornecida e as sobras todos os dias durante todo o periodo de coleta. animal. No periodo
de coleta, as amostras da racéo fornecida (feno e concentrado) e das sobras foram acondicionadas em
sacos plasticos rotulados e armazenadas em freezer a -20 °C. Apds o descongelamento, as amostras
foram pré-secas em estufa de ar forcado a 65 °C. Em seguida, estes foram moidos em um moinho de

facas Wiley com uma peneira de 1 mm. Para a racao, foi feita uma amostra composta por periodo e
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para as sobras, uma amostra composta foi formada por animal, e marcada para analises laboratoriais
subsequentes.

Para as analises de digestibilidade, as fezes foram coletadas com o auxilio de sacos coletores
acoplados aos animais por seis dias, trés dias de adaptacao e outros trés dias para a coleta de fezes. O
total de fezes excretadas por dia foi pesado e aliquotas de 10% de cada dia foram amostradas e
misturadas para formar uma amostra composta para cada animal e armazenadas a -20 °C para posterior
analise. Essas amostras foram pré-secadas em estufa de ventilacéo forcada a 55 °C por 72 h e moidas

através de uma tela de 1 mm (moinho Wiley; A. H. Thomas, Filadélfia, PA).

2.2.3 Andlise quimica

As concentracdes médias dos componentes nutricionais dos ingredientes concentrados e da
dieta experimental sdo apresentadas na Tabela 2 e da UDH, Tabela 1.

As amostras de fezes foram pré-secas em estufa de ventilacdo forgada a 55 °C por 72 h e moidas
através de uma tela de 1 mm (moinho Wiley; A. H. Thomas, Filadélfia, PA). Os teores de matéria seca
(MS, método INCT-CA G-003/1), matéria mineral (MM, método INCT-CA M-001/1), proteina bruta
(CP, método INCT-CA N-001/1) e extrato etéreo (EE, método INCT-CA G-004/1) foram
determinados de acordo com Detmann et al. (2012). Para as analises sequenciais da fibra em detergente
neutro (FDN) e &cido (FDA), as amostras foram tratadas com alfa-amilase termoestavel, sem sulfato
de sddio, e corrigidas para cinzas residuais (Mertens, 2002). A corre¢do da FDN para compostos
nitrogenados e a estimativa dos compostos nitrogenados insoluveis em detergente neutro (NDIN) e
acido (ADIN) foram realizadas de acordo com Licitra et al. (1996). A lignina (método INCT-CA F-
005/1) foi obtida com base na metodologia descrita por Detmann et al. (2012), com o residuo de FDA
tratado com acido sulfarico a 72%. O teor de carboidratos néo fibrosos (CNF) foi calculado de acordo
com Hall (2003) com modificacdes, utilizando FDN corrigida para cinzas e proteinas.

Os niveis de carboidratos ndo fibrosos (CNF) foram calculados de acordo com o modelo
proposto por Hall (2003), sendo: CNF = 100 - ((%CP - %CPU + %U) + %FDN + %EE + %cinzas),
onde, %CPU = teor de proteina bruta da uréia e %U = teor de uréia.

Os nutrientes digestiveis totais (NDT) foram calculados de acordo com Weiss (1999),
utilizando-se a seguinte equacdo: NDT = DCP + DNDF + DNFC + 2,25 x DEE. Onde: DCP = PB
digestivel; DNDF = FDN digestivel; DNFC = NFC digerivel; e DEE = EE digestivel.
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2.2.4 Balanco de nitrogénio, sintese de proteinas microbianas e excrecéo de uréia

No 20° dia de cada periodo experimental, aproximadamente 4 h apds o fornecimento da racao
matinal, foram realizadas coletas de amostras de urina isolada por meio da mic¢do espontanea dos
animais. As amostras foram filtradas atraves de quatro camadas de gaze e 10 mL de aliquota foram
retiradas e diluidas em 40 mL de acido sulfurico (0,018 mol/L) e armazenadas a -20 °C. Posteriormente,
foram utilizados para quantificar as concentracfes de ureia, nitrogénio total, creatinina, alantoina,
acido urico e xantina-hipoxantina.

Para a analise das concentracdes de creatinina, acido Urico e uréia nas amostras de urina, foram
utilizados Kits comerciais (Bioclin®) com os respectivos cadigos: K016, K139 e K047. A conversdo
dos valores de ureia em nitrogénio ureico foi realizada multiplicando-se os valores obtidos pelo fator
0,4667.

As concentracfes urinadrias de alantoina e xantina-hipoxantina foram obtidas pelo método
colorimétrico e enzimatico, respectivamente, de acordo com as metodologias propostas por Chen e
Gomes (1992), e o teor de nitrogénio total obtido pelo método de Kjeldahl (AOAC 2010).

A excrecao diaria de creatinina foi de 20,37 mg/kg PV, obtida no teste com cordeiros do mesmo
grupo genético (Santos et al., 2021). Assim, o volume de urina foi estimado para cada animal nas
diferentes dietas experimentais, dividindo-se a excrecdo diaria de creatinina (mg/kg PB) pela
concentracdo de creatinina (mg/L) na amostra de urina isolada, multiplicando-se o resultado pelo
respectivo peso corporal do animal (kg). A excrecdo didria de metabolitos urinarios foi obtida
multiplicando-se 0 volume urinario estimado pela concentracdo de cada metabolito determinada na
urina local. O balanco de nitrogénio (N retido, g/dia) foi calculado com a formula: N retido = N
ingerido (g) - N nas fezes (g) - N na urina (g).

A excrecdo de derivados totais de purina (PD) foi obtida pela adicdo das quantidades de
alantoina, acido Urico e xantina-hipoxantina, excretadas na urina. A quantidade de purinas microbianas
absorvidas (mmol/dia) foi estimada a partir da excrecdo de derivados de purinas totais (mmol/dia),
utilizando a equacao proposta por Chen e Gomes (1992), para ovinos: PD (mmol/dia) = 0,84 x AP +
(0,150 x BWO0,75 x ¢ X AP} onde: PD = derivados de purinas totais (mmol/dia) e AP = purinas
absorvidas (mmol 9&1),

A sintese de proteina microbiana ruminal (g MP/dia) foi calculada em funcdo das purinas
absorvidas (X, mmol/dia), utilizando a equacédo descrita por Chen e Gomes (1992): MP = 70 x AP X
(0,83 x 0,116 x 1000)%, onde: 70 é o teor de N das purinas (mg N/mmol); 0,83 a digestibilidade das

purinas microbianas absorvidas e 0,116 é a razdo entre o N da purina e o N total nas bactérias.
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2.3 ANALISE ESTATISTICA

O experimento 1 foi conduzido com delineamento fatorial inteiramente casualizado (4 x 2 x 4),
com os seguintes fatores fixos: quatro fungos, duas enzimas e quatro tempos de fermentacdo com trés
repeticdes, em que cada tratamento foi constituido por uma linhagem fungica. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia e as interacBes ndo significativas foram retiradas do modelo
estatistico, adotando-se um nivel de significancia de P < 0,05. Utilizou-se o Procedimento Misto, tendo
0 periodo de analise como fator aleatorio, no Software SAS, versdo 9.1 (SAS Institute, Cary, NC,
EUA). A analise de regressao foi realizada utilizando-se 0o PROC GLM do SAS para as variaveis em
funcdo do tempo de incubacdo que mostrou efeito significativo para os componentes linear, quadratico
ou cubico dos contrastes polinomiais.

As médias dos fatores qualitativos foram comparadas por meio do teste de Tukey e o contraste
polinomial foi utilizado para o tempo, adotando-se um nivel de 5% de probabilidade para o erro Tipo
l.

A anélise estatistica para o experimento 2 foi realizada usando o software PROC GLM do SAS,
versdo 9.1 (SAS Institute, Cary, NC, EUA). Com o seguinte modelo:

Yij=p + Tri + erro

Onde: p = constante geral; Tri1 = efeito relacionado ao tratamento ou dieta 1; ei = erro aleatorio.
Apdbs a coleta de dados, estes foram agrupados e submetidos a analise de variancia, em caso de

diferencas significativas, foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

3 RESULTADOS
3.1 ATIVIDADES DA CARBOXIMETILCELULASE E XILANASE

As analises das enzimas produzidas por A. terreus, T. longibrachiatum, P. kudriavzevii e R.
mucilaginosa mostraram interacdo entre o tipo de fungo e os tempos de incubacéo (P < 0,001) para a
producdo de acgucares especificos e redutores. Com a divisdo dos resultados para os tempos de
incubacdo, detectou-se aumento do efeito linear (P < 0,001) dessas varidveis para A. terreus e
quadratico (P < 0,001) para T. longibrachiatum (Tabela 3).

A atividade das CMCases e xilanases dos quatro fungos avaliados variou significativamente (P
<0,001) para a redugdo da producao de agticares (umol/mL), apresentando diferencas interespecificas.
Uma interacdo enzimatica x tipo de fungo (P = 0,045) e tempo x fungos (P = 0,001) também foi
observada. A. terreus apresentou maior atividade da CMCase do que outras cepas de fungos (Tabela
3).

REVISTA ARACE, Sio José dos Pinhais, v.7, n.2, p.4610-4640, 2025

- 4622



Revista

ARACE

Na avaliacdo da atividade enzimatica, foi detectada interacdo de enzimas x isolado fungico (P
<0,001), quando considerada a atividade enzimatica (umol/mL/min) da celulase e xilanase. A CMCase
produzida por A. terreus foi a mais ativa e a atividade da xilanase foi semelhante entre os isolados de
T. longibrachiatum e A. terreus. O isolado de A. terreus apresentou atividade enzimatica maxima
(0,479 umol/mL/min) em 59,7 h de incubagdo, enquanto T. longibrachiatum apresentou um aumento

na atividade enzimatica em 6,7 umol/mL/min para cada 1 h de incubagao (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade enzimatica especifica (umol/mg), produgdo de agucares redutores (umol/mL) e taxa de atividade
enzimatica (umol/mL/min) para carboximetilcelulase e xilanase produzidas por fungos miceliais e leveduras do trato
digestivo de ovinos até 96 h de fermentacdo in vitro com feno de U. decumbens como substrato

Parede celular Valor de p
A.terreus | T.longibrachiatu| P. kudriavzevii| R. mucilaginosqg SEM] Pared .
CMCag Xilanas CMCag Xilanas CMCag Xilanas CMCag Xilanas celuld EMZm Hora
Atividade enzimatica especifica (umol/mg)
Temp(
de
fermen
¢do (h

24 0.00 2.11 0.00 0.00 0.00 0.21 0.34 3.83 0.50
48 17.20] 12.03 0.73 5.39 1.80 0.28 0.53 0.52 2.27
72 6.06 9.76 2.46 12.19] 0.81 0.82 0.70 0.07 1.66
96 7.82 3.01 1.54 13.20] 0.36 0.51 0.00 0.31 1.68

<0,00 0.155 0.004

Interaci Significa SEM Valor de p
1,18 0,74 0,46 0,39 1,19
ExF 7778 6733 inges 5% bilhoes bilhoed bilhde{ bilhdey 22 0.050
Contraste | |
TvsH <0.0012 | <0.0013 | n.s. | n.s. 0.00 < 0,001
Producgdo de agucares redutores (umol/mL) SEM Valor de p

Temp(
. de Pared Enzim{ Hora
incubac celulg

o (h)

24 0.00| 109.94 0.00 0.00 0.00 18.35| 25.35| 274.80 34.24
48 | 774.01 586.74 3540[ 264.81 128.14 20.65| 40.83] 39.30] 102.5
72 | 350.39 56344 139.20 553.00 49.77] 47.96| 39.16)] 4.00| 83.48
96 | 570.7q 21744 82.83] 71464 18.01] 29.53] 0.00 18.50] 99.21

<0,00 0.137] 0.009

Interac Significa SEM Valor de p
ExF 423.79] 369.40{ 64.36] 383.11{ 48.99 29.124 26.34 84.15H 63.05 0.045
Contraste | |
TvsH <0,0014 | <0,0015 | n.s. | n.s. 0.00 < 0,001
Atividade enzimatica (umol/mL/min) SEM Valor de p
Temp(
. de Pared Enzim{ Hora
incubag celula

o (h)
24 0.00 0.14 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.26 0.03
48 0.29 0.80 0.01 0.36 0.03 0.02 0.01 0.03 0.10
72 0.10 0.65 0.04 0.81 0.01 0.05 0.01 0.00 0.12
96 0.13 0.20 0.03 0.88 0.01 0.03 0.00 0.02 0.11

<0,00 <0,00; 0.114

Interact Significa SEM Valor de p
ExF 01274 0.4494 0,020 0.5134 0,012 0,030 0,007 0,079 0.07 < 0,001
Contraste | |
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| TvsH 0.0256 | 0.0027 | n.s. | n.s. | 0.01] 0.069 |

As médias seguidas por diferentes letras mintisculas nas linhas diferem pelo teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade;
1Erro padrdo da média; 2Y = - 2,15 + 0,110X; 3Y = - 14,41 + 0,862X — 0,007X2. 4Y = 0,149 + 0,083X — 0,00063X2. 5Y = - 124,3 + 5,80X; 6Y = - 0,589 + 0,036X — 0,0030X2. 7Y = -
b b

2
0,133 +0,007X.

3.2 CONSUMO E DIGESTIBILIDADE
Nao houve diferenca para consumo (P = 0,664) e digestibilidade aparente total (P = 0,376) de
MS e nutrientes por cordeiros alimentados com dietas suplementadas ou nao com isolados de T

longibrachiatum e R. mucilaginosa (Tabela 4).

Tabela 4. Consumo e digestibilidade aparente de nutrientes em cordeiros desmamados alimentados com dieta
suplementada ou ndo com 7. longibrachiatum (fungo) e R. mucilaginosa (levedura) do trato digestivo de ovinos

Dieta
Item SEM1 Valor de p
Controle | Fungo | Levedura
Ingestao (g/dia)
Matéria seca 921.34 972.69 978.34 27.17 0.664
Matéria organica 883.02 931.73 936.64 25.97 0.671
Proteina bruta 80.64 87.13 86.10 2.42 0.525
Extrato Etéreo 27.44 29.45 29.74 0.87 0.509
NDF2 398.37 407.68 426.74 12.58 0.666
NFC3 391.12 416.22 409.04 11.30 0.670
TDN4 760.45 800.53 805.95 19.02 0.704
ME
MJ/dia 11.09 10.38 11.42 0.07 0.424
kJ/kg PC 0.46 0.38 0.46 0.005 0.243
kJ/kg BW0.75 1.05 0.88 1.00 0.009 0.258
Digestibilidade aparente (g/kg)
Matéria seca 724.80 684.22 731.74 18.90 0.376
Matéria orginica 732.47 693.66 756.43 18.57 0.399
Proteina bruta 808.20 829.54 809.58 28.61 0.431
Extrato etéreo 929.33 930.32 946.37 8.10 0.650
NDF2 597.44 531.12 621.12 28.15 0.425
NFC3 921.58 918.51 931.52 8.93 0.749
TDN4 676.13 641.42 693.76 16.30 0.439

1Erro padrdo da média; 2Fibra em detergente neutro; 3Hidratos de carbono ndo fibrosos; 4Nutrientes digestiveis totais.

3.3 SINTESE DE PROTEINAS MICROBIANAS E BALANCO DE NITROGENIO
N&o foram detectadas diferengas (P > 0,05) entre as dietas para consumo de nitrogénio,
excrecao de nitrogénio fecal, nitrogénio urinario, nitrogénio digerido e nitrogénio retido (Tabela 5).
A sintese de proteina microbiana ndo foi influenciada (P > 0,05) com o uso de fungos
probidticos, e houve menor eficiéncia de sintese de MP (P < 0,05) com a inclusdo da cepa de R.

mucilaginosa na dieta (Tabela 5).

Tabela 5 Balango de nitrogénio, sintese e eficiéncia microbiana em cordeiros desmamados alimentados com dieta
suplementada ou ndo com 7. longibrachiatum (fungo) e R. mucilaginosa (levedura) do trato digestivo de ovinos

Dieta
Controle | Fungo | Levedura SEM1 | Valor de p

Item

REVISTA ARACE, Sio José dos Pinhais, v.7, n.2, p.4610-4640, 2025

- 4624



Revista Py

ARACE

ISSN: 2358-2472

ﬁ

Nitrogénio (g 9*1)
Ingerido 12.71 13.92 13.33 0.42 0.528
Fecal 2.34 2.33 242 0.04 0.510
Urina 2.88 2.27 1.91 0.31 0.454
Urina (% de N ingerido) 22.74 16.57 14.37 2.38 0.350
Azoto digerido
g dia-1 10.37 11.57 10.88 0.42 0.553
% ingerido N 81.47 82.93 80.95 0.70 0.516
Azoto retido
g dia-1 7.49 9.29 8.97 0.52 0.339
% ingerido N 58.72 66.36 76.24 3.42 0.106
% de N digerido 72.05 79.95 82.12 2.92 0.355
Nitrogénio microbiano (g 9*1) 10.56 8.95 10.31 0.56 0.289
Eficiéncia microbiana (g MP *¢! NDT) 100.98a | 84.15ab | 78.24b 3.50 0.012

As médias seguidas por diferentes letras minGisculas nas linhas diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; B

padrdo da média.

4 DISCUSSAO

Foi possivel observar grande variabilidade entre as médias de producdo de CMCase e xilanase
(umol/mL/mg) determinada pela liberacdo de agucares redutores pela agdo especifica das enzimas. O
isolado de T. longibrachiatum apresentou apenas 16% de atividade da CMCase quando comparado a
A. terreus, enquanto o da xilanase foi semelhante. O tempo de fermentacdo com maior atividade de
enzimas fibroliticas diferiu entre os fungos filamentosos. O isolado de A. terreus apresentou atividade
crescente com o tempo de incubacdo e paraa linhagem de T. longibrachiatum com aproximadamente
62 h. Essa variacdo pode ser justificada pelas diferencas genéticas entre as espécies e/ou linhagens
desses géneros analisados, uma vez que os fatores ambientais, como pH inicial, tempo de cultivo,
temperatura de incubacdo, concentracdao de indculo e, principalmente, substrato foram os mesmos.
Portanto, os mecanismos de controle da sintese enzimatica podem variar consideravelmente entre 0s
diferentes microrganismos devido a sua natureza inespecifica.

Os fungos do género Trichoderma sdo produtores de celulases e hemicelulases. Estudos
adicionais sdo necessarios para explicar por que o UDH pode causar uma reducdo na producdo de
celulase por Trichoderma sob cultivo in vitro. No entanto, esses fungos apresentaram baixo nivel de
atividade da enzima B-glicosidase, e essa deficiéncia restringe a conversdo da celobiose em glicose,
proporcionando inibicdo da atividade das celulases pelo acimulo de celobiose (Tiwari et al., 2013).

A menor atividade especifica (umol/mL/mg) das CMCases e xilanases das leveduras P.
kudriavzevii e R. mucilaginosa, em comparacdo com fungos filamentosos, € justificada pelas
diferentes caracteristicas de desempenho no substrato. Os fungos miceliais tém vantagens sobre 0s
microrganismos unicelulares porgue suas hifas permitem que a acédo fisica penetre no substrato e forme
o celulossomo multienzimatico, que ¢ composto por um grande numero de glicosilhidrolases (-

glicosidase, exoglucanase, endoglucanase e xilanase) para degradagédo eficiente da lignocelulose
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(Liang et al., 2020). Ou seja, os fungos miceliais tornam sua a¢do mais eficiente, permitindo que eles
entrem no substrato, aumentando a acessibilidade aos nutrientes disponiveis no conteudo celular
(Aloulou-Abdelkefi et al., 2017). A producdo de CMCases e xilanases por microrganismos se estende
ao uso principalmente de bactérias e fungos filamentosos, com poucos relatos sobre o uso de leveduras
(Gusméo et al., 2018; Intasit et al., 2021), que sdo citadas para a producdo de outras enzimas, como
invertase (Kulshrestha et al., 2013).

O isolado de A. terreus apresentou maior atividade de CMCase e xilanase, com maior producao
de acucares redutores dentro do mesmo periodo de incubacédo, estimado em 60 h de crescimento
fangico. Diferentemente, o isolado de T. longibrachiatum produziu maiores quantidades de agucares
redutores com a acdo principal da xilanase. A taxa de formacdo de aclcares redutores foi de 5,80
pmol/mL para cada unidade de hora de incubagdo. Esse aumento linear pode estar relacionado ao
aumento concomitante da atividade da CMCase, cuja exposi¢do a hemicelulose da parede celular pode
induzir a producéo de xilanase. O efeito indutor da xilana na sintese de xilanase € citado por varios
autores para bactérias das vérias espécies de Streptomyces (Sanjivkumar et al., 2017; Nascimento et
al., 2020), e para fungos como Thermomyces e Trichoderma (Oliveira et al., 2014; Morgan et al.,
2017). As leveduras apresentaram as menores médias de atividade de CMCase e xilanase, que nao
diferiram ao longo do periodo de incubacéo.

O potencial de fungos do mesmo género estudados nesta pesquisa foi avaliado para a
degradacdo de residuos vegetais. Sari et al. (2017) isolaram fungos dos géneros Penicillium,
Aspergillus, Paecilomyces e Thielaviopsis encontrados na serapilheira de Salacca zalacca e
observaram que fungos isolados de residuos vegetais sdo bons produtores de enzimas celuloliticas, o
que corrobora os resultados encontrados nesta pesquisa, como o fungo do género Aspergillus foi capaz
de converter o substrato em um produto de forma mais rapida e eficiente.

Em estudo realizado por Jun et al. (2013), que avaliaram a atividade da CMCase e xilanases do
fungo T. reesei cultivado em diferentes fontes de carbono, encontraram valores de atividade de 6,58 e
4,91 umol/mL respectivamente. Em contraste com esses resultados, o presente estudo mostrou maiores
valores para a producdo de CMCase e xilanases produzidas por T. longibrachiatum.

A produtividade (umol/mL/min) de CMCases e xilanases diferiu entre os fungos filamentosos.
Pode ser devido ao fato de que a maioria dos fungos filamentosos possui um amplo espectro de
capacidade metabolica, principalmente, degradacao eficiente da celulose (Arntzen et al., 2020). A.
terreus apresentou maior atividade com 60 h de incubacéo e T. longibrachiatum apresentou aumento

linear até 96 h de incubagéo.
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O aumento linear da produtividade com o tempo de incubacdo das enzimas fibroliticas
produzidas por T. longibrachiatum, pode ser importante na dieta de ruminantes que consomem fibras
de baixa qualidade e alto tempo de retencdo de fibras no rumen. A acdo das enzimas de T.
longibrachiatum pode permanecer na fibra por mais tempo, aumentando a extensdo da degradacgéo da
fibra no ramen. Esses resultados demonstraram o potencial do uso desse fungo como aditivo
microbiano na dieta de ruminantes alimentados com forrageiras tropicais e corroboram com outras
pesquisas que avaliaram a inclusdo de enzimas miceliais de fungos para melhorar a digestibilidade das
forrageiras (Nurudeen et al., 2015; Liang et al., 2020).

As dietas suplementadas com os fungos ndo alteraram o consumo de MS e a digestibilidade
aparente total. Embora o feno tenha sido de baixa qualidade (alto teor de FDA e lignina na fibra),
possivelmente foi incluido em uma proporc¢édo na dieta, o que nao influenciou o consumo de MS e a
taxa de passagem. A baixa proporcdo entre o feno e o concentrado utilizado pode ser o principal fator
na manutenc¢do do consumo, independentemente do probidtico.

Em outro estudo, Qureshi et al. (2020) também ndo observaram aumento na ingestdo de MS ao
adicionar o probidtico a dieta creep feeding de cordeiros lactentes. Da mesma forma, Yuangklang et
al., (2017) também ndo identificaram influéncia no consumo de MS em pesquisas com caprinos
alimentados com palha de arroz e suplementados com enzimas fibroliticas produzidas por Aspergillus
spp. e Trichoderma spp.

Os efeitos dos aditivos microbianos na ingestdo sdo variaveis devido a diversidade de
composicao dos produtos microbianos, dietas e categoria de animais estudados. No entanto, diversos
fatores podem influenciar o desempenho animal ao suplementar a dieta com fungos e leveduras, dentre
eles, destacam-se os fatores causadores de estresse, tipo de forragem disponivel, estratégia alimentar e
proporcao de volumoso e concentrado presentes na dieta (Magaco et al., 2020; Martins Janior et al.,
2022).

As enzimas celuloliticas extracelulares, quando atuam no ambiente ruminal durante a
fermentagdo, podem melhorar a atividade microbiana do rimen. Produtos de degradacéo de fibras,
como acucares livres, podem ser usados como fontes de energia durante o crescimento microbiano e
como substratos de fermentacdo (Liang et al., 2020).

No entanto, a extensdo da degradacéo da fibra depende do nimero de enzimas celuloliticas com
atividades ligadas a composi¢cdo da fibra e sincronizadas com o tempo de retencdo no rumen.
Observou-se que a linhagem T. longibrachiatum apresentou menor atividade de CMCase em
comparagdo com a xilanase no meio de cultura com UDH. Por outro lado, 0 UDH apresentou maior

teor de celulose do que a hemicelulose.
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Em relacdo a extensdo da degradacao da fibra, ela pode ser reduzida se a taxa de passagem pelo
rimen exceder sua taxa de degradacdo (Siqueira et al., 2017). No entanto, no presente estudo, as
alteracdes no consumo e na digestibilidade ndo foram significativas com o0 uso de probioticos,
possivelmente porque a alta proporgéo de concentrado e o menor teor de FDN do volumoso nas dietas
promoveram um aumento na taxa de passagem (Stensig e Robinson, 1997), excedendo o tempo
necessario para prolongar a degradacgéo da fibra no ramen.

A inclusdo de amido na dieta e a taxa de passagem mais rapida com alta ingestdo de MS podem
diminuir a degradabilidade no ramen (Firkins, 2021). Além disso, a fonte de amido ou fibra soltvel
que € altamente degradavel ainda pode induzir acidose em ovelhas (Lettat et al., 2010). O rimen
precisa processar a forragem para manter o enchimento ruminal suficiente para evitar a acidose ruminal
subaguda. No entanto, o excesso de preenchimento ruminal limita a ingestdo de DM. Para melhorar
qualquer tipo de eficiéncia ruminal para a digestibilidade da FDN sdo necessarias mudancas dietéticas
ou outras mudancas gerenciais. No entanto, houve um aumento numérico no consumo de MS com o
uso de ambos os aditivos microbianos, mas os valores numericos de digestibilidade da FDN e NDT
foram maiores para a suplementacdo com a levedura do que para o fungo filamentoso. 1sso pode ser
explicado pelo fato de R . mucilaginosa exibir acdo da CMCase dentro de 24 h apds a incubacao.

A depressdo da NDT pelo aumento do nivel de consumo é assumida principalmente quando a
FDN digestivel é descontada. Este efeito foi diminuido consideravelmente desde entdo, em grande
parte pela diluicdo do amido com fibra de subproduto (mais digerivel) (Firkins, 2021). No entanto, no
presente estudo, esses pequenos aumentos observados com R. mucilaginosa podem resultar da atuacéo
das enzimas fibroliticas mais precocemente durante seu crescimento, além de possiveis contribuicGes
benéficas na digestibilidade dos nutrientes, producdo de acidos graxos volateis (AGV), estrutura da
comunidade microbiana ruminal e pH ruminal (Liang et al., 2020). A regulacdo da levedura nos
microrganismos ruminais se reflete no aumento das bactérias degradadoras de fibras e utilizadoras de
lactato, o que melhora ainda mais a eficiéncia da fermentag@o ruminal e a subsequente capacidade de
producdo (Martins Junior et al., 2022; Wang et al., 2022).

Além disso, a suplementacdo de fungos pode aumentar o crescimento bacteriano, a producéo
de proteina microbiana e a digestibilidade da matéria seca, resultando na producao de vérios tipos de
enzimas fibroliticas para quebrar a estrutura das lignoceluloses e aumentar a digestibilidade dos
nutrientes (Liang et al., 2020).

No entanto, a suplementacéo com T. longibrachiatum apresentou menor valor numérico para a

digestibilidade da FDN, possivelmente devido a taxa de passagem mais rapida na dieta com 24,7% de
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FDN da forragem (Azevédo et al., 2024), possivelmente porque a atividade da CMCase de T.
longibrachiatum so6 aparece apds 24 h de incubacao.

O nitrogénio urinario e retido ndo diferiu entre as dietas com o uso de T. longibrachiatum e R.
mucilaginosa. A perda de nitrogénio na urina acaba ndo sendo viavel em sistemas sustentaveis.

Ainda, Bueno et al. (2013), avaliando a adicdo de S. cerevisiae em dietas para cordeiros com
proporcdes de volumoso e concentrado de 20:80 e 40:60, ndo relataram diferencas significativas na
quantidade de nitrogénio retido. Embora as dietas ndo tenham influenciado a quantidade de nitrogénio
retido na dieta, houve alteragcdes na eficiéncia microbiana ruminal onde a dieta suplementada com T.
longibrachiatum foi maior do que a dieta com R. mucilaginosa, que foi menor do que a dieta controle.

O aumento da degradagdo e, consequentemente, maior fermentacdo n&o resulta
necessariamente em maior sintese e/ou eficiéncia microbiana no rimen. As bactérias ruminais tém
uma relacdo inversa entre as taxas de crescimento e fermentacdo (degradacdo do substrato) (Schéren
et al., 2018). O aumento da eficiéncia do crescimento direciona uma proporgdo maior de carbono
anabolico da ragdo degradada para as células, em vez de VFA (Russell e Cook, 1995). Os processos
catabolicos sdo em grande parte da fermentacgéo de acUcares e aminoacidos em VFA (ou intermediarios
de acidos organicos, especialmente lactato e succinato) para produzir trifosfato de adenosina (ATP)
enquanto descarta equivalentes redutores. Além disso, Russell et al. (1992) afirmou que 0 aumento do
amido aumentaria a proporgdo de ATP usado para manutencéo e, portanto, diminuiria a eficiéncia da
sintese de proteinas microbianas (EMPS). O ATP produzido durante a fermentacdo pode ser convertido
de forma menos eficiente em matéria celular e, portanto, € mais provavel que seja desperdi¢ado
(Firkins, 2021). Os resultados da eficiéncia microbiana ndo sao coerentes com os resultados da ingestdo
de MO digestivel calculados a partir dos valores da Tabela 4. Houve muitos relatos publicados de um
aumento da EMPS resultante da diminuicdo da degradabilidade da MO ruminal sem uma diminuicéo
no fluxo de proteina microbiana do ramen. A taxa de passagem mais rapida pode diminuir a
degradabilidade no rimen, mas a passagem de FDN ndo degradada para o duodeno pode ser um veiculo
importante para exportar o fluxo microbiano de N porque cerca de 75% das bactérias aderem as
particulas (Sauvant e Noziere, 2016). Em contraste, os efeitos associativos negativos (ou seja,
aumentar a inclusdo de amido na dieta diminui a digestibilidade da FDN com alto consumo de matéria
seca (CMS) dependem de varidveis dietéticas e também diferem entre os animais, pelo menos em
parte, devido as suas estruturas unicas de comunidade microbiana (Firkins, 2021).

No entanto, o uso da levedura R. mucilaginosa reduziu a eficiéncia microbiana e o consumo de
MO digestivel calculado foi 8,6% maior do que as demais dietas. Dois aspectos que podem explicar

esses resultados, primeiro, seriam a estabilidade do pH fornecida pela levedura, que pode ajudar a
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aumentar a resiliéncia contra a acidose ruminal subaguda (Ishaq et al., 2017; McCann et al., 2017).
Huws et al. (2018) observaram que animais eficientes tinham menos diversidade bacteriana ruminal.
De forma negativa, a menor diversidade bacteriana pode estar associada a acidose ruminal. Em
segundo lugar, seria 0 anabolismo e o catabolismo indefinidos que as vezes levam a perda de
oportunidades de obter melhorias no EMPS. Por exemplo, aumentar o amido na dieta normalmente
aumenta o fluxo de proteina microbiana para o duodeno, ao mesmo tempo em que aumenta a MO
ruminal ou a degradabilidade de carboidratos (Firkins, 2021). Consistentemente, os resultados
demonstraram o principio de que, enquanto o fluxo de proteina microbiana aumenta, 0 EMPS diminui
porgue 0 ganho de EMPS foi menor do que poderia ter sido (Hespell, 1979; Russell, 2007).

De acordo com Firkins (2021), o NDT ndo deve ser usado para derivagdo, pois 0 aumento do
CMS diminui a degradabilidade da FDN e do amido ao aumentar a taxa de passagem (ou seja, maior
passagem de FDN e amido potencialmente degradaveis); em contraste, 0 aumento da degradabilidade
ruminal da FDN pela alimentacéo de forragens ou coprodutos de maior qualidade permite maior CMS
em uma base igual de FDN. O UDH que é mais degradavel quando associado a probioticos pode ser
menos resistente a reducdo do tamanho das particulas e pode reduzir a saciedade e a limitacdo da
ingestdo, melhorando assim o ganho de peso, como observado por Magaco et al. (2020) e Martins
Junior et al. (2022).

Assim, a dieta com o fungo T. longibrachiatum, mesmo favorecendo a degradacao da fibra,
ndo diferiu da dieta sem aditivo microbiano, possivelmente a quantidade de fungo utilizada ndo foi
suficiente para provocar essa resposta. Além disso, o concentrado fornecido em maior proporc¢éo foi
eficaz na manutengdo da eficiéncia da sintese de proteinas microbianas no rimen. A taxa de
crescimento dos fungos € mais lenta quando comparada a outros microrganismos do rdamen, que
utilizam carboidratos solaveis.

A eficiéncia do metabolismo do nitrogénio em ruminantes depende da complexa interacéo de
varios nutrientes e energia. O nitrogénio sé é usado de forma eficiente para a sintese microbiana quando
a dieta fornece um equilibrio entre a utilizacao de energia e proteina. Bactérias, fungos e protozoarios
sdo essenciais para estender a digestdo das fibras, 0 que mantém o suprimento de substrato para o
crescimento microbiano no rimen (Castillo-Gonzalez et al., 2014; Hackmann e Firkins, 2015). No
entanto, estimular seu crescimento reduz a necessidade de usar o excesso de proteina porque a
proporcao de nitrogénio ligado a fibra e nitrogénio reciclado no rimen pode ser aumentada (Jin et al.,
2018).
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5 CONCLUSAO

A producdo de CMCase e xilanase por T. longibrachiatum, A. terreus, R. mucilaginosa e suas
aplicacdes na hidrdélise de material lignocelulésico sdo promissoras para a elaboragédo de um probiotico
ou microbianos de alimentacdo direta. T. longibrachiatum apresenta aumento da atividade da CMCase
e da xilanase durante o tempo de incubacgdo de 96 h, 0 que pode ser uma caracteristica importante que
atua na extensdo da degradacéo da fibra de baixa qualidade no rimen. Por outro lado, R. mucilaginosa
apresenta atividade de CMCase e xilanase em 24 h de incubacdo, podendo ser utilizada para
suplementar dietas com alta proporcdo de concentrado e fibra de baixa qualidade da forragem.
Pesquisas futuras devem avaliar como esses aditivos parecem alimentar o0 comportamento com base
em seu papel especifico na estrutura da comunidade microbiana e EMPS. Além disso, recomendam-
se ensaios utilizando dieta com maior quantidade de inoculo e proporc¢édo de forragem com alto teor de

parede celular lignificada.
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