UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Agrarias
Programa de Pds-graduacao em Producao Animal

Valdo Soares Martins JUnior

FUNGOS DO TRATO DIGESTORIO DE OVINOS MELHORAM A
DIGESTIBILIDADE IN VITRO DA TORTA DE MACAUBA

Montes Claros
2023



Valdo Soares Martins JUnior

FUNGOS DO TRATO DIGESTORIO DE OVINOS MELHORAM A
DIGESTIBILIDADE IN VITRO DA TORTA DE MACAUBA

Dissertacdo apresentada ao Curso de Mestrado
em Produg&o Animal da Universidade Federal de
Minas Gerais, como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Mestre em Producao

Animal.

Orientador: Prof. Eduardo Robson Duarte

Montes Claros
2023



M3Tof
2024

Martins Funior, Valdo Soares .

Fungos do trato digestorio de ovinos melhoram a3 digestibilidsds in vitoe da torta de
macaiba [mamscrite] / Valdo Soares Martins Fanior Montes Claros, 2023.
5BE

Dissertagio (mestrado) - Area de concentragio em Produio Animal Universidade

Omientador(a): Eduardo Fobson Duarte.
Banca examinsdora: Vira Licia dos Santos, Fimio Cota Silva, Thisgo Gomes dos
Santas Braz.

Inchai referéncias: £ 20-24; 51-58.

1. Mutrigio snimal 2. Ruminante - Alimentsco e rages. 3. Cameiro. I Duarte,
Eduarde Robson I Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de Cifncias
Agririas. I Titule.

CDU: 636.084.4

ELABORADA PELA BIBLIOTECA UNIVERSITARIA D0 ICATEMG
Rachel Braganca de Carvalbho Mota / CRB-6/2838




Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Agrarias
Colegiado de Pos-Graduacio em Producio Animal

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAOD

Aos 3 dias do més de julho de 2023 as 14200 horas, sob a Presidéncia do Professor
Eduardo Robson Duarte, D. Sc. (Orientador — UFMG/ICA) e com a participac3o dos
Professores Thiago Gomes dos Santos Braz, D. Sc. (Coorientador — UFMG/ICA),
Junio Cota Silva, D. Sc. (UFMG/ICA) e Vera Licia dos Santos, D. Sc. (UFMG/ICB),
reuniu-se, por videoconferéncia, a Banca de defesa de dissertacdo de Valdo Soares
Martinz Janior, aluno do Curso de Mestrado em Produgdo Animal. O resultado da
defesa de dissertacdo intitulada “_Fungos do trato digestdrio de ovinos
melhoram_a_digestibilidade jn viro da toria de macaiba”. sendo o aluno
considerado aprovado. E, para constar, eu, Professor Eduardo Robson Duarte,
Presidentz da Banca, lavrei a presente Ata que depois de lida e aprovada, sera
assinada por mim e pelos demais membros da Banca examinadora.

0OBS.: O aluno somente recebera o titulo apds cumprir as exigéncias
do ARTIGO 53 do regulamento e da resolug8o 05/2016 do Curso de Mestrado em
Produgdo Animal.

Montes Claros, 3 de julho de 2023.

| h

on 2 s ) )
) Tl ﬂMf‘fav’\

Eduardo Robson Duarle Thiago Gumies dos Sarlug Bras
Orientador Coorientador
Voo, i S st
Jug,io Cota Membra Silva Vera Licia dos Santos

MYlEmaro Membra



Dedico, a minha mae, Arliete Fernandes Lopes Martins,
pelo amor incondicional e por todo apoio para que nunca

desistisse dos meus sonhos.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela graca concedida e por me fazer acreditar que tudo é possivel quando é feito
com amor.

A toda minha familia, pelo apoio fornecido durante esse periodo, em especial a minha mae
(Arliete), ao meu pai (Valdo Soares) in memoriam, e meu avo (Arivaldo) in memoriam por todas as
demonstracdes de carinho e 0s ensinamentos passados.

Ao professor Dr. Eduardo Robson Duarte, pela orientacdo, amizade, companheirismo e
paciéncia. Serei eternamente grato a tudo que me possibilitou e permitiu alcancgar.

A Lavinia Francine, pelo apoio, paciéncia, dedica¢do, companheirismo e incentivo durante
esses anos ao meu lado.

Aos meus amigos e integrantes do Grupo de Estudo e Pesquisa em Microbiologia e
Parasitologia (GEMP) que contribuiram diretamente ou indiretamente para a elaboragdo desta
pesquisa.

A Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), a coordenac&o do Mestrado em Producéo
Animal e aos professores do programa.

A Fundacéo de Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG) (projeto APQ-03221-21), pelo apoio
financeiro para a realizacdo da pesquisa.

E a todos que, diretamente ou indiretamente, contribuiram para a realizagéo deste trabalho.

A vocés meus sinceros agradecimentos.



“Ninguém educa ninguém, ninguém se educa sozinho, nos
educamos mutuamente”.

(Paulo Freire)



RESUMO
Com a constante volatilidade nos precos dos ingredientes comumente utilizados na formulacdo de
dietas para ruminantes, 0 uso de coprodutos industriais torna-se atrativo, uma vez que fornecem
0s nutrientes necessarios a um custo reduzido. Os fungos presentes no trato digestorio de
ruminantes tém a capacidade de hidrolisar materiais lignoceluloliticos, promovendo assim um
melhor aproveitamento dos nutrientes em dietas que contém coprodutos. Os objetivos deste
estudo foram analisar a acao dos fungos presentes no trato digestorio de ovinos na utilizagdo da
torta de Macauba (TM) e avaliar a digestibilidade in vitro desse coproduto inoculado com isolados
de fungos celuloliticos selecionados. Inicialmente, foram avaliados quais fungos apresentavam as
melhores taxas de degradabilidade da TM durante o processo de fermentacdo submersa. As
fermentagdes foram conduzidas em tubos contendo 4gua destilada e TM como fonte de nutrientes.
Foram analisados o pH final, a biomassa flngica e a degradabilidade do substrato. Nesta etapa,
os fungos que apresentaram maiores valores de degradabilidade e producéo de biomassa durante
o0 processo fermentativo foram o Aspergillus fumagatus, Trichoderma longibrachiatum e
Paecilomyces sp., com taxas de degradabilidade de 6,55%, 5,58% e 4,80%, respectivamente.
Quanto a variavel producéo de biomassa, os resultados obtidos foram 4,921 g/L, 3,880 g/L e 3,512
g/L, respectivamente. O isolado de Aspergillus fumagatus néo foi selecionado para o ensaio de
digestibilidade devido ao seu potencial de patogenicidade, o que inviabilizaria sua utilizacdo como
aditivo microbiano. Posteriormente, foram analisados os coeficientes de digestibilidade in vitro da
matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro (DIVFDN) da TM inoculada com isolados
de Trichoderma longibrachiatum e Paecilomyces sp., ou com a mistura de ambos. O grupo
inoculado com a mistura dos fungos apresentou um aumento na DIVMS e DIVFDN de,
respectivamente, 19,75% e 38,51%, quando comparado ao grupo controle. Dessa forma, a adi¢cdo
da mistura desses microrganismos indica um potencial promissor para o desenvolvimento de
aditivos microbianos a serem utilizados na suplementacéo de ovinos alimentados com coprodutos

com elevados teores de fibras.

Palavras — chave: alimentag&o animal; coprodutos; ruminantes; Acrocomia aculeata; Trichoderma

longibrachiatum; Paecilomyces sp.



ABSTRACT

With the constant fluctuation in the prices of commonly used ingredients in formulating ruminant
diets, the use of industrial by-products becomes appealing as they provide the necessary nutrients
at a reduced cost. Ruminant digestive tract fungi can hydrolyze lignocellulosic materials, promoting
better nutrient utilization in diets containing by-products. In this study, the objectives were to
analyze the action of fungi from the digestive tract of sheep in the utilization of Macauba cake (MC)
and to evaluate the in vitro digestibility of this by-product inoculated with selected cellulolytic fungi
isolates. Initially, the study assessed which fungi exhibited better degradability rates of TM during
the submerged fermentation process. Fermentations were conducted in tubes containing distilled
water and TM as a nutrient source. The final pH, fungal biomass, and substrate degradability were
evaluated. Fungi that demonstrated higher degradability values and biomass production during the
fermentation process were Aspergillus fumagatus, Trichoderma longibrachiatum, and
Paecilomyces sp., with degradability rates of 6.55%, 5.58%, and 4.80%, respectively. Biomass
production results were 4.921 g/L, 3.880 g/L, and 3.512 g/L, respectively. The Aspergillus
fumagatus isolate was not selected for the digestibility test due to its pathogenic potential, which
would make its use as a microbial additive unfeasible. Subsequently, the in vitro coefficients of dry
matter digestibility (IVDMS) and neutral detergent fiber (IVNDFD) of TM inoculated with isolates of
Trichoderma longibrachiatum and Paecilomyces sp., or their mixture, were analyzed. The group
inoculated with the fungal mixture showed an increase in IVDMS and IVNDFD of 19.75% and
38.51%, respectively, compared to the control group. Thus, the addition of this microbial mixture
indicates promising potential for developing microbial additives for supplementation in sheep fed
with by-products with high fiber content.

Keywords: animal feeding; fungal isolates; co-products, ruminants; Acrocomia aculeata;

Trichoderma longibrachiatum; Paecilomyces sp.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de ingredientes alternativos na alimentacdo animal é vista
como uma opgao econdmica de grande importancia considerando a constante
oscilacdo nos precos dos insumos que compdem a dieta concentrada de
ruminantes (AZEVEDO et al., 2012; SILVA et al., 2015).

A substituicdo de ingredientes tradicionais, como o milho e farelo de soja,
por outros de menor custo deve ser considerada, caso haja beneficios em termos
econdmicos e nutricionais. Os residuos da agroindustria oriundo a producéo de
biodiesel pode conter niveis satisfatorios de energia, proteina e fibra, que atendam
as exigéncias nutricionais dos ruminantes, podendo ser empregados como
substitutos de forma total ou parcial dos ingredientes comumente utilizados, como
o milho e farelo de soja (NICORY et al., 2015; SILVA et al., 2015).

A torta de macauba, um residuo advindo da extracdo do 6leo da casca
(epicarpo) e polpa do fruto (mesocarpo) da macauba, A palmeira (Acrocomia
aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Mart.) possui grande disseminacdo em territorio
brasileiro, sendo amplamente espalhada em regi6es semiaridas. Analises
qguimicas preliminares demonstram que esse coproduto pode ser aproveitado na
alimentacéo de ruminantes devido as suas proporcdes de extrato etéreo e fibras,
entretanto um dos obstaculos para sua utilizacdo se da ao seu elevado teor de
lignina que pode chegar a valores superiores a 20% da matéria seca (AZEVEDO
et al., 2012; RIGUEIRA et al., 2017).

Os fungos que colonizam o rimen possuem papel substancial na digestao
de materiais fibrosos, degradando os polissacarideos mais complexos6. A
degradacédo dos componentes lignoceluloliticos da dieta dos ruminantes se da
pela atividade enzimatica e mecéanica desempenhada pelos fungos do ambiente
ruminal, estudos comprovam que dietas contendo altas proporc¢des de fibras
estimulam o desenvolvimento de populacdes fungicas nesse ecossistema (WEI et
al., 2016; ABRAO et al.,2014).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Objetivou-se avaliar a agao de fungos provenientes do ambiente ruminal de
ovinos durante o processo de fermentacdo e digestibilidade in vitro da torta de

Macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Mart.).

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o potencial de utilizacdo da torta de Macauba como fonte de
nutrientes pelos isolados fungicos provenientes do trato gastrointestinal de ovinos
em fermentagcdo submersa;

Analisar a cinética fermentativa dos fungos Paecilomyces sp., Trichoderma
longibrachiatum durante o processo de fermentacdo submersa da torta de
Macauba;

Determinar a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e fibra em
detergente neutro (DIVFDN) da torta de Macauba, inoculadas com os fungos

selecionados em condicBes de fermentacdo ruminal.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Uso de coprodutos na nutricdo de ruminantes

Em diferentes regides produtoras de ruminantes, tem-se buscado utilizar
coprodutos de agroindustrias, para reduzir o descarte de residuos e melhorar a
eficiéncia e desempenho dos animais, atendendo as exigéncias nutricionais.
Adicionalmente, ocorre a otimizagdo dos custos, uma vez que, diferentemente
do milho e soja, os coprodutos de agroindustrias ndo sdo considerados
commodities (FERRO et al., 2020).

A parte aérea de mandioca (Manihot esculenta Crantz) demonstrou
potencial para uso em dietas de ruminantes, podendo ser fornecida in natura ou
conservada, estando na forma de silagem ou feno (Pereira et al., 2018).
Caracteristicas como o alto teor de energia, além das folhas apresentarem
também elevado teor proteico (14%). Entretanto, deve-se considerar os tipos de
cultivares e a idade da planta (TININI et al., 2021).

Outro alimento alternativo que pode ser utilizado na dieta de ruminantes
€ a torta de dendé, pois possui disponibilidade durante todo o ano. Entretanto,
analise da inclusédo para ovinos, indicou que a torta de dendé, acima de 7,5%
reduz o consumo de matéria seca e a digestibilidade dos nutrientes, o que
promoveria menor desempenho dos animais (OLIVEIRA et al., 2015).

O uso de residuos da agroindustria, produtoras de polpas de frutas, como
abacaxi, acerola, cupuagu e maracuja, representa alternativa na alimentagcéo de
ovinos para redugcdo de custos (PAZDIORA et al.,, 2019). Esses autores
observaram que os residuos do maracuja apresentam maiores consumo e ganho
de peso em comparacgao a outras poupas e, observaram também que a utilizacao
da dieta com residuo de acerola promoveu maior tempo de ruminagdo e menor
tempo de 6cio.

Outras pesquisas avaliaram alimentos como torta de macauba
(AZEVEDO et al., 2012) coprodutos da bananicultura (SILVA et al., 2017) e
indicaram diminui¢do dos custos e aproveitamento dos residuos principalmente

em regides semidridas.
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3.2. Macauba (Acrocomia Aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Mart.)

A Acrocmia aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Mart.) € uma planta nativa das
regides central e sul da América do Sul, adaptada as regides com solos arenosos
e baixo indice pluviométrico, conhecida popularmente por bocaiuva, chiclete
baiano, coco — catarro, macauba, coco de espinho, coco baboso, mucaja e
macauba (GRAY, 2005; TEXEIRA, 1996). Entre as espécies de palmeiras
encontradas no territorio brasileiro, a macauba € a espécie de maior ocorréncia,
sendo encontrada em maior frequéncia nas regides do Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Minas Gerais (MOTTA et al., 2002).

A Macauba pode atingir de 10 a 15 m de altura e 20 a 30 cm de diametro,
apresenta regido dos nds com coberta por espinhos com aproximadamente 10
cm de comprimento. As folhas sdo verdes, pinadas com 4 a 5 m de comprimento,
sendo compostas por 130 foliolos de cada lado e espinhos em sua nervura
central (LORENZI, 2006; MIRANDA et al.,, 2001; LORENZI et al.,, 1996,
TEXEIRA, 1996). Dispbéem de inflorescéncias amarelas fixadas em um eixo
carnoso, flores unissexuadas e inconspicuas envolvidas por uma estrutura
denominada espata com 2 metros de comprimento. Os frutos sdo de tom
marrom-amarelado de formato esférico, seu mesocarpo é fibroso, rico em
acucares de tonalidade amarelada ou esbranquicada, podendo ser comestivel.
O endocarpo € duro e escuro aderido fortemente a uma semente de
aproximadamente 3 mm de espessura (Figura 1) (HENDERSON et al., 1995;
SILVA, 1994).

Os frutos dessa palmeira apresentam elevado teor de Oleo, que depois de
extraidos podem ser utilizados como matéria prima para a fabricacdo de sabéo,
lubrificante para maquinas, cosméticos e producéo de biodiesel ).
Estruturalmente esses frutos sao formados por cerca de 20% de casca, 40% de
polpa, 33% de endocarpo e 7% de améndoa. A quantidade de 6leo obtido pelo
beneficiamento da polpa € superior, quando comparado aos extraidos da
améndoa; entretanto, por ser mais fino e de melhor qualidade, o 6leo da
améndoa é utilizado para a producdo de produtos nobres beneficiados pela

indUstria  farmacéutica, alimenticia e de cosméticos (INSTITUTO
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INTERAMERICANO DE COOPERACAO PARA AGRICULTURA — IICA, 2009).
O processamento do coco macauba para extracdo do 6leo produz grande
quantidade de residuos, tendo a torta de macauba (TM) como maior subproduto
produzido, representando cerca de 50% do total dos frutos beneficiados (MOTTA
et al., 2002).

A torta apresenta potencial para ser utilizada como ingrediente na
formulacdo de dietas de ruminantes devido aos altos teores de FDN (60%) e
extrato etéreo (8,1%), além disso, esse coproduto é alternativa viavel para a
alimentacdo dos rebanhos nas regifes semiaridas devido a disponibilidade da
palmeira nessas regides (RUFINO et al., 2011). Um entrave na utilizacdo da TM
para a alimentagcdo animal é a falta de padronizacdo do material, devido a forma
artesanal para a obtencdo desse residuo, o que promove variacdo da
composicdo bromatolégica desse coproduto (BARRETO,2008).

A TM pode apresentar 8% de proteina bruta, que se assemelha ao milho.
Em algumas regides do pais, como as regides semiaridas, alimentos como a TM
representam alternativa na alimentacdo de ruminantes, (RIGUEIRA et al., 2017).

No estudo desenvolvido por Rufino et al., (2011) avaliou-se a resposta da
inclusdo de quatro niveis de TM sobre as espécies de protozoarios ruminais em
caprinos criados na regido semiarida. As concentracbes de 10 e 15%
estimularam o desenvolvimento de protozoarios medios sem reduzir a contagem
dos demais grupos. Os autores concluiram que dos dezessete géneros
encontrados, apenas 0s géneros Entodinium e Charonina foram alterados com
a incluséo da TM na dieta, demonstrando a estabilidade da microbiota ruminal.

Ao avaliar o efeito da introducdo da TM na matéria seca da dieta sobre o
desempenho econémico, produtivo e no consumo de nutrientes em ovinos
mesticos, Azevedo et al., (2012) observaram que a inclusdo de 100 g/kg da TM
aumentou em 5,4% e 12,4% a receita liquida por animal abatido, ao se comparar
com os niveis de incluséo de 0 g/kg e 300 g/kg, respectivamente. Entretanto, néo
foram verificadas diferencgas para as variaveis, consumo de matéria seca, ganho
médio diario e ganho de peso vivo final.

Ao avaliar o comportamento ingestivo de ovinos, Azevedo et al., (2013)

constataram aumento linear na eficiéncia de alimentacdo, numero de bolos
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ruminados, numero diario de mastigacdes, tempo de ruminacao e tempo total de
mastigagéo com a incluséo da TM. Contudo, n&do foram observadas diferengas
no desempenho produtivo e consumo dos animais avaliados (AZEVEDO et al.,
2013).

Brandéo (2013), ao comparar a digestibilidade aparente da TM com a da
cana de acucar picada como fonte de volumoso na dieta de ovinos, constatou
que a inclusdo da TM apresentou maior digestibilidade da fragdo do extrato
etéreo (14,3%), o que demonstrou que esse coproduto pode ser uma opcao
viavel para melhoria na qualidade da carcaca e desempenho produtivo de
ovelhas em lactag&o e cordeiros em fase de terminac¢do. O elevado teor de fibra
em detergente &cido (FDA) da TM, quando comparado a cana de agucar, pode
ter afetado negativamente na digestibilidade da matéria seca, pois o FDA é a
porcdo menos digerivel da parede celular das forrageiras, por ser constituida
basicamente de celulose e lignina, o que prejudica a agdo dos microrganismos

ruminais.

Imagem C

Figura 1. Exemplar de Acrocmia aculeata com aproximadamente 4 metros de altura (imagem
A), fruto da palmeira macauba (imagem B) e torta de macalba obtida apds a extracéo do Gleo

(imagem C).

Fonte: Arquivo Pessoal.
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3.3. Ambiente ruminal

O ecossistema ruminal é complexo e atua na fermentagdo do alimento
consumido pelo animal. Esse processo acontece por intervencdo dos
microrganismos que colonizam o rimen, que transformam o alimento ingerido
pelo animal em &acidos graxos de cadeia curta (AGCC), energia, proteinas
(WEIMER et al., 2009).

Caracterizado por ser um ambiente anaerdbio estrito com temperaturas
de 38 a42°C, pH entre 6 e 7 e umidade na faixa de 80-90%. O rGmen atua como
uma camara fermentativa, favorecendo o crescimento de uma grande populacdo
de microrganismos (OLIVEIRA et al., 2007; LANA, 2005). E composto de
particulas, agregados de alimentos e microrganismos anaerobios que vivem de
forma interativa (FONSECA,; DIAS-DA-SILVA, 2001).

Dentro desse diversificado microbioma, existem bactérias (10'°.mL™?),
protozoarios ciliados (10%.mL™?), fungos anaerébicos estritos (106.mL?), fungos
anaerébios facultativos (10%.mL™), enterobactérias (105.mL™), micoplasmas
(interdeminado) e bacteriéfagos (108.mL1). A comunidade de microrganismos
ruminais, estabelece diversas interacfes para o equilibrio ruminal, como a
atividade fermentativa e inibicho do crescimento de microrganismos
contaminantes. As interacfes sao responsaveis pela bioconversdo dos
alimentos em substancias utilizadas pelo animal (OLIVEIRA et al., 2007;
KOZLOSKI, 2011; ABRAO et al., 2014), como o0 AGCC e as proteinas microbiana
(HUNGATE, 1966; HENDERSON et al., 2015).

A composi¢cdo do ecossistema microbiano ruminal € influenciada pela
dieta e sua frequéncia de distribuicdo, idade, condi¢cdes do animal hospedeiro e
bem como as interagbes microbianas (WELKIE et al., 2010; JAMI et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2013).

3.4. Fungos do trato digestorio de ruminantes

Os ruminantes apresentam um sistema digestério adaptado para o

processo de fermentacdo, sendo capazes de digerir diferentes tipos de
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forragens. O rimen possui um ecossistema microbiano complexo e dinamico,
apresentando condi¢des ideais para o crescimento de fungos, bactérias e
protozoarios (KOZLOSKI, 2011; TAPIO et al., 2017).

Os microorganismos ruminais atuam sinergicamente para converter 0s
nutrientes encontrados nas forrageiras, em compostos que seréo utilizados pelo
ruminante como fonte de energia para manutencgao e para a producgao de carne,
leite e 1& (KOZLOSKI, 2011; MALMUTHUGE; GUAN, 2017).

Os fungos anaerdbicos ruminais possuem a capacidade de colonizar os
tecidos lignificados do material vegetal e com isso aprimorar o0 aproveitamento
dos alimentos fibrosos (GRUNINGER et al.,, 2014). Os fungos anaerébicos
apresentam um ciclo de vida que varia de zodsporo a micélio que recobrem as
particulas alimentares e correspondem a uma biomassa aproximada de 6% a
8% do total da microbiota ruminal (KOZLOSKI, 2011).

Com o intuito de compreender a importancia ecologica e o impacto dos
fungos anaerdbicos no ambiente ruminal, estudos avaliando as caracteristicas
morfolégicas e moleculares vem sendo realizados (EDWARDS et al., 2017).

A acdo mecanica da quebra das fibras vegetais realizada pelos fungos do
género Caecomyces ocorre pela expansdo dos bulbos rizoidais dentro da
estrutra da célula vegetal. Esse rompimento ocorre, pois este género apresenta
maior transcriptoma de enzimas livres, 0 que resulta em uma maior utilizacao
das fibras vegetais mais complexas por este género fungico (HENSKE et al.,
2017).

Os fungos do género Neocallimastix spp. sdo capazes de solubilizar
pequenas porc¢des de lignina presente na parede vegetal de plantas, além de
produzir metabdlitos secundarios como etanol e lactato, que é utilizado como
fonte de energia para o crescimento do proprio fungo (WEI et al., 2016).

A ocorréncia de fungos no trato digestorio dos ruminantes esta diretamente
relacionada em funcdo do tipo de dieta, habito alimentar e filogenia do
hospedeiro (GRUNINGER et al.,, 2014). Em estudo avaliando, bovinos
alimentados com dietas contendo 60% de palha de trigo, como fonte volumosa,

observou maior predominancia de fungos do género Orpinomyces (48%) e em
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menor propor¢ao os fungos dos géneros Cyllamyces spp. (9%), Piromyces spp.
(8%) e Anaeromyces spp. (6%) no fluido ruminal (SIROHI et al., 2013).

Os caprinos, por possuirem um hébito alimentar seletivo, ingerem
alimentos mais palataveis e com alta digestibilidade, o que resulta em uma maior
concentracdo de zoosporos ha digesta, reflexo de uma maior taxa de passagem
e menor tempo de aderéncia e acao dos fungos no alimento ingerido (LI; HOU,
2007). Fator este, que favorece a ocorréncia de fungos monocéntricos e
policéntricos em proporcdes iguais no seu fluido ruminal, diferente dos bovinos
gue possuem uma maior populacdo de fungos monocétricos (56,5%), que
apresentam uma maior atividade celulolitica (EDWARDS et al., 2008).

A elevada atividade hidrolitica de compostos complexos provenientes da
parede celular dos vegetais realizada pelos fungos anaerébicos que colonizam
0 riumen, ocorre devido ao complexo celulossomo, que proporciona aos fungos
ruminais produzirem enzimas diversificadas com variagdes inter e
intraespecificas (COUGER et al., 2015), cuja atividade fibrolitica € superior a das
bactérias (LJUNDAHL et al., 2008).

A colonizacdo do material vegetal pelos fungos esta diretamente
relacionada ao tempo em gque 0s zodsporos levam para alcancar e se fixar no
substrato (EDWARDS et al., 2008), a degradacdo do substrato pode ser
potencializada pela complexidade quimica da sua composi¢cdo (SOLOMON et
al., 2016), as altas taxas de degradacdo dos componentes fibrosos resultam em
um aumento da producdo de AGCC e proteina microbiana, proporcionando
condi¢cbes favoraveis para o aumento da populacdo microbiana e atividade
enzimatica no ramen (PAUL et al., 2012).

A degradacdo de materiais lignoceluloliticos é potencializado com a
associacao dos fungos com outros grupos de microrganismos ruminais, devido
ao aumento da atividade enzimatica (WEI et al., 2015). A taxa de degradacéo
pode variar de acordo com a cepa fungica, o tipo de substrato e 0 a concentracao
de glicose dispersa no meio (WEI et al., 2017, SOLOMON et al., 2016).
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3.5. Suplementacdo com aditivos fungicos em dietas de ruminantes

A inclusdo de fungos ou enzimas fungicas na dieta de ruminantes pode
apresentar beneficios como a melhoria no balanco positivo da microbiota,
estabilizacdo do pH ruminal e possuir acédo fisica na degradacdo da parede
celular das plantas (ALZAHAL et al., 2014; TRIPATHI et al., 2007). Além disso,
a suplementacdo com esses eucariotos pode melhorar a fermentacdo dos
alimentos ensilados (LEE et al.,2015). A utilizacdo de aditivos fungicos apresenta
potencial promissor, pois permitiria a inclusdo de maiores propor¢cdes de
volumosos na dieta diminuindo os custos com a alimentacdo concentrada (NA;
LI; LEE, 2017). USAR O TERMO ADITIVOS INVES DE SUPLEMENTOS.

Muitos estudos tém avaliado o efeito da inclusdo de cepas de
Saccharomyces cerevisiae na alimentacdo de ruminantes. A utilizacdo desse
fungo pode melhorar a digestibilidade da fibra, aumentar a taxa de passagem
dos alimentos e estimular o consumo de matéria seca (ELGHANDOUR et al.,
2015; PUNIYA et al., 2015).

A suplementacao das dietas de vacas em lactacdo com 3g/dia/animal de
cepas de levedura aumentou a producdo de total de leite (33,0 kg/dia x 32,3
kg/dia) além de elevar o teor do valor de proteina no leite dos animais, entretanto
ndo foi observado diferencas no consumo de matéria seca (ROSSOW;
RIORDAN, T.; RIORDAN, A., 2017). Em contrapartida, ao testar a inclusédo de
1x101% UFC/animal dia de S. cerevisiae SC47 na alimentacédo de vacas lactantes,
nao foram verificadas alteragdes na producao e qualidade do leite (DEVRIES;
CHEVAUX, 2014).

A adicdo da cepa de S. cerevisiae SC47 na dieta de ovinos contendo 60%
de cevada na matéria seca (MS) n&o resultou alteracdes no consumo de matéria
seca e conversao alimentar (RAGHEBIAN et al., 2016). Entretanto, em outro
estudo desenvolvido por Dabiri et al., (2016), verificou-se que a suplementacéo
com essa levedura em ovelhas gestantes e lactantes, aumentou o desempenho
produtivo (168 g/dia vs. 109 g/dia), e estimulou o sistema imunoldgico das crias.

A proliferagdo da populacdo de leveduras do género S. cerevisiae no

rimen de vacas leiteiras contribui para o aumento das colbnias de bactérias
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fibroliticas como Fibrobacter succinogenes e Rumminococcus albus (ALZAHAL
et al., 2014). A melhoria da capacidade hidrolitica no ambiente ruminal quando
€ associado o uso desses inoculantes pode estar relacionado com a
estabilizacdo do pH ruminal, liberacdo de enzimas e a diminui¢cdo do potencial
redox do liquido ruminal proporcionado pelo aumento das células leveduriformes
(THRUNE et al., 2009; CHAUCHEYRAS-DURAND; FONTYM 2002). A reducéo
do potencial redox no liquido ruminal favorece melhores condi¢bes para o
desenvolvimento de microrganismos anaerdbicos, principalmente aquelas
sensiveis ao oxigénio, como as bactérias celuloliticas (CHAUCHEYRAS-
DURAND; WALKER; BACH, 2008).

A suplementacao com Orpinomyces sp., um fungo anaerébio do ramen,
em dietas de bovinos nao alterou o CMS dos animais (DEY et al., 2004).
Contudo, foi observado maior ganho de peso diario dos bufalos alimentados com
dietas compostas por 50% de palha de arroz adicionada de cepas de
Orpinomyces sp. C -14 e Piromyces sp. WNG-12, além de melhorar a conversao
alimentar (TRIPATHI et al., 2007).

Aspergillus oryzae € o fungo miceliano mais frequente avaliado quanto ao
potencial de utilizacdo na dieta de ruminantes (ELGHANDOUR et al., 2015;
PUNIYA et al., 2015). Estudos apontam que esse fungico estimulou o consumo
de matéria seca de vacas leiteira alimentadas com silagem de milho, melhorando
em 13% a produtividade desses animais durante os periodos avaliados (CHIOU;
CHEN; YU, 2002).

Sun et al. (2017) verificou aumento da proteina microbiana (3,75 mg/ml x
3,38 mg/ml) e dos &cidos graxos totais no ambiente ruminal de vacas leiteiras
alimentadas com dieta contendo 30% de volumoso associado a um suplemento
de A. oryzae, o que melhorou desempenho produtivo e maior produgéo de
energia.

Em outra pesquisa, Zicarelli et al. (2016) apds avaliar a resposta de cabras
suplementadas com A.oryzae criadas em pastagens nativas nao foi observado
diferenca na producdo de leite entre os grupos, entretanto foi verificado a
reducdo no teor de gordura e proteina no leite dos animais que receberam o

isolado fungico.
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Estudo realizado por Freitas (2018), apos avaliar ensaios de digestibilidade
in vitro de feno de Urochloa decumbens inoculados com cepas fungos isolados
do trato digestério de ovinos, verificou que as cepas de Trichoderma
longibrachiatum, promoveu incremento de 12,8% na digestibilidade do feno de
baixa qualidade, apresentando potencial promissor para desenvolvimento de
aditivo microbiano para dietas de ovinos criados em regides tropicais.

Santos Magaco et al., (2020), ao avaliar o efeito da incluséo de cepa de
Trichoderma longibrachiatum, isolada do trato digestorio de ovelhas alimentadas
com pastagens tropicais, em dietas de cordeiros desmamados alimentados com
dieta contendo 30% de feno de baixa qualidade. Os pesquisadores verificaram
que a administracéo do inoculante fangico promoveu maior ganho de peso total
dos animais (1,86 kg), além de ter demonstrado melhor lucratividade com o uso

da dieta associada ao aditivo microbiano.
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5. ARTIGO

5.1. Fungos do trato digestorio de ovinos melhoram a digestibilidade in
vitro da torta de macauba

Esse artigo foi elaborado de acordo com as normas da Revista Biocatalysis and Agricultural
Biotechnology
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Fungos do trato digestério de ovinos melhoram a digestibilidade in vitro da Torta de Macauba
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anstituto de Ciéncias Agrarias (ICA), Universidade Federal de Minas Gerais/UFMG, Av. Universitaria, 1000,
Universitario, Montes Claros, Minas Gerais, 39.404-547, Brasil.

RESUMO

Fungos do trato digestério de ruminantes poderiam hidrolisar materiais lignoceluloliticos e
promoverem melhor aproveitamento de nutrientes de dietas contendo coprodutos. No presente
estudo os objetivos foram analisar a a¢do de fungos do trato digestério de ovinos na utilizacéo
da torta de Macauba (TM) e avaliar a digestibilidade in vitro desse coproduto inoculado com
isolados de fungos celuloliticos selecionados. Inicialmente selecionou-se dois isolados de fungos
celuloliticos que apresentaram melhores taxas de degradabilidade da TM durante o processo de
fermentacé@o submersa. As fermentagfes foram realizadas em tubos contendo agua destilada e
TM como fonte de nutrientes. Foram avaliados pH final, biomassa flungica e degradabilidade do
substrato, sendo o0s isolados de Aspergilus niger, Paecilomyces sp., Trichoderma
longibrachiatum, os que apresentaram maiores taxas de degradacéo do material. Posteriormente
foram analisados os coeficientes de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra
em detergente neutro (DIVFDN) da TM inoculada com isolados de Trichoderma longibrachiatum
e Paecilomyces sp. selecionados na etapa anterior ou com a mistura deles. O grupo inoculado
com a mistura dos fungos apresentou um incremento na DIVMS e DIVFDN, de, respectivamente
19,75% e 38,51% quando comparados ao grupo controle. Dessa forma, a adicdo da mistura
desses microrganismos indica potencial promissor para desenvolvimento de aditivos microbianos
para serem utilizados na suplementacdo de ovinos alimentados com coprodutos com elevados

teores de fibras.

Palavras — chave: alimentacao animal; isolados fungicos, coprodutos, ruminantes, Acrocomia

aculeata
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1. INTRODUCAO

Com o constante aumento dos precos dos ingredientes que compdem a formulacéo
concentrada da dieta de ruminantes, a procura por ingredientes alternativos, que mantenham o
desempenho dos animais associado a reducao do custo, tem se intensificado (Azevedo et al.,
2012; Pimentel et al., 2012; Silva et al., 2016). Coprodutos podem ser empregados como
alternativa na substituicdo dos ingredientes nas dietas para animais de producéo, por conter
niveis satisfatérios de energia, proteina e fibra e, poderiam ser empregados como substitutos de
forma total ou parcial dos ingredientes comumente utilizados (Azevedo et al., 2014, Nicory et al.,
2015, Silva et al., 2015).

A torta de macauba (TM), residuo da extracdo do 6leo da casca e polpa do fruto da
palmeira (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Mart.), € um coproduto encontrado em regides
semidaridas do territério brasileiro. Andlises preliminares demonstram que esse coproduto pode
ser utilizado na alimentag&o de ruminantes devido ao seu alto teor de fibra em detergente neutro
e extrato etéreo; entretanto um dos entraves para a utilizagédo esté relacionado ao elevado teor
de lignina, que pode chegar a valores superiores a 10% da matéria seca (Rufino et al., 2011;
Azevedo et al., 2012; Rigueira et al., 2017).

Os microrganismos ruminais possuem uma relacdo de simbiose com hospedeiro. A
microbiota ruminal atua convertendo substancias de menor valor biolégico como a celulose,
hemicelulose e a ambnia em compostos utilizdveis pelos ruminantes, como &cidos graxos
volateis, aminoacidos, vitaminas e outras substancias necessérias ao crescimento e a produgéo

de carne, leite e & (Kamra, 2005; Oliveira et al., 2007).

Os fungos que colonizam o rimen possuem papel substancial na digestdo de materiais
fibrosos, degradando os polissacarideos mais complexos (Wei et al., 2016). Estudos comprovam
que dietas contendo altas proporcdes de fibras estimulam o desenvolvimento de populactes
fungicas no ambiente ruminal, uma vez que a degradagéo dos componentes lignoceluloliticos da
dieta dos ruminantes se da pela atividade mecéanica e enzimatica desempenhada pelos fungos

desse ecossistema (Wei et al., 2016; Abréo et al., 2014).

Neste estudo, os objetivos foram selecionar e analisar a acdo de fungos do trato
digestorio de ovinos na utilizagdo da TM como Unica fonte de carbono em fermentacdes
submersas e avaliar a digestibilidade in vitro desse coproduto inoculado com isolados de fungos

celuloliticos selecionados.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolados fungicos avaliados

Os fungos micelianos Aspergilus terreus, Aspergilus niger, Paecilomyces sp.,
Trichoderma longibrachiatum e o isolado leveduriforme Rhodotorula mucilaginosa avaliados
neste experimento, foram provenientes do trato digestério de borregos e ovelhas Santa Inés
alimentados em pastagens de Panicum maximum cv. Tanzania (Freitas et al., 2012) ou feno de
Cynodon dactylon cv. Vaqueiro no norte de Minas Gerais, Brasil, durante o periodo seco do ano
(Freitas et al., 2017). Os isolados flingicos foram previamente identificados através da técnica de
microcultivo e avaliacdo das caracteristicas micromorfoldgicas, de acordo com o método descrito
por De Hoog (2000).

Conforme relatado em Abré&o et al. (2014), para a identificagdo molecular dos isolados
fungicos, a regido ITS do rDNA foi amplificada a partir do DNA extraido por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando os primers ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), de acordo com o método descrito por White et al. (1990).
Utilizando um NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies), os produtos de PCR purificados
foram ensaiados e as reacdes de sequenciamento foram realizadas em DYEnamicTM
(Amersham Biosciences, EUA) associado ao sistema de sequenciamento automatizado
MegaBACETM 1000.

As sequéncias obtidas foram aparadas para qualidade utilizando o software Bioedit
Versdo 7.2.5 e Asparargim (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) das regiées de baixa
qualidade (Score Phred <20), e a montagem das contigs das sequéncias nucleotidicas obtidas
foi editada e comparada com sequéncias depositadas no banco de dados GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), usando o programa Blast N (Altschul et al. 1997).

Com base nas caracteristicas morfolégicas, aspectos micromorfolégicos e analise
filogenética, os isolados com similaridade de 99% ou mais a uma sequéncia previamente
depositada foram considerados pertencentes a mesma espécie. As sequéncias foram
depositadas no GenBank, e os isolados foram identificados conforme detalhado na Tabela 1
(Vieira, et al., 2016; Freitas, 2018). Apés a identificacdo, as culturas foram preservadas conforme

metodologia descrita por Castellani (1967).
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Tabela 1: Identificacdo molecular de fungos micelianos isolados do trato digestdrio de ovinos criados em pastagens tropicais

Identificacdo
[n° Acc. Genbak]

Identificacdo dos isolados

Resultado BLAST [n° Acc. Genbak] e numero de

acesso

Aspergillus niger
Aspergillus terreus
Paecilomyces sp.
Rhodotorula mucilaginosa*

Trichoderma longibrachiatum

0154

045M1

OovSs22

0166

ICAUFMG LT 001

Sem numero de acesso

A. terreus Ef6 [KX 816799.1]

Sem nimero de acesso

R. mucilaginosa SM6-1 [KU316790.1]

T. longibrachiatum SKF-3 [KX463453.1]

Nota: ldentificacdo conduzida usando pesquisas BLASTN do D1/D2 do gene rRNA de levedura*; identificagdo conduzida usando

pesquisas BLASTN do ITS e ITS1 do gene rRNA de fungos micelianos.

Fonte: Autoral, 2023.
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2.2. Coproduto utilizado

A Torta de Macauba - Acrocomia aculeata (TM) foi adquirida na Cooperativa de Agricultores
Familiares e Agroextrativista Ambiental do Vale do Riachdo LTDA, cooperativa que beneficia o fruto
da macauba para producao de biodiesel na regido Norte de Minas Gerais. O clima da regido é
classificado como tropical imido, com veréo seco de acordo com a classificagdo de Képpen (Alvares
et al.,, 2014), marcada por uma estacdo seca de abril a outubro e um periodo de chuvas
compreendido entre novembro a margo. O material foi seco, moido em moinho de facas Willy e
peneirado até um tamanho de particula de 1 a 3 mm. Posteriormente as amostras foram submetidas

a andlise de composicdo quimica.

As amostras foram analisadas de acordo com as metodologias descritas pela Association
of Official Analytical Chemists (AOAC, 1997) para MS (método 934.01), cinzas (método 942.05),
proteina bruta (CP, método 954.01) e extrato etéreo (EE, método 920.39). As analises de fibra
detergente neutro (FDN), (Van Soest et al., 1991) e fibra detergente acido (ADF) (AOAC, 1997,
método 973.18) foram realizadas usando uma unidade ANKOMZ200 Fiber Analyzer (ANKOM
Technology Corporation, Fairport, Nova York, EUA). O teor de lignina foi obtido por hidrélise acida,
conforme descrito anteriormente por Van Soest (1965). A composicdo do material com base na

matéria seca encontra-se descrita na Tabela 2.
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Tabela 2: Composicdo bromatoldgica (g/kg de MS) da torta de macaudba utilizada, proveniente

cooperativa de agricultores familiares e agroextrativista ambiental do vale do Riachdo LTDA

Constituintes Torta de Macalba
MS (g/kg de MN) 945,22
FDN (g/kg de MS) 550,54
FDA (g/kg de MS) 225,92
Lignina (g/kg de MS) 113,02
PB (g/kg de MS) 68,89
CNF (g/kg de MS) 79,53
Celulose (g/kg de MS) 112,90
Hemicelulose (g/kg de MS) 324,62
EE (g/kg de MS) 242,05
Minerais (g/kg de MS) 58,99
Matéria Orgéanica (g/kg de MS) 941,00

Nota: MS: matéria seca; MN: matéria natural; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em

detergente &cido; PB: proteina bruta; EE: extrato etéreo; CNF: Carboidratos néo fibrosos.

Fonte: Autoral, 2023.

2.3. Experimento 1 - Selecéo de isolados de fungos do ambiente ruminal para a degradacéo

datorta de macauba durante fermentacdo submersa

Inicialmente realizou-se fermentac8es submersas para selecionar os isolados fungicos com
melhor taxa de degradacéo da TM como Unica fonte de carbono e posteriormente avaliar a dindmica

fermentativa das duas melhores cepas selecionadas na etapa anterior.

Os fungos foram cultivados em meio agar Sabouraud Dextrose (KASVI®, Teramo, ltalia)
acrescidos de clorafenicol (150 mg/L) por até sete dias a 37° C. A cultura esporulada dos fungos
micelianos e as massas de células leveduriformes foram suspensas em solugéo salina a 0,85%
acrescidas de Tween 80 a 0,1%, para a contagem de unidades formadores de colénias (UFC/mL)
em agar Sabouraud Dextrose (KASVI®, Teramo, Italia), para padronizacdo dos in6culos contendo
107 UFC/mL.
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As fermentacfes ocorreram em tubos de ensaio com capacidade para 150 mL, que foram
pesados apoOs serem secos em estufa a 105° C por 24 horas, em meio contendo 3 gramas da TM
acondicionados em saquinhos de tecido ndo tecido (TNT) de 3 x 5 cm e gramatura de 100 pm,
previamente secos em estufa a 105° C, devidamente pesados e vedados em maquina seladora. O
material avaliado foi adicionado a 30 mL de agua destilada sendo inserido nos tubos de ensaio e

autoclavado a 120° C e 1 atm por 20 minutos (Duarte et al., 2021).

Posteriormente, 3 mL da solugéo contendo os esporos flngicos padronizados a 107 UFC/mL
foram inoculadas nos tubos segundo metodologia descrita por Rizzatti (2001). Os tubos de ensaio
foram incubados a 39°C em incubadora Shaker de bancada (NT712, Novatecnica, Sao Paulo -

Brasil) com agitacéo orbital a 120 rpm por 4 dias.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo nesta etapa
testados cinco isolados flngicos e o grupo controle, onde foram realizadas cinco repeticées para
cada tratamento. O grupo controle foi padronizado conforme descrito acima, porém, sem a adigao
da suspenséo de fungo. Os tubos controles tiveram seus volumes completados com 3 mL de solugéo

salina a 0,85%.

2.3.1. Determinacdo da massa fungica, degrada¢cao do substrato e pH final

Para a determinacdo da degradabilidade da TM, os saquinhos de TNT contendo os
substratos foram colocados em placas de Petri e desidratados em estufa de secagem a 45°C (TE —
394/3, TECNAL, Sao Paulo - Brasil) durante 4 dias. Para a quantificacdo da biomassa fangica os
tubos de ensaio contendo a agua residual e a massa produzida pelos fungos foram colocados em
estufa a 105° C, até a obtencéo do peso constante. O pH das amostras foi mensurado antes e apés

as fermentacg0es utilizado o potencidmetro digital (PG1800, Gehaka, S&o Paulo - Brasil).

O valor da biomassa fungica foi mensurada de maneira direta em balanca analitica pela
diferenca entre os pesos dos tubos de ensaios com as biomassas flingicas e os pesos dos tubos

vazios. Ja o valor da degradacéo do material foi calculado a partir da seguinte férmula:
Degradacéo (%) = [((x.TM. trat.) — (x.TM. cont.)) x 100)] / x. TM inicial

Onde:

X.TM. trat.: média da TM apds a degradagéo pelo isolado fungico (g);

X.TM. cont.: média da TM no controle (g);

X.TM inicial: média do peso da TM acondicionada no saco de TNT.
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2.4. Experimento 1.2 — Cinética fermentativa dos isolados fungicos selecionados durante

fermentacdo submersa

O experimento para avaliagdo da cinética fermentativa seguiu a mesma metodologia
descrita anteriormente, entretanto foram avaliados os isolados Paecilomyces sp. e T.
longibrachiatum que apresentaram melhor degradacdo da TM e maior produgcédo de biomassa na
etapa anterior. Este ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial (3 x 5), sendo avaliado trés tipos de indculos, sendo um grupo controle e dois isolados
fungicos, e cinco periodos de fermentacéo. Utilizaram-se cinco repeti¢cdes, considerando os tempos
de 0, 24, 48, 72 e 96 horas de incubacéo. As variaveis observadas foram o potencial hidrogeniénico

do meio, crescimento de massa fungica (biomassa) e porcentagem de degradac¢éo do substrato.

2.5. Experimento 2 - Digestibilidade in vitro de torta de macauba (Acrocomia aculeata)

inoculada com fungos micelianos isolados do trato gastrointestinal de ovinos

Os fungos selecionados para serem utilizados nesta etapa foram da espécie Paecilomyces
sp., T. longibrachiatum pois apresentaram melhores indices de degradacgéo da torta de macauba e
elevada producéo de biomassa fungica na etapa de fermentag&o submersa, além de serem isolados

que nao produzem micotoxinas.

2.5.1. Coleta de fluido ruminal

Para o ensaio de digestibilidade in vitro, foram coletados o conteddo ruminal de cinco
carneiros ¥ Dorper x Santa Inés, com aproximadamente 5,5 meses de idade e 35 Kg de peso
corporal. Esses animais eram alimentados com uma dieta formulada para atender o requerimento
de nutrientes para animais jovens com um ganho médio diario de 350 gramas/dia, de acordo com
National Research Council (2007), contendo 40% de volumoso e 60% de concentrado e mistura

mineral.

Os animais foram abatidos no frigorifico com inspe¢do nacional seguindo todos os
protocolos de bem-estar animal exigidos pela legislagdo vigente. Apds a coleta e antes de iniciar o
processo de digestibilidade in vitro foram realizadas analises fisico-quimicas do liquido ruminal
(Dirksen, 1993), sendo obtidos como resultado tempo de reducao de azul de metileno, média de 1
minuto, coloracdo castanho oliva, valor médio de pH correspondente a 6,2, odor aromatico e

viscosidade espessa resultando em um diagnéstico de um suco ruminal muito ativo.
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2.5.2. Digestibilidade in vitro da matéria seca e da fibra em detergente neutro da torta de
Macauba

Para preparacgéo dos inéculos, os fungos foram cultivados em caldo Sabouraud Dextrose
(KASVI®, Teramo, Italia) a 39°C durante 48 h e padronizados na concentragcao aproximada de 107

unidades formadoras de colonias UFC/mL.

Foram avaliados os coeficientes de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da
fibra em detergente neutro (DIVFDN) da torta de macauba, segundo a metodologia relatada por,
Tilley e Terry (1963) e as modificagbes descritas por Holden (1999), utilizando simulador ruminal
(TE-150, TECNAL Equipamentos Cientificos, Sdo Paulo, Brasil).

Esse aparelho € composto por quatro cAmaras de vidro (2,500 mL) para incubacgéo a 39°C
e rotacéo constante. Cada caAmara recebeu um dos tratamentos, contendo dez saquinhos Ankon F-
57 com 0,5 gramas da torta de macauba moida e padronizada a 1mm de didmetro (Nocek e Russell,
1988). Em cada camara fermentativa foi inoculado 100 mL de caldo Sabouraud estéril (controle) ou
contendo inéculos com a concentracdo de 107 UFC/mL do Trichoderma longibrachiatum,

Paecilomyces sp. ou a mistura dos fungos (MIX) contendo 50 mL de cada um dos isolados.

As amostras foram incubadas com cada in6culo e o liquido ruminal acrescido de solugao
tampé&o de McDougall por 48 horas (proporcéo 1:3). Apés esse periodo, foram adicionados pepsina
e acido cloridrico, para simulagédo da digestdo quimica e incubou-se por mais 24 horas. Ao final
desse processo os saquinhos foram lavados com agua destilada, secos em estufa de circulagcéo

forcada a 55° C por 24 horas, posteriormente em estufa de 105° C por duas horas e pesados.
A determinac¢éo da DIVMS foi obtida pela formula (Ankon, 2014):
% DVIVMS (base de MS) = 100 — (W3 - (W1 x C1)) / (W2 x MS) x 100.

Onde: W1 = Peso saco vazio; W2 = peso da amostra; W3 = peso saco + residuo depois da
incubacéo; W3 = peso saco + residuo depois da incubagédo; C1 = corre¢do da amostra branco (peso

final seco em estufa / peso inicial) e MS= Matéria seca.

Para determinacédo da DIVFDN, os saquinhos lavados foram encaminhados ao digestor para
fibras em sacos de extracao (MA 444/Cl, Marconi Equipamentos para Laboratério LTDA, S&o Paulo,
Brasil) em solucéo de FDN durante uma hora a 90°C, seguida de duas lavagens com agua destilada
por 10 minutos e acetona por 15 minutos (AOAC, 1997, método 973.18). Posteriormente foram
desidratados em estufa de circulacdo forcada de ar a 55°C por 24 horas e 2 horas em estufa a
105°C, para obter o peso seco. A formula utilizada para se obter a %DIVFDN foi a mesma para se

determinar a %DIVMS, fazendo as substituicdes dos valores (Ankon, 2014).
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2.5.3. Coleta e quantificacdo de fungos micelianos

Durante o ensaio de digestibilidade in vitro no simulador de rimen (TE-150 - TECNAL®),
foram realizadas coletas do fluido ruminal, no tempo zero, as 24 horas e as 72 horas para a
realizacdo de uma andlise descritiva da populagdo flingica durante o procedimento de
digestibilidade. Foram coletados 30 mL do fluido ruminal, de cada jarra fracionados em trés seringas
estéreis de 10 mL. Cada seringa foi lacrada, identificada, armazenada em caixa isotérmica com gelo

e encaminhadas imediatamente para as analises.

O cultivo foi realizado para mensurar a quantidade de unidades formadoras de col6nia (UFC)
de fungos micelianos por mL de fluido ruminal. Para a realizacdo dessa quantificacdo foram
realizadas diluicdes decimais seriadas do fluido ruminal. Ap6s cada diluicdo os tubos foram
homogeneizados durante trés minutos e aliquotas de 100 microlitros foram inoculadas em placas
estéreis contendo agar Sabouraud Dextrose (KASVI®, Teramo, Itdlia). Os indculos foram
homogeneizados com al¢as de Drigalski estéreis e as placas foram incubadas em estufa BOD a
39°C e monitoradas para afericdo do numero de colbnias fangicas por até 21 dias (Kurtzman;
Fell,2011; da Silva Lacaz et al., 2002).

2.6. Andlise estatistica

ApOs teste de normalidade e homogeneidade, os dados obtidos na etapa de fermentagdo
submersa foram avaliados e submetidos a analise de variancia e as médias comparadas a 5% de

significancia pelo teste de Skott — Knott.

Os dados obtidos durante o ensaio de cinética fermentativa foram submetidos a analise de
variancia em esquema de fatorial considerando os trés grupos avaliados, os cinco periodos e a
interacdo entre os tratamentos e periodos. Os resultados de pH, producdo de biomassa e
degradacé@o do substrato foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05 pelo
teste de Skott — Knott.

Além disso, quando foram detectadas variagfes significativas entre os periodos, também
foram avaliados os modelos de regresséo linear, quadratica, exponencial ou polinomial. Utilizou-se
0 pacote estatistico SAEG (Sistema para Analises Estatisticas, Versao 9.1: Fundacao Arthur

Bernardes - UFV - Vigosa, 2007) para analisar os dados.

Para o ensaio de digestibilidade in vitro, apos teste de normalidade e homogeneidade, os
dados dos coeficientes de digestibilidades foram submetidos a analise de variancia e as médias
foram comparadas pelo teste de Skott — Knott. As diferencas foram consideradas significativas
guando p<0,05. Os dados foram analisados utilizando o Sistema para Analises Estatisticas, SAEG,

Versao 9.1.
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3. RESULTADOS

3.1. Experimento 1.1. - Selecdo deisolados de fungos do ambiente ruminal para a degradacéo

da torta de macauba durante fermentagao submersa

Os isolados de A. niger e Paecilomyces sp. promoveram maior degradacdo TM quando
comparado as demais cepas flingicas avaliadas (p<0,05) (Tabela 2). O isolado de Paecilomyces sp.
proporcionou maior alcalinizacdo do meio em relagdo aos demais inoculantes. Diferentemente os
isolados de A. terreus, A. niger e T. longibrachiatum apresentaram os menores valores de pH
(Tabela 2, p<0,05).

Tabela 3: Valores médios de pH, biomassa flungica e degradabilidade do substrato, coletadas apés
96 horas de fermentacdo submersa da TM sob agitacdo a 120 rpm a 39°c inoculada com diferentes

fungos autdctones isolados do ambiente ruminal de ovinos

i Biomassa Degradacéo
Inéculos pH o dp dp
Fungica (g/L) da T™ (%)

Controle sem Fungos 555c 0,00 c - 0,00 c -

Rhodotorula mucilaginosa 585b 2,086 b 0,02 3,49 b 0,04
Aspergillus terreus 5,65¢ 1,167 b 0,02 4,38b 0,03
Aspergillus niger 547 c 4,921 a 0,04 6,55 a 0,03
Trichoderma longibrachiatum 5,70 c 3,512 a 0,03 480b 0,03
Paecilomyces sp. 6,18 a 3,880 a 0,04 5,58 a 0,03

Nota: Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste Skott — Knott (p
< 0,05). dp= Desvio Padrao

Fonte: Autoral, 2023.

A producgédo de biomassa dos isolados de A. niger, Paecilomyces sp. e T. longibrachiatum,
foi significativamente maior do que aquela observada para os isolados A. terreus e R. mucilaginosa
(Tabela 2).
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3.2. Experimento 1.2 - Cinética fermentativa dos isolados fungicos selecionados durante

fermentacdo submersa

Houve diferenca do valor de pH em funcdo do tempo para as fermentac6es utilizando os

inoculos dos fungos avaliados (p<0,01), apresentando um modelo regresséo polinomial (Figura 1).

Diferentemente, as fermentacdes sem o uso desses inoculantes apresentaram valor de pH

constante em funcao dos periodos.
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Figura 2: Comportamento do pH final das fermentacBes da torta de macauba inoculada por

Trichoderma longibrachiatum ou Paecilomyces sp. ao longo dos quatro periodos de incubaces.

Fonte: Autoral, 2023.
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Observou-se diferenca na degradabilidade da TM em fun¢éo do tempo durante o processo
de fermentacgéo utilizando os inéculos avaliados (p<0,01), apresentando um modelo de regressao

linear (Figura 2). Nao houve degradacdo da TM no grupo controle.
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Figura 3: Valores médios das degradacdes da torta de macauba inoculada com isolados

Trichoderma longibrachiatum ou Paecilomyces sp. ao longo de quatro dias de fermentacéo.

O valor da biomassa fungica foi influenciada pelo tipo de isolado fungico avaliado e tempo
de fermentacéo (p<0,01), sendo o modelo de regresséo linear que se ajustou melhor para expressar

a producgédo de biomassa (Figura 3).
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Figura 4: Biomassa fangica (g/L) produzida pelo Trichoderma longibrachiatum e Paecilomyces sp.

inoculados em meio contendo torta de macauba ao longo de quatro dias de fermentacgéo.

Fonte: Autoral, 2023.

3.3. Experimento 2 - Digestibilidade in vitro de torta de macalba (Acrocomia aculeata)

inoculada com fungos micelianos isolados do trato gastrointestinal de ovinos

A DIVMS da TM variou de 44,70 a 53,53%. Entretanto a inoculacéo do fluido ruminal com a

mistura dos isolados de T. longibrachiatum e Paecilomyces sp. proporcionou maior DIVMS deste

coproduto. A DIVFDN foi influenciada pela utilizacdo dos inoculantes. que proporcionaram maiores

médias quando comparado a fermentacao sem o uso desses fungos (Tabela 3, p <0,01).
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Tabela 4: Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro (DIVFDN)
da TM inoculada com fungos micelianos provenientes do trato digestorio de ovinos

Inéculos DIVMS (%) dp DIVFDN (%) dp

Controle sem Fungo 44,70 c 3,20 32,22 b 6,32
Trichoderma longibrachiatum 50,21 b 2,52 43,55 a 2,97
Paecilomyces sp. 49,67 b 3,10 41,26 a 2,37
MIX de fungos 53,53 a 2,64 44,63 a 2,02

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

nivel de 5% de probabilidade. dp= Desvio padréao

Fonte: Autoral, 2023.

3.3.1. Quantificagédo de fungos micelianos

Constatou-se a presenca de fungos nos cultivos realizados em ambos os periodos de coleta
de fluido ruminal para amostras avaliadas no inicio da fermentagdo, 24 e 72 horas. Notou-se uma
contagem acima de 10* UFC/mL de fungos micelianos no fluido ruminal sem inoculagédo das cepas
selecionadas, indicando que a populacao flingica estava naturalmente presente no fluido ruminal do

ovino.

Observou-se a presenga de populagfes flingicas em ambos os tratamentos apés 72 horas
em que foi adicionado &acido cloridrico 6N para reduzir o pH, simulando as condi¢cdes do abomaso.
Entretanto, a maior contagem foi obtida no tratamento inoculado com o MIX fangico, quando foi

possivel observar colénias compativeis com T. longibrachiatum e Paecilomyces sp.
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4. DISCUSSAO

ApOs 96 horas de fermentagdo, os valores de pH estiveram entre 5,47 e 6,18 para os
isolados flngicos avaliados, de acordo com Kubicek e Harman (1998) o crescimento 6timo para
fungos lignoceluliticos ocorre no intervalo de pH entre 4 e 6,5. Para o género Trichoderma essa faixa
esta entre pH de 4 e 5 (Chahal et al., 1992), ja para o género Paecilomyces, o pH que mais favoravel

a producédo de biomassa estaria entre 5 e 6 (Sharma et al., 2014).

Durante a avaliagcdo da cinética de crescimento dos isolados de T. longibrachiatum e
Paecilomyces sp. foi possivel observar reducdo do pH logo apés a inoculacdo e decorridas as
primeiras 24 horas de fermentacdo. Essa queda do pH indicou a atividade fermentativa dos isolados

testados, e esta atribuida a produgéo de acidos pelos fungos (Chahal et al., 1992).

Os isolados de A. niger, Paecilomyces sp. e T. longibrachiatum foram os mais eficientes na
degradacdo da TM, e consequentemente maiores taxas de crescimento, sugerindo melhor
adaptacdo para degradacéo desse substrato lignocelulolitico. Essa adaptacéo prévia pode estar
relacionada ao fato desses microrganismos terem sido selecionados do trato gastrointestinal de
ovinos criados em pastagens tropicais durante o periodo seco do ano (Freitas et al., 2017; Freitas
etal., 2012).

A producdo de biomassa flngica e a taxa de degradabilidade da TM dos isolados de
Paecilomyces sp. e T. longibrachiatum apresentaram aumento linear, demonstrando que a utilizagcao
do substrato pelos fungos aumentou com tempo de fermentacdo. O aumento gradativo da produgéo
de biomassa em fungéo do tempo de fermentacéo foi também relatado por Sharma et al., (2014),
que ao avaliar o crescimento do P. lilacinus (isolado 6029) em torta de Pongamia pinnata durante

dez dias, observaram produ¢do méaxima de biomassa (10,55 g/L) no final do periodo fermentativo.

Ao considerar a maior biomassa produzida por Paecilomyces sp. e T. longibrachiatum, neste
presente estudo, € possivel afirmar que esses isolados apresentam bom potencial de
aproveitamento da TM, mesmo este coproduto contendo reduzidos teores de proteina e carboidratos
ndo fibrosos. Resultados semelhantes foram relatados por Kumhar et al., (2014), que observaram
valores de producéo de biomassa de Trichoderma viride (KBN 24) de 148,04 g, 126,87g e 114,799

ao utilizar respectivamente os graos de arroz, trigo e milho como substrato.

A escolha dos isolados de T. longibrachiatum e Paecilomyces sp. para a elaboragédo dos
indculos utilizados no ensaio de digestibilidade in vitro, foi atribuida & maior degradabilidade da TM
desses isolados quando comparado aos demais fungos avaliados no ensaio de fermentagdo
submersa. O que corrobora com os resultados encontrados por Martins Janior et al. (2023), que
observaram que isolados de Trichoderma sp.e Paecilomyces sp. isolados do trato gastro intestinal
de ovinos, apresentaram maior atividade celulolitica, quando avaliado a taxa de crescimento desses
isolados em meio de cultura composto por celulose como Unica fonte de nutriente. Adicionalmente
ndo existe registros de contaminagédo por micotoxinas produzidas por essas espécies de fungos

para humanos e animais (Bokhari et al., 2009).
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O isolado de A. niger também apresentou elevadas taxas de degradacdo da TM, entretanto
nado foi selecionado para etapa de digestibilidade in vitro uma vez que fungos dessa espécie
apresentam elevado potencial de produgdo de &cido 3-nitropropidnico (Blumenthal, 2004),
ocratoxina A (Frisvad et al., 2018) e fumonisina B2 (Gil-Serna et al., 2019) que podem ocasionar

graves micotoxicoses aos animais quando ingeridos.

Contudo, este género flingico pode ser empregado em diversos ramos da biotecnologia por
secretar acidos organicos, proteinas e metabolicos secundarios que podem ser utilizados como
biossufarctantes, na producdo de biocombustiveis derivados de material vegetal e producdo de
compostos quimicos que podem ser utilizados na agricultura e indUstria farmacéutica (Cairns et al.,
2021; Cairns et al., 2018).

Estudos relatam os efeitos téxicos que o alto teor de acidos graxos insaturados pode causar
sobre a populagdo microbiana do rimen, afetando diretamente o desenvolvimento das bactérias
gram — positivas, especialmente aquelas que apresentam atividades celuloliticas (Nagaraja et al.,
1997) e protozoarios ruminais (Rufino et al., 2011), prejudicando assim a degradabilidade da fibra
por esses microrganismos (Harvatine e Allen, 2006). Resultados obtidos pelo presente estudo
demonstram que os isolados fungicos avaliados podem néo ser afetados pelos efeitos deletérios
causados pelo excesso de &cido graxos insaturados encontrado na TM, resultando em uma maior

taxa de DIVMS do material avaliado.

Fungos dos géneros Trichoderma e Paecilomyces tém apresentado expressivas producfes
de enzimas como: p-glucosidase (Li et al., 2016), xilanases (Toth et al., 2013), carboximetilcelulase,
avicelase, B-Glucosidase, B-Xilosidase, a-Arabinofuranosidase, p-Galactosidase (Morgavi et al.,
2000), hemicelulases, pectinases (Schuster et al., 2010; Patil et al., 2012 ), xiloglucanases (Tribak
et al., 2002), lacases (Kluczek-Turpeinen et al.,, 2007), tanases (Battestin e Macaedo, 2007),
celulases (Almeida et al. 2014), fitases e amilases (Herrera Bravo de Laguna et al., 2015). Essas
enzimas que sdo importantes na degradacéo da parede celular vegetal e de estruturas complexas

presentes nas plantas (Liu et al., 2017).

Nesta pesquisa, a maior taxa de DIVMS e DIVFDN observada com a inoculacdo dos
isolados de T. longibrachiatum e Paecilomyces sp. em relagdo aquela encontrada para o grupo que
nao recebeu os inoculantes (Tabela 3), corrobora com os estudos realizados por Schons et al.,
(2012) que ao inocular farelo de sorgo com P. variotii constatou produ¢éo 1,87 U/mL de tanase, o
que pode proporcionar uma melhoria no valor nutritivo deste material, aumentando seu
aproveitamento pelos animais. Nurudeen et al., (2015) avaliaram produc¢éo de carboximetilcelulase
por T. longibrachiatum utilizando a biomassa de sorgo forrageiro, e verificaram producdo de 1,82
U/mL dessa enzima. Desta forma, neste presente estudo, a maior producdo dessas enzimas poderia

ter contribuido para a melhor degradacédo da TM.

O incremento na digestibilidade da torta de macaiba em 19,75% com a inclusdo do MIX

dos fungos T. longibrachiatum e Paecilomyces sp. estaria atribuido a melhor degradacéo da fragao
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fibrosa e proteina bruta desse coproduto pela acdo de hidrélise das enzimas dos dois fungos,
disponibilizando para os microrganismos do fluido ruminal os nutrientes prontamente digestiveis

presentes no coproduto.

Os resultados observados evidenciam o potencial da utilizacdo desses isolados fangicos
como aditivo microbiano em dieta de ruminantes alimentados com coprodutos e corrobora com
outros estudos que avaliaram a inclusdo de extratos enzimaticos fungicos na digestibilidade de
ingredientes fibrosos. Morgavi et al., (2000) ao analisar as interag8es entre enzimas ruminais e 0s
complexos enziméticos sintetizados pelo T. longibrachiatum em dieta de bovinos, constataram
sinergismo entre as enzimas, sendo possivel observar aumento da hidrélise da celulose, xilana e da

silagem de milho em 35, 100 e 40%, respectivamente.

A suplementacdo de enzimas fungicas também tem favorecido a digestibilidade in vivo de
dietas com alto teores de fibra na sua composicdo. A suplementacdo exdgena de xilanase e
glucanase produzidas por fungos do género Trichoderma spp. em dietas de caprinos promoveu o
incremento de 10% da DIVMS de dietas formuladas com 30% de palha de arroz (Yuangklang et al.,
2017). Resultados semelhantes foram reportados para bufalos alimentados com silagem Avena
sativa e suplementados com celulases e xilanases secretadas por Trichoderma reesei, constatando

aumento de digestibilidade in vivo em 17,5% (Nawaz et al., 2016).

Estudos que avaliaram a utilizacdo de fungos do género Paecilomyces como aditivo
microbiano melhorador da digestibilidade de ingredientes que compde a dieta de ruminantes nao
séo encontrados na literatura. O uso desse fungo ou suas enzimas é comumente empregado para
controle biol6gico de nematddeos (Yang et al., 2015; Hussain et al., 2012; Yang et al., 2011) e como
componentes do processo de compostagem e degradacdo de componentes organicos (Nakasaki et
al., 2015; Wang et al., 2010; Sampedro et al., 2009).

Observou-se o crescimento dos fungos micelianos aerobios e anaerobios facultativos
mesmo no liquido ruminal sem a inoculagdo dos isolados avaliados, corroborando outros estudos
gue reportaram que o fluido ruminal é naturalmente colonizado por cepas fungicas. Resultados
similares foram descritos em estudos que observaram a presenga de fungos no liquido ruminal de
ovinos, caprinos (Abrao et al. 2011) e bovinos de corte criados em pastagens tropicais (Abréo et al.
2014; Almeida et al. 2012).

ApGs 72 horas de digestibilidade em que foi adicionado o acido cloridrico para simular as
condicdes de digestdo acida do abomaso, constatou-se a presenca de colénias compativeis com T.
longibrachiatum e Paecilomyces sp. nos grupos que receberam os inoculantes. Para a Food and
Agriculture Organization/World Health Organization (FAO/WHOQ), um dos parametros considerados
para o enquadramento de um produto como probidtico, seria a sobrevivéncia do microrganismo a

acidez gastrica comprovada por meio de ensaios laboratoriais.
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Esse resultado pode sugerir potencial biotecnol6gico dos isolados de T. longibrachiatum e
Paecilomyces sp. no desenvolvimento de aditivos microbianos para auxiliarem no aproveitamento
de dietas de ovinos com alto teor de fibra de baixa digestibilidade. Colocar todas as caracteristicas

do fungo para utilizacdo como aditivos.
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5. CONCLUSAO
Os isolados de A. niger, T. longibrachiatum e Paecilomyces sp. do trato digestdrio de ovinos
apresentaram melhores indices de degradacdo da TM como fonte Unica de carbono em processo

de fermentacdo submersa.

A adi¢do do MIX de isolados de T. longibrachiatum e Paecilomyces sp. eleva a DIVMS da
TM. Dessa forma, a inclusdo desses fungos apresenta potencial para elaboracéo de probiético ou

aditivo microbiano para ovinos alimentados com ingredientes com alto teor de fibras e extrato etéreo.

Futuros estudos devem avaliar o desempenho de borregos alimentados com torta de

Macauba e suplementados com o MIX de fungos isolados do ambiente ruminal.
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MATERIAL SUPLEMENTAR
Tabela 5: Valores médios de pH durante o periodo de fermentacao da torta de macauba inoculada

com os fungos autdctones isolados do ambiente ruminal de ovinos

Tempo (horas)

In6culos
0 24 48 72 96
Controle sem Fungo 5,41 Aa 5,41 Aa 5,41 Aa 5,44 Ab 5,44 Ab
Trichoderma longibrachiatum 5,12 Dc 5,01 Ec 5,21 Cb 5,60 Ba 5,64 Aa
Paecilomyces sp. 5,17 Cb 4,99 Eb 5,06 Dc 5,25 Bc 5,45 Ab

Nota: Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na coluna, e médias seguidas pela mesma letra
mailscula, na linha, néo diferem entre si pelo teste Skott — Knott (p < 0,05). (Coeficiente de Variagédo
(CV) 1,05%).

Fonte: Autoral, 2023.

Tabela 6: Valores médios da degradabilidade do substrato (%) durante o periodo de fermentacéo

da torta de macauba inoculada com os fungos autoctones isolados do ambiente ruminal de ovinos

Tempo (horas)

In6culos
0 24 48 72 96
Controle sem Fungo 0,00 Aa 0,00 Ab 0,00 Ac 0,00 Ac 0,00 Ac
Trichoderma longibrachiatum 0,00 Ca 0,00 Cb 2,01 Ba 3,27 Aa 4,11 Aa
Paecilomyces sp. 0,00 Da 0,70 Ca 2,66 Bb 3,60 Bb 5,31 Ab

Nota: Médias seguidas pela mesma letra minUscula, na coluna, e médias seguidas pela mesma letra

maiulscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste Skott — Knott (p < 0,05). (CV 40,29%).

Fonte: Autoral, 2023.
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Tabela 7: Valores médios de biomassa fangica (g/L) durante o periodo de fermentacéo da torta de

macauba inoculada com os fungos autdctones isolados do ambiente ruminal de ovinos

Tempo (horas)

In6culos
0 24 48 96
Controle sem Fungo 0,00 Aa 0,00 Ab 0,00 Ac 0,00 Ac 0,00 Ac
Trichoderma longibrachiatum 0,00 Da 00,00Db 1,875Cb 2,764 Bb 3,348 Ab
Paecilomyces sp. 0,00 Da 0,478Ca 2,309Ba 3,171Ba 3,960 Aa

Nota: Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na coluna, e médias seguidas pela mesma letra

maiulscula, na linha, néo diferem entre si pelo teste Skott — Knott (p < 0,05). (CV 42,73%).

Tabela 8: Unidades formadoras de colénias (n°/ml) de fungos micelianos durante a digestao in vitro

da torta de macauba inoculada ou ndo com cepas de fungos provenientes do trato digestério de

ovinos

Tempo (horas)

In6culos
0 24 72
Controle sem Fungo 3,33x10* 1,67x10! 1,33x10?!
Trichoderma longibrachiatum 2,33x10° 1,33x103 2,67x10?
Paecilomyces sp. 4,33x10° 2,67x10% 3,33x103
MIX de fungos 4,00x10°5 1,00x10° 3,33x10%

Fonte: Autoral, 2023.
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Figura 5: Caracteristicas macroscépicas e microscépicas dos isolados de Paecilomyces sp. (Al e
A?2), Trichoderma longibrachiatum (B1 e B2), Aspergillus niger (C1 e C2), Aspergillus terreus (D1 e
D2), Rhodotorula mucilaginosa (el e e2) crescidos em placas contendo agar sabouraud dextrose
(Kasvi®, Teramo, Italia) acrescidos de clorafenicol (150 mg/L), e visualizadas em microscopio optico
em aumento de 400x.
Fonte: Autoral, 2023.
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