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RESUMO

Objetiva-se com a presente revisao abordar aspectos relacionados a microbiota ruminal,
especialmente de animais criados em sistemas extensivos e, relacionar mecanismos modulatérios
de aditivos microbianos com a populacdo de microrganismos e parametros ruminais. Diferentes
moduladores da microbiota ruminal tém sido estudados a fim de melhorar a atividade microbiana
no rumen. Alimentacdo com prebidticos, probidticos ou ambos; e suplementacdo com culturas de
exclusdo competitiva tem sido utilizadas para limitar a proliferacdo de E. coli 0157 em animais de
producdo que atuam como potenciais reservatérios desta cepa bacteriana. Também é sabido que
culturas microbianas vivas dos fungos exdgenos Aspergillus oryzae e Saccharomyces cerevisiae e
0s seus respectivos extratos tém sido utilizados como suplementos alimentares na dieta dos
animais, e que estes podem melhorar a produtividade de ruminantes em aproximadamente sete a
oito por cento. Foi constatado que aditivo constituido de Saccharomyces cerevisiae tende a
estimular o crescimento de bactérias celuloliticas no rumen de cordeiros recém-nascidos.
Contudo, apesar de varios relatos positivos, diferentes entraves ainda ocorrem no campo para o
emprego de aditivos na producdo animal. Resultados diversos sdo encontrados, muitas vezes
justificados pela condicdo do animal, selecdo e viabilidade de cepas do produto. Futuros estudos
tornam-se necessarios para elucidar a melhor forma de administracdo e aplicabilidade,
especialmente para animais condicionados ao clima tropical, com escassez de chuvas e alimentos
de baixo valor nutricional.

Palavras-chave: bactéria, leveduras, probidticos, rimen.

THE STRONG RELATIONSHIP BETWEEN RUMINAL MICROBIOTE AND MICROBIAL ADDITIVES

ABSTRACT

The objective of this review is to discuss aspects related to ruminal microbiota, especially of
animals raised in extensive systems, and to relate modulatory mechanisms of microbial additives
with the microorganism population and ruminal parameters. Different modulators of the ruminal
microbiota have been studied in order to improve the microbial activity in the rumen. Feeding
with prebiotics, probiotics or both; and supplementation with competitive exclusion cultures have
been used to limit the proliferation of E. coli 0157 in production animals that act as potential
reservoirs of this bacterial strain. It is also known that live microbial cultures of the exogenous
fungi Aspergillus oryzae and Saccharomyces cerevisiae and their extracts have been used as
dietary supplements in the animal diet, and that these can improve the productivity of ruminants
by approximately seven to eight percent. It was found that the additive constituted of
Saccharomyces cerevisiae tends to stimulate the growth of cellulolytic bacteria in the rumen of
newborn lambs. However, despite several positive reports, different barriers still occur in the field
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for the use of additives in animal production. Several results are found, often justified by the
animal condition, selection and viability of product strains. Future studies are needed to elucidate
the best form of administration and applicability, especially for animals adapted to the tropical
climate, with lack rainfall and feeds of low nutritional value.

Keywors: Bacteria, yeasts, probiotics, rumen.
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1. INTRODUCAO

Com o melhoramento no manejo nutricional de ruminantes nos ultimos 30 anos, tem-se
observado aumento gradativo nos indices de producdo de carne e leite (Nooraee et al., 2010).
Atualmente, a bovinocultura é responsdvel pelo abastecimento da maior parte da demanda
mundial de proteina animal. A carne e o leite bovinos possuem participacdo significativa na
economia nacional, representando 8,4% do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro.
Aproximadamente 25% do territdrio brasileiro é formado por pastagens, tal drea vem crescendo
moderadamente. Ja o rebanho bovino do Brasil é constituido, de aproximadamente, 208 milhdes
de cabecas, com a producdo anual de 59,6 milhdes de toneladas de carne e 33,3 bilhdes de litros
de leite. Em Minas Gerais, no ano de 2013 os produtos de origem animal representaram 43,3% do
valor bruto da producdo agropecuaria mineira. Os niveis médios de produtividade ainda sdo baixos
e os pastos sdo insuficientes para alimentar todo o rebanho. A demanda potencial interna e
externa por esses produtores é grande, exigindo do setor altas taxas de crescimento a cada ano
(Abpa, 2015; Faemg, 2013; Seab, 2014).

A notavel capacidade de producdo proteica nos ruminantes é atribuida ao sistema de pré-
estdbmagos, o qual alberga complexo ecossistema microbiano. Como os alimentos fibrosos sdo a
base da alimentacdo dos ruminantes, esse ecossistema tem importancia Unica, por ser
responsavel pela degradacao da fibra vegetal, digerindo os polimeros da parede celular (Stewart,
1994). Essa interacdo simbidtica pode suprir os ruminantes quanto aos requisitos energéticos,
proteicos e vitaminicos, contribuindo para o crescimento, producao e reproducgao (Oliveira et al.,
2007).

Diferentes moduladores (ionéforos, prépolis, 6leos essenciais, simbidticos...) da microbiota
ruminal tém sido estudados a fim de melhorar a atividade microbiana no rimen (Nagaraja et al.,
1997). Entretanto, evidéncias cientificas sobre os efeitos causados com o uso desses aditivos ainda
ndo sdo conclusivas (Nooraee et al., 2010).

Estudos tém relatado efeitos positivos da dieta suplementada com culturas de
Saccharomyces cerevisiae no processo de fermenta¢dao ruminal e na produtividade de ruminantes
(Wallace, 1994; Wallace; Newbold, 1995; Stella et al., 1997). Em contrapartida, outras pesquisas
nao reportam efeitos benéficos significativos sobre esses mesmos parametros (Gattass et al.,
2008).

Apesar dos inumeros trabalhos utilizando cepas de S. cerevisiae e extratos do fungo
Aspergillus oryzae ou aditivos microbianos em dietas de ruminantes, os resultados sao
controversos e a maioria € restrita a esses dois fungos. Poucos estudos avaliam a utilizacdo de
microrganismos naturalmente encontrados no trato gastrointestinal de ruminantes como aditivos
microbianos.

Em regides de clima semidarido, observa-se a escassez de forrageiras de boa qualidade ao
longo de todo o ano. Este fato pode ser atribuido ao menor indice pluviométrico e ao maior
periodo de déficit hidrico. A quantidade de alimento disponivel € comprometida, assim como a
gualidade das pastagens persistentes a seca. A reducdo de digestibilidade dos tecidos vegetais
ocorre por causa do processo fisiolodgico de lignificacdo da parede celular (Geronimo, 2011).

As pastagens tropicais apresentam-se lignificadas e com menor degradabilidade ruminal na
maior parte do ano, limitando o aproveitamento de nutrientes pelos ruminantes, reduzindo o
desempenho animal, principalmente no periodo seco. Contudo, gracas as caracteristicas como
tolerancia a seca e a solos de média e baixa fertilidade, assim como boa producdo de massa
vegetal, o género Brachiaria tem sido amplamente difundido como forrageira em regides tropicais
(Zimmer; Euclides, 2000). Dessa forma, evidencia-se a relevancia de otimizar a degradacdo dessa
forragem, uma vez que esta é uma das principais fontes de alimento para bovinos criados em
pastagens no Brasil.
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Isolados fungicos provenientes da microbiota autoctone do rimen com atividade superior
de enzimas celuloliticas e xilanoliticas, importantes na degradacdo da parede celular vegetal e
adaptados as condicOes tropicais, poderdo ser suplementados como aditivos microbianos ou
probidticos para bezerros, principalmente apdés o desmame, e para as demais categorias de
bovinos antes do periodo da seca. Essa suplementacdo poderd reduzir o periodo de adaptacdo
para digestao de forragens de baixos valores nutricionais, presentes no periodo de seca em nosso
pais, reduzindo a perda de peso e aumentando a produtividade desses animais. A deteccdo de
microrganismos com potencial utilizacdo para aditivos permitird aumento de produtos no
mercado de aditivos microbianos adaptados as condi¢des tropicais e semidridas.

Objetiva-se com a presente revisdo abordar aspectos relacionados a microbiota ruminal,
especialmente de animais criados em sistemas extensivos e, relacionar mecanismos modulatérios
de aditivos microbianos com a populacdo de microrganismos do rimen e com parametros
ruminais como pH, acidos graxos volateis (AGV'’s), dentre outros.

2. MICROBIOTA RUMINAL

O rumen pode ser comparado a uma camara fermentativa, com um ambiente anaerébio
estrito, temperatura entre 38 e 42°C, favoravel ao crescimento de microrganismos mesdfilos e pH
entre seis e sete. Os acidos produzidos durante a fermentacao sdao prontamente tamponados pelo
bicarbonato e fosfato presentes na saliva. O ambiente ruminal adequado favorece a pressao da
microbiota autdctone sobre os microrganismos do solo, d4gua e alimentos ingeridos a todo instante
pelos ruminantes (Ruiz-Lacaz et al., 1992).

No interior do rumen, hda uma complexa mistura de fragmentos alimentares e de
microrganismos. A populagcdo microbiana no rimen geralmente estd distribuida da seguinte
forma: bactérias (10*°.mL™), protozodrios ciliados (10°.mL™), fungos anaerdbios estritos (10°.mL%),
micoplasmas (indeterminado), fungos anaerdébios facultativos (10*.mL™), enterobactérias (10°.mL
) e bacteriéfagos (10%.mLY), os quais estabelecem entre si diversas intera¢des positivas ou
negativas (Abrao et al., 2014; Kamra, 2005; Ruiz-Lacaz et al., 1992). O sinergismo in vivo entre
espécies resulta, frequentemente, de uma sucessdao ecoldgica. Geralmente, é observada a
colonizacgdo inicial com uma espécie que libera um produto que é utilizado como substrato por
outras espécies (Flint, 1994).

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

As populacdes microbianas podem sofrer flutuacGes de acordo com as estagGes do ano e
isso pode ser associado aos niveis de AGV’s e amonia (NHs) disponibilizados no rimen (Martillotti
et al.,, 1994). Grandes populacbes de bactérias e fungos tém sido observadas quando altas
concentracGes de NH3 e AGV’s estdo presentes no rimen. O estabelecimento e a manutencdo da
estabilidade das populagdes microbianas no rimen sdo dependentes principalmente da dieta, da
gualidade da alimentacdo e da sua frequéncia de distribuicdo, bem como das interacoes
microbianas (Dehority, 1998).

Esse ecossistema é considerado dindmico, pois pode ser fisiologicamente alterado em
fungdo da adaptagdao e da composi¢ao da dieta disponibilizada ao animal, embora também seja
considerado estavel, por possuir uma populacdo microbiana bem estabelecida, capaz de produzir
proteinas de alto valor nutricional a partir de compostos de qualidade inferior. A microbiota
autdéctone do rumen foi selecionada e adaptada para sobreviver a determinadas flutuagdes
presentes no ambiente ruminal. Microrganismos incapazes de sobreviver a essas variagdes sao
eliminados e desaparecem (Kamra, 2005).
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2.1 Bactérias anaerdbias do rumen

Onze grupos de bactérias anaerdbias estritas podem ser encontrados no rimen e eles
estdo classificados em funcdo do principal substrato que utilizam ou produtos liberados. Esses
grupos sao atualmente descritos como celuloliticos, hemiceluloliticos, pectinoliticos, amiloliticos,
ureoliticos, sacaroliticos, acetoliticos, proteoliticos, lipoliticos, amoniagénicos e metanogénicos
(Ruiz-Lacaz et al., 1992).

Observa-se grande variabilidade genética entre amostras de bactérias ruminais de mesma
espécie. Estudos revelaram que essas amostras podem sofrer altas taxas de muta¢des, mesmo
mantidas em cole¢des em laboratdérios (Flint, 1994).

Dentre os principais géneros destacam-se: Fibrobacter, Ruminococcus, Butyrivibrio,
Succinomonas, Selenomonas, Succinivibrio, Eubacterium, Lactobacillus, Bacteroides, Prevotella
(Russel; Rychlik, 2001).

Dentre os fermentadores de carboidratos estruturais, as espécies Ruminococcus albus e
Ruminococcus flavefaciens parecem ser mais eficientes, liberando como principal subproduto o
acetato (Arcuri et al., 2011). Amido e outros carboidratos ndo estruturais sdao utilizados por
espécies como Megasphaera elsdenii, Selenomonas ruminantium e Streptococcus bovis (anaerdbia
facultativa). Essas espécies, por sua vez, liberam no ambiente ruminal subprodutos como
propionato, butirato, hidrogénio (H,) e, lactato (Arcuri et al., 2011).

Sabe-se que a atividade ureolitica de bactérias, como a Helicobacter pylori, leva a
conversao rapida de ureia em amoénia no rumen, resultando em alguns casos, em possivel
toxicidade aos animais, excrecdo excessiva de amoénia para o ambiente e baixa utilizacdo de
nitrogénio (Zhao et al., 2015).

J& as bactérias metanogénicas sintetizam metano (CHy), a partir de gas carbonico (CO,) e
H,, promovendo a reducdao da concentracdo de hidrogénio e assegurando a continuagao da
degradacdo de fibras e a fermentacao ruminal com o controle do pH (Ruiz-lacaz et al., 1992). Ha
relatos da coloniza¢do de Archea no rimen nao desenvolvido de cordeiros antes mesmo do inicio
da ingestdo de sélidos (Morvan et al., 1994; Abecia et al., 2013).

Tipicamente, a populagdo metanogénica compreende menos que trés por cento da
microbiota procariota do rimen, e em contraste com outras bactérias do rimen, a maioria das
metanogénicas ruminais parecem pertencer a apenas trés principais géneros, ou seja,
Methanobrevibacter (62% das metanogénicas), Methanomicrobium (15%) e Methanoplasmatales
(16%) (Paul et al., 2012). A minoria restante pertence aos géneros Methanimicrococcus,
Methanosarcina e Methanobacterium (Belanche et al., 2014).

2.2 Enterobactérias encontradas no ambiente ruminal

Frequentemente também tem sido relatado a prevaléncia de enterobactérias em
ruminantes que, atuam como reservatorios para esses microrganismos zoonoéticos. De acordo com
Chaucheyras-Durand et al. (2006) o trato gastrointestinal de ruminantes é o principal reservatério
da Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), bactéria responsavel por infeccOes de origem
alimentar nos seres humanos que podem levar a doenca renal grave.

Sabe-se que o tipo de carboidrato na dieta tem um efeito direto na concentracdo de E. coli
no trato gastrointestinal de bovinos (Gilbert et al.,, 2005). Alimentacdo com prebidticos,
probidticos ou ambos; e suplementacdo com culturas de exclusdao competitiva tem sido utilizadas
para limitar a proliferacdo de E. coli 0157 em animais que atuam como potenciais reservatoérios
(LeJeune; Wetzel, 2007). Estudos demonstraram que a administragdo de bactérias probidticas
antes do abate dos animais pode reduzir significativamente a introdugdao de E.coli na cadeia
alimentar humana (Duncan et al., 1999).

Além de E. coli, sdo encontratadas no conteudo ruminal os géneros Shigella, Salmonella,
Klebsiella, Proteus, Morganella, Yersinia, Enterobacter, Citrobacter e Serratia. Ambos fermentam
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glicose, reduzem os nitratos a nitritos e sdo, produtoras de endotoxinas. Algumas sdo capazes de
produzir a enzima lactase, diferindo-as em 2 subgrupos: Lac + as produtoras e Lac — ndo
produtoras (Stewart, 1988; Pessoa, 2012).

Pouco se sabe sobre a colonizacdo do ambiente ruminal por esses microrganismos e seu
papel no rimen ou interferéncia na sadde dos animais de producdo. Tkalcic et al. (2000) avaliaram
a interferéncia da dieta sobre a populacdo de E. coli 0157:H7 no rimen de bezerros. Foi relatado
gue a populacdo de Enterobacteriacea ndo diferiu significativamente entre animais que receberam
dietas com altos teores de concentrado daqueles alimentados com alta porcentagem de
volumoso. Entretanto, Callaway et al. (2009) numa revisdo bibliografica dos ultimos 10 anos,
relataram que as populagdes totais de E. coli foram maiores no rimen de bovinos alimentados
com maiores teores de grdao do que aqueles submetidos a pasto.

Foram observados bacilos Gram-negativos do grupo das Enterobacteriacea no rimen de
bovinos leiteiros alimentados com forragens tropicais nas concentracdes médias de 8,4 x 10° e 1,4
x 10° Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) por mililitro (mL), para novilhas e vacas,
respectivamente (Freitas et al., 2014).

Em funcdo do potencial patogénico desses microrganimos, alguns trabalhos tém utilizado
fitoquimicos como o tanino na alimentacdo animal para o controle de enterobactérias. Esses
compostos sdao encontrados naturalmente em determinadas forragens, que podem ser utilizadas
em pequenas quantidades para reduzir a populagao de E. coli, sem comprometer negativamente a
producdo animal (Berard et al., 2009).

Outra alternativa para reducdo na populagdo de enterobactérias que tem sido apontada é
o fornecimento de clorato de sédio ao animal 24 horas (h) antes ao abate. Esse composto reduz a
prevaléncia desses organismos sem alterar o padrao fermentativo do rumen (Callaway et al.,
2004). A enzima intracelular bacteriana, nitrato redutase, ndo diferencia o nitrato desse analogo,
clorato, que é reduzido em clorito no citoplasma; ocorrendo assim acimulo de clorito dentro da
célula e morte dessas bactérias (Stewart, 1988).

2.3 Protozodrios ruminais

Os protozoarios, por sua vez, possuem consideravel atividade celulolitica e, podem
representar 2% de peso do conteudo ruminal, 40% do nitrogénio (N) total e 60% do produto final
da fermentacdo. Dentre os principais géneros destacam-se: Dasytricha, Isotricha, Charonina,
Entodinium, Diplodinium, Eodinium, Epidinium, Polyplastron e Diploplastron (Franzolin; Dehority,
1996; Arcuri et al., 2011).

A faixa de pH 6tima para o ciclo de vida dos protozoarios ruminais esta entre 6,0 e 7,0. Os
protozodrios sdo inibidos em pH inferior a 5,5 e morrem quando o pH é igual ou menor a 4,5. O pH
é o fator isolado mais importante no controle do nimero de protozodrios ruminais (Franzolin;
Dehority, 1996).

No ambiente ruminal esses microrganismos concomitantemente estdo envolvidos com
canibalismo entre individuos. Promovem predacdo bacteriana, engolfamento de granulos de
amido. Apresentam elevada atividade metabdlica, devido a presenca da organela
hidrogenossoma, que esta relacionada com a producdo de hidrogénio e relacdo direta com os
organismos metanogénicos. Estima-se que entre 9% e 25% das metanogénicas do rimen estdo em
associacdao com os protozodrios (Martilene; D’Agosto, 2008; Arcuri et al., 2011; Belanche et al.,
2014).

A relevancia dos protozoarios no rumen ainda é bastante controversa. Trabalhos apontam
gue ruminantes conseguem sobreviver sem esses organismos presentes no rimen. Contudo, tem
sido observado que animais faunados apresentam maior ganho de peso e digestibilidade superior,
guando comparados com os defaunados. Quando o rumen esta defaunado e inoculado com uma
Unica espécie, é possivel determinar a agao de cada espécie na degradagao dos vegetais. Um
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exemplo tipico é o aumento da digestibilidade da matéria seca e da matéria organica, quando
somente Polyplastron multivesiculatum estd inoculado em um animal previamente defaunado
(Ruiz-Lacaz et al., 1992).

Estudos mostram atividade de xilanases e carboximetilcelulases entre diferentes espécies
de protozodrios do rumen. De acordo com Béra-Maillet et al. (2006), um conjunto de
carboximetilcelulases e xilanases é produzido pelos grandes ciliados Polyplastron multivesiculatum
e Eudiplodinium maggii, entretanto Entodinium sp. ndo é apontado como produtor dessas
enzimas.

2.4 Fungos anaerdbios facultativos encontrados no fluido ruminal

Fungos anaerdbios facultativos sdo aqueles capazes de utilizar o oxigénio ou um
componente organico como aceptor final de elétrons. Essa caracteristica é atributo valioso, uma
vez que permite a esses fungos sobreviver em varios ambientes (Madingan et al., 2010).

Pouca importancia tem sido dada a esse grupo de microrganismos no rumen. Contudo,
recentes pesquisas tém analisado como esses organismos interferem no processo fermentativo e
qual o papel destes no metabolismo de ruminantes. Sabe-se que esses fungos chegam no
ambiente ruminal a partir da alimentagdo, com arragoamento, pastejo extensivo e ingestao de
agua (Davies et al., 1993).

As fezes também podem servir como rota de transferéncia de fungos entre os herbivoros.
Apesar de ndo ocorrer coprofagia entre ruminantes, acidentalmente pode haver ingestao de fezes
frescas ou secas contaminadas com estruturas de resisténcia e aerotolerantes (Davies et al., 1993).

Estudos tém demonstrado variagcdo na populacdo de leveduras e fungos filamentosos no
rimen de bovinos de corte. Os géneros Aspergillus, Onychocola, Trichophyton e Paecilomyces
compdem a micobiota ruminal de vacas e bezerros de corte. Leveduras foram isoladas de
aproximadamente 25% desses animais (Abrdo, 2009). Estudos recentes mostraram que a média
de UFC.mL™ de fungos micelianos no liquido ruminal de vacas e bezerros criados em pastagens de
Brachiaria spp. durante o periodo seco foi de 2,61 x 10* e 3,26 x 10° (UFC.mL™), respectivamente
(Magalhdes et al., 2010).

Oyeleke e Okusanmi (2008) estudaram a prevaléncia de fungos celuloliticos no fluido
ruminal de cinco vacas, cinco ovelhas e cinco cabras e observaram maior proporcdo desses
microrganismos nas amostras provenientes das vacas. Os géneros Fusarium, Penicillium,
Aspergillus e Mucor foram os mais prevalentes para as espécies de ruminantes avaliadas e
apresentaram atividade celulolitica comprovada.

Almeida et al. (2014) corroboram com os trabalhos relacionados acima, e reportaram que o
género Aspergillus foi o mais frequente no conteddo ruminal de bovinos leiteiros alimentados com
forragens tropicais e apresentou isolados com elevada atividade celulolitica. Foram ainda
identificados os géneros Gliocladium, Paecilomyces, Rhizophus e Scedosporium spp. no rimen de
vacas leiteiras (Almeida et al., 2014).

Em outro estudo, Abrdo et al. (2011) relatam concentra¢ées significativas da levedura
Pichia membranifaciens no rimen de caprinos de corte criados em pastagens tropicais. A levedura
foi identificada pela primeira vez no ambiente ruminal e foi destacado o possivel potencial na
saude e nutricdo de ruminantes. Essa espécie apresenta capacidade de utilizacdo de etanol,
podendo indicar possivel efeito benéfico, por reduzir perdas no processo de fermentac¢do ruminal
e melhorar o teor protéico.

A levedura Candida krusei, importante agente de micoses oportunistas em animais e
humanos, foi relatada no rimen de bovinos leiteiros criados no Norte de Minas Gerais. O papel
ecoldgico ou patogénico dessa e outras leveduras deve ser considerado, buscando melhor
produtividade e saude de ruminantes (Almeida, 2009).
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Atualmente ja sdo pesquisadas formas de inclusdo de fungos na dieta de ruminantes
visando efeito modulatério da microbiota do rdmen, nos processos fermentativos e
consequentemente, melhoria sobre pardmetros produtivos (Lee et al., 2000; Noorae et al., 2010).

2.5 Fungos anaerdbios estritos do rumen

Os fungos anaerdbios do rimen sdo produtores de zodsporos e pertencem a classe dos
Chytridiomycetos. Até o presente, esses sao classificados na divisao Eumycota, subdivisdao
Mastigomicotina, classe Chytridiomycetos, ordem Neocallimastigales, familia Neocallimasticacea e
géneros Caecomyces, Cyllamyces, Piromyces, Neocallimastix, Anaeromyces e Orpinomyces (Li et
al., 1993; Ozkose et al., 2001).

Sdo conhecidas 20 espécies nos seis géneros de fungos anaerdbios do rumen. Essas
espécies podem ser diferenciadas pela morfologia do talo (monocéntrico, policéntrico e
filamentoso/bulboso) e pelo nimero de flagelos por zodsporo (uniflagelados ou poliflagelados),
gue podem ser visualizados por meio de microscépio 6tico (Ho; Barr, 1995; Ljungdahl, 2008).

A principal espécie encontrada em bovinos é Neocallimastix variabilis, de ciclo
monocéntrico, com zodsporos poliflagelados e filamentos com rizomicélio. Os zodsporos possuem
19 flagelos direcionados posteriormente. Esses esporos apresentam quimiotaxia positiva para
fragmentos de plantas (Ho et al., 1993).

O Neocallimastix frontalis, um fungo anaerdbio estrito, encontrado no interior do rimen
de ovinos, apresenta ciclo de vida alternado, com uma fase movel e flagelada; e outra, vegetativa.
Os zodsporos apresentam de sete a dez flagelos no género Neocallimastix e os cinetossomos
(centriolos que se modificam para impulsionar o flagelo) permanecem junto aos flagelos (Orpin,
1983).

A espécie Anaeromyces elegans é isolada no trato digestério bovino. Essa espécie é de ciclo
policéntrico, com zodsporos uniflagelados e filamentos com rizomicélio. Apds a incubacdo, os
esporos formam uma germinacgao rizoide. Os zoosporangios sdao formados em esporangiéforos,
produzidos pelo rizomicélio e podem ser intercalares ou terminais (Ho et al.,, 1993). Os fungos
anaerdbios do rimen com ciclo policéntrico apresentam uma etapa evolutiva dentro dos
Chitrydiomycetos. Esses, diferentemente daqueles com ciclo monocéntrico, podem se multiplicar
por meio da fragmentacdo do rizomicélio, ndo dependendo da formacdo de zodsporos para se
perpetuarem no ambiente ruminal (Trinci et al., 1994).

Fungos Neocallimastix spp. e Piromyces spp. sdo mais eficientes que o Caecomyces spp. na
degradacdao de porcbes mais resistentes dos vegetais. Neocallimastix frontalis é capaz de
solubilizar pequenas quantidades de lignina da parede celular das plantas. Entretanto, ndo ha
evidéncias da utilizacdo desse composto como fonte de carbono (Trinci et al., 1994).

O género Caecomyces pode romper fisicamente as fibras vegetais quando ocorre a
expansdo dos bulbos dos rizoides dentro da estrutura vegetal. Essa habilidade mecéanica e a
grande atividade de suas polissacaridases justificam a melhor capacidade dos fungos para a
utilizacdo das fibras vegetais mais resistentes, quando comparados as diferentes espécies
bacterianas do riumen (Trinci et al., 1994).

Estruturas fungicas podem ser observadas em todas as partes do trato digestério dos
ruminantes, desde as secrecdes salivares até as porg¢des finais do intestino grosso, o que sugere
estagios de resisténcia no ciclo de vida desses microrganismos (Davies et al., 1993). Amostras de
mesmas espécies de fungos apresentam diferengas na sua estrutura quando coletadas de
diferentes partes do trato digestdrio, como intestino grosso e rimen (Gordon; Phillips, 1992).

Os fungos anaerdbios do rumen podem assumir importancia fundamental na digestdao das
forragens tropicais, pois produzem enzimas capazes de acelerar a degradagdo da celulose e
hemicelulose lignificadas (Cerda, 2003). Seus rizdides podem penetrar as fibras lignificadas,
desestruturar a parede celular e aumentar a area de superficie da particula de alimento, o que
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facilita a acdo de outros microrganismos (Paul et al., 2004). Bauchop (1979) relatou que, para
degradar a parede celular, os fungos podem utilizar trés vias: podem invadir o xilema das bainhas
das folhas, penetrar pelo anel de esclerénquima das hastes e/ou quebrar a barreira cuticular das
folhas.

Nos animais alimentados com dieta rica em fibras, os fungos anaerdbios estritos do rimen
podem representar até oito por cento da biomassa microbiana e estdo envolvidos na degradacdo
de celulose e na solubilizacdo da lignina (Akin, 1987). Culturas puras de fungos ruminais sdo
capazes de solubilizar grandes proporc¢des da parede celular vegetal, incluindo os fragmentos mais
lignificados. Culturas mistas desses fungos podem degradar até 60% do material vegetal (Trinci et
al., 1994).

A densidade de fungos no rumen é significativamente influenciada pela frequéncia de
alimentagao dos animais. A maior populagao foi encontrada em animais alimentados seis vezes
por dia, sendo observados 15,1 x 10* fungos por grama de contetdo ruminal. Animais submetidos
a uma unica oferta de alimento e aqueles alimentados 24 vezes ao dia apresentaram 6,2 a 6,4 x
10* fungos, por grama de conteudo. Fatores reguladores de estimulo ou inibicdo do equilibrio da
populacdo desses fungos no rimen podem estar associados ao crescimento de algumas bactérias
do rumen (Obispo; Dehority, 2002).

As celulases microbianas sdao mundialmente estudadas por vdrios pesquisadores, com o
objetivo de aumentar a liberagdo de glicose dos substratos, maximizando a fermentagao e a
producdo de etanol. As enzimas provenientes de fungos do rimen podem degradar a maior parte
dos componentes estruturais da parede celular vegetal, tanto em sistemas in vivo como in vitro.
Avaliou-se a capacidade de degradacdao de enzimas extracelulares de Piromyces sp. e
Neocallimastix patriciarum em diferentes tipos de substratos contendo lignina e celulose. As
enzimas desses fungos converteram até dois por cento (p/v) de celulose cristalizada para glicose,
indicando a atividade de endoglucanases, exoglucanases e B- glicosidases. Essas enzimas fungicas
foram estaveis até a temperatura de 40°C, mesmo quando armazenadas durante uma semana
(Rembrandt et al., 1997).

2.5.1 Metabolismo fungico

Fungos anaerdbios da microbiota autdctone do rimen sao muito sensiveis ao oxigénio e a
temperatura e, geralmente ndao sobrevivem em condigOes diferentes das encontradas no trato
gastrointestinal de animais (Ljungdahl, 2008).

Sabe-se que esses fungos conseguem se desenvolver utilizando amonia como fonte de
nitrogénio, entretanto, ha dados na literatura que sugerem beneficio a essa populacdo quando se
suplementa aminodcidos. Lisina, metionina e histidina sdo aminoacidos (aa’s) identificados como
estimulatdrios aos fungos ruminais (Onoda et al., 1996).

O fornecimento de uma mistura completa de aa’s para fungos ruminais, N. frontalis e P.
communis, estimulou a utilizacdo da xilana, o crescimento microbiano e a producdo microbiana
(Guliye; Wallace, 2007).

Pesquisas tém sugerido que em herbivoros, esses organismos sdo os colonizadores iniciais
da lignocelulose e sdo essenciais na digestdo da fibra. Fungos anaerdbios do rumen fermentam os
acucares, obtendo-se formato, acetato, etanol, lactato, CO, e H, como principais produtos.
Referente a habilidade em produzir enzimas hidroliticas, destacam-se: celulases, B-glucosidases,
xilanases, B-glucanases, mananases, cinamoil esterases / esterases feruloyl e p-coumaroyl, acetil
xilano esterase, (4-0-metil)-D-glucuronidase / a-glucuronidase (Borneman et al., 1989; Ljungdahl,
2008).

Os sistemas de enzimas celuloliticas de bactérias e fungos aerdbios diferem daqueles
encontrados em bactérias e fungos anaerdbios estritos. Microrganismos celuloliticos aerdbicos,
como o fungo Trichoderma reesei e bactérias Cellulomonas fimi, produzem e secretam
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separadamente enzimas que atuam de forma sinérgica para degradar a celulose cristalina. Em
contraste, muitas bactérias anaerdbias produzem complexos multienzimaticos extracelulares
chamados celulosomas, que efetivamente hidrolisam celulose e hemicelulose (Bayer et al., 2004).

Celulosomas sao organelas exocelulares com cerca de 3 milhdes Da, que também existem
como policelulosomas de até 100 milhdes Da. Os celulossoma de fungos anaerébios se localizam
na superficie da extremidade do micélio. Assim, os celulossomas mediam o ataque das células
fungicas ao tecido da planta. Esse arranjo permite que as enzimas do celulossoma atuem sobre a
camada de hemicelulose/lignina da planta, facilitando a penetracdo das hifas (Akin, 1989;
Ljungdahl, 2008).

Recentes relatos também apontam a participacdo de fungos ruminais no processo de
biohidrogenac¢do no rumen. De acordo com Nam e Garnsworthy (2007), diferencas sdo observadas
na taxa de biohidrogenacdo entre isolados fungicos, que podem ser causadas por variacdes no
ciclo de vida ou na taxa de crescimento fungico.

3. SUPLEMENTAGAO MICROBIANA EM DIETAS DE RUMINANTES

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

A acdo benéfica desses microrganismos no ambiente ruminal associa-se ao aumento da
ingestdo de matéria seca, sendo proporcionada por elevacdo significativa na taxa de degradacao
da fibra, especialmente em dietas ricas em concentrado. Hd aumento expressivo no nimero total
de bactérias anaerdbias e, entre elas, as celuloliticas e as utilizadoras de lactato. Tem sido
observada maior estabilidade no ambiente ruminal, reduzindo-se variagdes de pH, de amoénia e de
acidos graxos volateis ao longo do dia (Wallace, 1994).

Quando vacas leiteiras sao submetidas a situacdes de estresse por calor, a administracao
da cultura de Aspergillus oryzae promove aumento na producao de leite e redugdo da
temperatura retal durante o verdo (Huber et al.,, 1994). Suplementagcdo com Saccharomyces
cerevisiae em dieta de vacas lactantes sob estresse por calor ocasiona incremento na producao de
leite, teores mais elevados de proteina verdadeira, sdlidos ndo gordurosos e lactose do leite
(Bruno et al., 2009).

De acordo com Caton et al. (1993), a suplementacdo com extrato de Aspergillus oryzae
promoveu aumento no consumo de forragens. No estudo, foi observado aumento da
digestibilidade in vitro da matéria seca, contudo, o fungo ndo alterou as propor¢ées e
concentracdo de AGV’s, pH ruminal e amodnia total.

Abdelrahman e Hunaiti (2008) relatam que a suplementacdo com a levedura
Saccharomyces cerevisiae e com o aminoacido metionina em dietas para cordeiros em
crescimento melhora a biodisponibilidade de cobre, zinco e cobalto, reduz a conversdo alimentar
e, promove aumento no ganho de peso total e ganho de peso médio didrio. Outra pesquisa,
avaliando a suplementacdo dessa levedura para ovelhas alimentadas com cana de acgucar, destaca
aumento na concentracdo de AGV’s, e nenhum efeito sobre a propor¢cdo molar de AGV’s,
populacdo de protozodrios e digestibilidade (Arcos-Garcia et al., 2000).

O efeito de um produto contendo Saccharomyces cerevisiae foi avaliado em funcdo da
colonizagao microbiana do rumen de cordeiros recém-nascidos. Foi constatado que o aditivo
tende a estimular o crescimento de bactérias celuloliticas. A densidade desses microrganismos foi
superior em cordeiros recebendo suplementacdo quando comparada ao grupo controle. O
estabelecimento de protozodrios também ocorreu mais cedo no rimen de cordeiros recebendo
probiético diariamente. Durante a primeira semana de nascimento os animais passaram a ingerir
alimentos sélidos e os parametros fisico-quimicos e fermentativos foram alterados no rimen de
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cordeiros que tinham recebido levedura, sugerindo processos de fermentacdo mais eficientes. Os
efeitos foram em parte devido a capacidade de reducdo do potencial redox no rimen de cordeiros
tratados. Estes resultados representam bons argumentos para sugerir que a suplementacdo com
aditivos microbianos pode ser capaz de acelerar a funcionalidade ruminal, ou melhorar a
estabilidade microbiana do rimen em animais jovens (Chaucheyras-Durand; Fonty, 2002).

Em contrapartida, para ovelhas, cepas de Saccharomyces cerevisiae ndo influenciaram na
concentracdo de AGV’s, populacdo de protozoarios, N-amoniacal, aminoacidos duodenais e
digestibilidade total de matéria seca (MS), matéria organica (MO), fibra em detergente neutro
(FDN) e fibra em detergente acido (FDA) (Angeles et al., 1998). Segundo Cabrera et al. (2000), o
fornecimento dessa levedura nao melhorou o desempenho de novilhos criados em pastagens
tropicais e nem a disponibilidade da fibra.

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

Quanto a reducdo de microrganismos patogénicos, a suplementacdo com Saccharomyces
cerevisiae ou Lactobacillus acidophilus promoveu a morte de cepas de Escherichia coli produtoras
de toxina Shiga durante a incubagdo prolongada no conteuddo ruminal (Chaucheyras-Durand et al.,
2010). O compartimento do riumen atua como um reservatério importante de enterobactérias e
pode ser um alvo relevante para diminuir o numero de células vidveis de E. coli e
consequentemente, contaminacgao de alimentos (Chaucheyras-Durand et al., 2010).

Em outro estudo, a administracdo de um produto contendo essa mesma combina¢ao
microbiana para bezerros mesticos nao interferiu no numero de bactérias laticas, leveduras e
coliformes presentes no rimen e no intestino. Foi constatado também que a atividade das
enzimas carboximetilcelulase, xilanase, B-glicosidase, a-glicosidase, a-amilase, protease, urease e
pH ruminal apresentam-se inalterados pds-administracdo desses microrganismos (Agarwal et al.,
2002).

Poucos estudos na literatura avaliaram o efeito da administracao de culturas com fungos
da microbiota autéctone do riumen na dieta dos bovinos. A adicdo de culturas vidveis de P.
communis aumentou a producdo de gas, a digestdo da celulose, o numero total de bactérias, de
bactérias celuloliticas e de fungos anaerdbios. Observou-se o aumento da atividade das enzimas
carboximetil celulase e xilanase, quando comparado com sistemas fermentativos controles ndo
suplementados. A adicao do fungo, demonstrou ser favoravel ao crescimento de culturas mistas
de microrganismos ruminais (Lee et al., 2000).

A adicdo direta de P. communis no riumen de ovinos melhorou a digestibilidade de
nutrientes e a retencdo de nitrogénio, aumentou o numero de bactérias e fungos e,
consequentemente, incrementou a producdo de AGV’s. Esse fungo, diferentemente do Aspergillus
oryzae e da levedura Saccharomyces cerevisiae, é anaerdbio e continua sua multiplicacdo no
ramen apos a inoculacgdo (Lee et al., 2000).

Diferencas de resultados encontrados com a suplementacdo microbiana sao atribuidas a
utilizacdo de cepas distintas, diferencas nos aditivos comerciais e composicdo da dieta (Wallace,
1995; Angeles et al.,, 1998; Arcos-Garcia et al., 2000). Chaucheyras-Durand et al. (2008)
referenciam que efeitos de leveduras secas podem variar dependendo de fatores bidticos como a
viabilidade da cepa, mas também de fatores abidticos, como a natureza da dieta ou manejo
animal.

3.1 Mecanismo de agdo dos aditivos microbianos

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

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

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

Fungos anaerébios do rimen também podem auxiliar na degradacdo da fibra vegetal. A
germinacdo de zodsporos de fungos anaerdbios Neocallimastix frontalis foi estimulada por cepas
de S. cerevisiae (Chaucheyras et al., 1995). In vitro, cepas de S. cerevisiae incrementaram o
crescimento de Fibrobacter succinogenes S85 e reduziu a fase Lag de crescimento de
Ruminococcus albus 7, Ruminococcus flavefaciens FD1 e Butyrivibrio fibrisolvens D1 (Girard;
Dawson, 1995). O efeito benéfico sobre a digestao da fibra pode ser em parte responsdvel pelo
aumento no consumo de MS, frequentemente observado com a administragdao microbiana na
dieta (Jouany, 2006).

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

Dados recentes sugerem alteracdes no metabolismo de nitrogénio por microrganismos
ruminais na presenca de leveduras. Achados in vitro indicaram que uma cepa de S. cerevisiae pode
reduzir o crescimento e a atividade de bactérias proteoliticas no ramen, limitando a acdo
bacteriana sobre proteinas e peptideos (Chaucheyras-Durand et al., 2005). Outros trabalhos
evidenciam a reducdo na concentracdo de amoOnia com administracdo dessa levedura
(Chaucheyras-Durand; Fonty, 2002).

Lynch e Martin (2002) reportam a diminuicdo de 20% na producdo de metano apds um
periodo de 48 horas de incubacdo de microrganismos ruminais e leveduras vivas na presenca de
alfafa.

Dutta et al. (2009) em uma revisao bibliografica reporta como efeitos da suplementacado de
leveduras na fermentacdo ruminal a estabilizacdo da fermentacdo e do pH ruminal, a alteracdo na
producdo de AGV’s, a reducdo na concentracdo de amoOnia, o aumento na concentracdo de
bactérias anaerdbias, bactérias celuloliticas, leveduras e sintese de proteina microbiana, a reducéo
na producdo de metano, o decréscimo na concentracdo de acido latico. Descrevem também que
ocorre alteracdo no padrao digestivo com reducdo na concentracdo de acglcares sollveis, aumento
na concentracdo de etanol, aumento do propionato e reducao do acetato.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

O ambiente ruminal possui complexo ecossistema microbiano, responsavel pela
fermentagdo do alimento e contribui para suprir as exigéncias nutricionais dos animais. Contudo,
justamente por ser diversificada e influenciada por diversos fatores, torna-se dificil modular a
microbiota do rimen em funcdo das respostas que se deseja obter no sistema de producdo. Dessa

Colloquium Agrariae, vol. 13, n. Especial 2, Jan—Jun, 2017, p. 01-20. ISSN: 1809-8215. DOI: 10.5747/ca.2017.v13.nesp2.000204



13

forma, é de grande relevancia conhecer as principais espécies microbianas que habitam esse
ambiente, bem como seus mecanismos de acdo e vias metabdlicas. Baseado nesses
conhecimentos, serda possivel alcancar ganhos na producdo, otimizando a degradacao dos
alimentos. Adicionalmente, a suplementacdo de probidticos ou aditivos microbianos poderia se
tornar mais eficiente, uma vez que o mecanismo de acdo seria direcionado.

Diferentes entraves ainda ocorrem no campo para o emprego de aditivos na producdo
animal. Resultados diversos sdo encontrados, muitas vezes justificados pela condicdo do animal,
cepa utilizada e viabilidade do produto. Futuros estudos tornam-se necessarios para elucidar a
melhor forma de administracado, aplicabilidade, para viabilizar a elaboracdo de novos aditivos, para
um ganho mais efetivo nos rebanhos, especialmente aqueles condicionados ao clima tropical, com
escassez de chuvas e alimentos de baixo valor nutricional.
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