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RESUMO: Objetivou-se caracterizar a tolerancia de isolados flngicos provenientes do intestino delgado e
grosso de frangos de corte frente aos sais biliares e ao pH digestivo. Doze aves adultas foram sacrificadas e
amostras de contetido intestinal foram obtidas para o isolamento microbiano. Posteriormente, 10 fungos foram
avaliados quanto a resisténcia a sais biliares quando cultivados em meio de cultura na concentragdo 0,3%. O
crescimento das col6nias frente aos sais biliares foi observado visualmente quanto a emissdo do micélio.
Concomitantemente determinou-se a capacidade de sobrevivéncia dos isolados em Caldo Sabouraud simulando
faixas de pH do trato digestivo das aves. Os pH’s foram ajustados para 3,0; 5,0 ¢ 7,2 com adi¢do de HCI. O
isolado fangico que se apresentou superior nos ensaios de potencialidade probiotica foi avaliado quanto a
viabilidade em solucdo estoque ambiente por até seis meses. Todos os isolados testados foram resistentes a
concentragdo de 300 mg de sais biliares, apresentando escore +++. Observou-se que em pH baixo os fungos mais
tolerantes foram pertencentes ao género Aspergillus. Observou-se maior desenvolvimento micelial em pH 5 para
os fungos Rhizomucor spp. e cinco isolados de Aspergillus spp.. O fungo que se destacou frente aos testes foi do
género Rhizomucor spp.. A solugdo de esporos mostrou-se viavel por até 6 meses. Conclui-se que 50% dos
fungos apresentaram potencial probidtico, contudo mais estudos fazem-se necessarios para real indicacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Aditivo microbiano, avicultura, micotoxinas, sais biliares.

ABSTRACT: The aim was to tolerate the loss of taste of the small and large intestine of broiler chickens to bile
salts and digestive pH. The twelve adult birds were sacrificed and the intestine samples were detached for
microbial isolation. Subsequently, 10 fungi were initialized for resistance to fruits when grown in 0.3% culture
medium. The growth of the colonies against bile salts was observed and banned for the emission of the
mycelium. Concurrently, a Sabouraud broth survival capacity was determined by simulating pH ranges of the
digestive tract of birds. The pH was adjusted to 3.0; 5.0 and 7.2 with addition of HCI. What was superior in the
probiotic potential assays was an assessment of the viability of the solution during the six-month period. All
experimental tests were resistant to a concentration of 300 mg of bile salts, reaching +++ score. Observations
that are lower in more tolerant fungi belong to the genus Aspergillus. Greater mycelial development at pH 5 was
observed for the fungi Rhizomucor spp. and five isolates of Aspergillus spp.. The spore solution was developed
in front of the testes of Rhizomucor spp.. Advanced standardized spore solution is feasible for up to 6 months. It
concludes that 50% of the fungi suffered probiotic potential, were more studies carried out for real indication.
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INTRODUCAO

O trato gastrointestinal de frangos abriga uma microbiota diversificada, que auxilia na quebra e digestdo
dos alimentos (Wei et al., 2013). No entanto, a maior parte da microbiota do trato gastrointestinal
permanece largamente inexplorada, tornando-se uma importante fonte de potencial biolégico a ser
pesquisado em termos de identificacdo de novas espécies, atividades enzimaticas codificadas e cepas
microbianas com potencial probidtico (Stanley et al., 2014).

AlteracBes na microbiota autdctone (propria/natural) das aves podem levar a um desequilibrio, com
multiplicacdo de microrganismos patogénicos (Andreatti Filho, 2007). Foi evidenciado que os probidticos
tém um bom impacto no desempenho e equilibrio da microbiota intestinal das aves (Mountzouris et al.,
2007), bem como sintetizam vitaminas, estabilizam o pH e podem liberar bacteriocinas, além de
melhorarem o consumo de racdo em poedeiras e frangos de corte (Rolfe, 2000).
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A utilizacdo de microrganismos como probiédticos € uma alternativa ao uso de antibidticos sub-
terapéuticos na cadeia de producéo. Segundo Alkhalf et al. (2010), a vantagem mais importante de um
probidtico é que ele ndo deixa nenhum residuo na carcaca do animal e nem promove resisténcia
microbiana. Dessa forma, objetivou-se com o presente trabalho caracterizar o potencial probiético de
isolados fungicos provenientes do intestino de frangos de corte em funcdo da tolerancia a sais biliares e
faixas de pH digestivas.

MATERIAL E METODOS
Todos os procedimentos realizados foram submetidos a Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFG, e aprovados sob registro 077/16. Os fungos avaliados foram selecionados em ensaio preliminar a
partir de conteddo intestinal de frangos Cobb 500 com 42 dias de idade recebendo dieta basal.
Para verificagdo da resisténcia a sais biliares, inoculou-se 100uL dos in6culos padronizados fangicos
(concentragdo 10% esporos.mL™) em placas contendo dgar Sabouraud acrescido de 0,3% de sais biliares
(Eficacia®, Brasil). Ap6s incubacdo a 37°C durante 48h, o crescimento das col6nias frente aos sais
biliares foi observado visualmente e atribuidos escores quanto a emissdao do micélio (-, +, ++ e +++). Os
procedimentos foram realizados em triplicata.
Concomitantemente, preparou-se caldo Sabouraud e o pH do meio foi ajustado para 3,0; 5,0 e 7,2 com
adicéo de acido cloridrico estéril PA. Os dez isolados flngicos obtidos foram inoculados em proporcéao
de 5% para cada meio contendo o pH avaliado e incubados a 37°C. O crescimento flingico foi avaliado
apos 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Definiu-se o0 padrio “+++” (desenvolvimento maximo)
representando o crescimento no controle com pH 7, sem adig@o de acido. E “++7,*“+”, “-“ para moderado,
baixo e nulo, respectivamente (Abréo et al., 2014).
A solucdo padronizada do isolado fungico que se apresentou superior nos ensaios de potencialidade
probidtica, foi avaliada quanto a “validade” em estoque sob condi¢cdes ambiente. Mensalmente, uma
aliquota da solucdo produzida um mL foi plaqueada (Spread plate) em meio Agar Sabouraud, para
confirmag&o de viabilidade. Esse procedimento foi repetido durante seis meses.
Para o ensaio de tolerancia ao pH e 4cido cloridrico, apds tabulagdo dos dados, os escores categorizados
obtidos foram convertidos a nimeros (3, 2, 1 ¢ 0) e avaliados o efeito dos fatores: 10 fungos x 3 pH’s x 3
Tempos, por meio do teste ndo paramétrico de Kruskall Wallis a 5% de significancia. Todos os
procedimentos estatisticos foram aplicados em software Assistat 7.7 Beta.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Todos os isolados testados foram resistentes a concentragdo de 300 miligramas (mg) de sais biliares em
condices in vitro, apresentando escore trés (+++) para todas as placas de cultivo.
Em um estudo realizado por Sugiharto et al. (2015), que avaliaram as propriedades probiéticas, a
atividade antioxidante e a capacidade fermentativa de Acremonium charticola e Rhizopus oryzae isoladas
da mandioca seca fermentada, com aplicacdo particular em aves poedeiras, foi observado que os fungos
testados foram tolerantes aos sais biliares nas concentraces testadas (0%, 0,2%, 0,4% e 0,8%).
Observou-se que em pH mais baixo (pH=3) os fungos mais tolerantes foram todos pertencentes ao género
Aspergillus, sendo os isolados (cepas) que apresentaram maior desenvolvimento micelial: Aspergillus 1G,
Aspergillus flavus ID e Aspergillus 1D3. Essa situacdo muda ao verificar o efeito dos fungos dentro da
faixa intermediaria de pH. Apesar de todos os fungos terem desenvolvidos no meio, observou-se maior
desenvolvimento micelial em pH 5 para os fungos: Rhizomucor spp. e outros cinco isolados pertencentes
ao género Aspergillus. Ao verificar a faixa mais neutra de pH (pH=7,2), observa-se o fungo menos
tolerante foi o Tricophyton spp. 1G (Tabela 1).

Tabela 1 — Médias de escores do desenvolvimento micelial de diferentes fungos da microbiota intestinal
de frangos da linhagem Cobb 500 em relagdo a trés pH’s distintos

pH
Fungos
3,0 5,0 7,2
Aspergillus terreus 1G 0,00 Bb 1,83 Ca 2,33 Ba
Aspergillus spp. 1G 1,00 Ab 2,00 Ba 2,17 Ba
Rhizomucor spp. 1D 0,30 Bb 3,00 Aa 2,83 Aa
Aspergillus spp. ID1 0,50 Bb 2,33 Ba 2,67 Aa
Aspergillus flavus ID 1,00 Ab 2,83 Aa 3,00 Aa
Tricophyton spp. IG 0,33 Bb 1,50 Ca 1,33 Ca
Aspergillus spp. ID2 0,00 Bb 2,83 Aa 3,00 Aa



Aspergillus spp. ID3 1,00 Ab 2,67 Aa 2,33 Ba
Aspergillus fumigatus 1G1 0,00 Bb 3,00 Aa 3,00 Aa
Aspergillus fumigatus 1D 0,00 Bb 3,00 Aa 3,00 Aa

Nota: Letras mailsculas distintas na coluna, e minGsculas na linha, indicam diferenca estatistica a 5% de
probabilidade pelo teste de Kruskall Wallis. Coeficiente de variagdo (CV%) foi de 24,27%.

Uma caracteristica desejavel é que o probidtico se desenvolva nas diferentes faixas de pH no menor
tempo possivel. Quando se compara “fungo x tempo de incubagdo” nota-se que no Ultimo tempo os
fungos equalizam desenvolvimento, evidenciando tolerdncia dos isolados com 72 horas de incubagéo.

O fungo Rhizomucor spp. destacou-se em todos os tempos de incubacdo (P>0,05), ou seja esse € um
fungo processivo desde 24 até 72 horas de incubacdo. Resultado semelhante foi encontrado para os
fungos Aspergillus flavus ID, Aspergillus spp. 1D2, Aspergillus fumigatus 1G1 e Aspergillus fumigatus
ID, ndo sendo observada diferenca entre os tempos de incubacédo (P>0,05).

No trato digestivo das aves, sabe-se que o menor pH é encontrado no estémago (proventriculo e moela)
variando de 2,4 a 5. Portanto, é de suma importancia que um microrganismo a ser utilizado como aditivo
microbiano seja tolerante a faixas de pH mais baixas como a demonstrada na pesquisa (Bertechini, 2012).
A solucdo padronizada de esporos, mostrou-se vidvel por pelo menos seis meses em temperatura
ambiente. Essa forma de preparo torna-se viavel por ser pratica, barata e duradoura. Contudo, futuros
estudos devem ser feitos testando outras formas de inoculagcdo, como em pé ou liofilizado, visando
atender a praticidade do campo e tecnologias de inovacgdo das indUstrias de aditivos microbianos.

CONCLUSOES
Conclui-se que aproximadamente 50% dos fungos apresentaram potencial probidtico, contudo mais
estudos fazem-se necessarios para real indicagéo.
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