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RESUMO: Objetivou-se avaliar o perfil enzimatico de fungos naturalmente encontrados nos intestinos
de frangos, bem como seu potencial antagonista frente a patégenos. Doze aves adultas foram sacrificadas
e amostras de conteldo intestinal foram obtidas para o isolamento microbiano. Posteriormente, para
avaliacdo enzimética foi utilizado meio YNB acrescido de 0,2% de amido soltvel. Os fungos foram
cultivados no centro da placa com o meio de cultura cuja Unica fonte de carbono era o amido. Leituras
foram realizadas apés 24, 48 e 72h de incubacdo. A atividade amilolitica foi avaliada pela medi¢do da
zona clara formada ao redor da coldnia utilizando um paquimetro. Determinou-se a atividade antagbnica
dos isolados obtidos frente a trés cepas de enterobactérias patogénicas. Os fungos que apresentaram
didmetros de col6nia superiores aos demais quando cultivados no meio com amido foram Rhizomucor
spp. e duas cepas de Aspergillus spp., todos provenientes do intestino delgado das aves (P<0,05). De
forma semelhante ao halo da coldnia, os tempos diferiram entre si (24h < 48h < 72h) (P<0,05). N&o foi
observado efeito significativo para os tratamentos testados (fungo e tempo de incubacéo) para o indice de
atividade enzimatica (IA). Também ndo observou-se atividade antagonista para os isolados testados.
Futuros estudos devem ser feitos verificando a habilidade enzimética frente a outras fontes de carbono e
atividade antagonica frente a outras cepas patogénicas.
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ABSTRACT: The aim of this study was the enzymatic profile of fungi in chick intestines, as well as their
potential antagonist against pathogens. The twelve adult birds were sacrificed and the intestine samples
were detached for microbial isolation. Subsequently, YNB medium plus 0.2% soluble starch was used for
enzymatic evaluation. The fungi were grown in the center of the plate with the only source of carbon
source was starch. Readings are completed after 24, 48 and 72 h of incubation. Amylolysis was used to
quantify the temperature of the soil around the colony using a meter. The antagonistic activity of the
substrates against three strains of pathogenic enterobacteria was determined. The fungi that have colony
diameters are superior to those grown when cultivated in the medium with Rhizomucor spp. and two
strains of Aspergillus spp., all from the small intestine of birds (P<0.05). Similar to the halo of the colony,
the times differed from each other (24h <48h <72h) (P<0.05). No significant effect was achieved for the
tested assays (time and incubation duration) for enzyme activity index (Al). There was also no observed
antagonistic activity for the tests tested. Future studies should be performed to verify the enzymatic
capacity against other carbon sources and antagonistic activity against other pathogenic strains.
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INTRODUCAO

O aproveitamento de um nutriente pela ave depende da digestdo e absorcdo de macromoléculas, o que
requer hidrolise enzimatica. Sabe-se que a disponibilidade da energia proveniente da metabolizacdo de
carboidratos é altamente dependente da idade, em decorréncia do perfil de atividade da amilase no
pancreas e no intestino delgado (Longo et al., 2005).

Visando otimizar a digestibilidade dos nutrientes, tem-se utilizado cada vez mais enzimas
exdgenas na alimentacdo de aves de postura e/ou corte (Fernandes et al., 2017; Leite, 2009). Nesse
sentido, probidticos tornam-se uma alternativa interessante na cadeia da avicultura uma vez que trata-se
da inclusdo de microrganismos vivos, que podem ser expressivos na producdo de exoenzimas como
amilase, celulase e pectinase (Almeida et al., 2014; Leite, 2009).

Contudo, um microrganismo probidtico requer outras qualidades, como ndo ser patogénico,
estimular sistema imunoldgico, se manter viavel no trato digestivo, bem como competir com a microbiota
maléfica. Dessa forma, objetivou-se avaliar o potencial probidtico de isolados flngicos oriundos do
intestino de frangos da linhagem Cobb 500.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados foram submetidos a Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Goias, e aprovados sob registro 077/16. Os fungos avaliados foram
selecionados em ensaio preliminar a partir de contetdo intestinal de frangos Cobb 500 com 42 dias de
idade recebendo dieta basal.

O arranjo adotado no ensaio foi de parcela subdividida 11x3, em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), sendo avaliados onze isolados fungicos e trés tempos de incubacédo (24, 48 e 72h). Foram adotadas
trés repeticdes por tratamento.

Para determinacéo da producgdo de amilase, foi utilizado meio YNB acrescido de 0,2% de amido solGvel.
Os cultivos foram incubados a 37°C, e ap0s 24, 48 e 72h de incubacéo, a revelacéo foi realizada pela
sublimacéo de cristais de iodeto de potéssio depositados nas tampas das placas. A atividade amilolitica foi
avaliada pela medigdo da zona clara formada ao redor da coldnia utilizando um paquimetro. O restante do
meio ndo degradado permaneceu corado de violeta Hankin & Anagnostakis (1975). Calculou-se o indice
de atividade enzimatica (I.A.) de cada microrganismo, dividindo-se os valores das medidas do halo de
hidrélise pelo didmetro da coldnia para cada periodo de avaliagdo (Lopes et al., 2009).

Para o ensaio de antagonismo foi utilizada a metodologia conforme descrito por Ramirez (2005). Foi
considerada formac&o de halo de inibi¢do do crescimento distancias superiores a 10mm de diametro. Os
isolados patogénicos utilizados no referido ensaio foram: Salmonella Typhimurium, Salmonella
Enteritidis e Escherichia coli.

Apos analise exploratoria e transformagao logaritmica dos dados (LogX+10) comparou-se os indices de
atividade enzimatica (I.A) por meio do teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para o ensaio
antagdnico adotou-se estatistica descritiva. Todas as analises foram processadas em software Assistat 7.7.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o halo da coldnia (didmetro) ndo foi observada interacdo significativa. Avaliando os fatores
isoladamente, como era de se esperar, 0s tempos (24, 48 e 72 horas) diferiram estatisticamente entre si
(P<0,05), de forma que o maior desenvolvimento das coldnias foi observado com o maior tempo de
incubacédo. Os fungos que apresentaram diametros superiores (HC) aos demais quando cultivados no meio
com amido foram Rhizomucor spp. e duas cepas de Aspergillus spp., todos provenientes do intestino
delgado das aves (P<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1 — Diametros médios (cm) de colonia e de degradacgdo do amido de diferentes fungos isolados do
intestino de frangos da linhagem Cobb 500

Fungos HC HD
Aspergillus terreus I1G 1,60B 1,72B
Aspergillus spp. 1G 0,198 0,37B
Rhizomucor spp. ID 3,44A 3,89A
Aspergillus spp. ID1 1,71B 2,42A
Aspergillus flavus ID 1,51B 2,48A
Tricophyton spp. IG 0,81B 1,12B
Aspergillus spp. ID2 2,94A 3,48A



Aspergillus spp. ID3 2,71A 3,41A

Aspergillus fumigatus 1G1 1,65B 2,10A
Aspergillus fumigatus 1D 0,58B 0,66B
Aspergillus fumigatus 1G2 1,94B 2,42A
Coeficiente de Variacao (%) 106,28 83,26

Nota: HC = Halo da coldnia fungica \ HD = Halo de degradacdo do amido. Médias seguidas de letras
distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (a.= 0,05).

Para halo de degradacgdo do amido, a interagao dos fatores também ndo foi significativa, indicando que o
tempo de incubacédo e a cepa flngica ndo possuem relagcdo quando se avalia a respectiva variavel. De
forma semelhante ao halo da coldnia, os tempos diferiram entre si (24h < 48h < 72h) (P<0,05). Os fungos
que destacaram-se na degradacdo do amido (HD) foram: Rhizomucor spp. e outras seis cepas de
Aspergillus spp..

Né&o foi observado efeito significativo para os tratamentos testados (fungo e tempo de incubacdo) para o
indice de atividade enzimatica (I1A). A interacdo dos fatores também néo foi significativa. Observou-se
bons indices de atividade amilolitica para 90,9% dos isolados testados a partir de 48h de incubacdo, uma
vez que para uma boa producéo de enzimas espera-se IA’s maiores que 1 (Almeida et al., 2014).

Nenhum dos isolados fingicos testados mostrou-se eficiente em inibir o desenvolvimento das cepas de
enterobactérias testadas: Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis e Escherichia coli. Observou-
se a capacidade de sobrevivéncia em sinergismo entre os isolados fangicos e bacterianos. Entretanto, ndo
houve formag&o de halo inibidor, e, ambas colnias desenvolveram no meio de cultura.

CONCLUSOES
Os fungos testados neste ensaio apresentam potencial probidtico, uma vez que sdo expressivos na
producdo de amilase. Contudo, para real indicagdo outros testes fazem-se necessarios, como producéo de
micotoxinas, viabilidade no trato digestivo e antagonismo frente a outras cepas patogénicas.
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