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Os objetivos deste trabalho foram os de produzir e
caracterizar um complexo enzimatico (CE) de Humicola
grisea e avaliar seu efeito na digestibilidade verdadeira da
matéria seca de forragem de milho. Observou-se que o
fungo produziu as enzimas celulases, xilanase e B-
glicosidase. A caracterizagdo bioquimica mostrou que a
celulase e xilanase produzidas apresentaram maior
atividade a 50°C. A temperatura 0tima de B-glicosidase
ficou entre 50 e 60°C. O pH 6timo de celulase e xilanase
foi 6,0. Quanto a B-glicosidase, a enzima revelou maior
atividade em pH 6,5. A celulase permaneceu estavel apés
incubacdo por 60 minutos, a 39°C. As xilanase e B-

RESUMO

glicosidase produzidas mantiveram 99,2 e 88,2 % de sua
atividade, a 50°C, durante 240 minutos, respectivamente.
Os tratamentos foram: controle (10 mL de 4agua
esterilizada); nivel 1 (2,5 mL do CE); nivel 2 (5,0 mL do
CE) e nivel 3 (10 mL do CE). No ensaio de
digestibilidade, verificou-se interacdo entre niveis
enzimaticos e periodos de incubagdo no rimen. Para 12;
24; 48 e 96 horas de incubagdo, 10 mL do CE aumentou a
digestibilidade em 10,58; 12,52; 9,05 e 6,81%, em relacdo
ao controle. O fungo Humicolagrisea é produtor de
enzimas de interesse na alimentacdo de ruminantes.

PALAVRAS-CHAVE:Ankom; bovino; celulase; fungo; xilanase..

PRODUCTION, CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF FIBROLYTIC
ENZYMES ON DIGESTIBILITY OF FORAGE MAIZE

The objectives of this research were to produce and
characterize an enzyme complex (EC), using the fungus
Humicola grisea, and evaluate its effect on true
digestibility of forage maize dry matter. We observed that
the fungus produced cellulase, B-glucosidase and xylanase
enzymes. The cellulase and xylanase activities were high
at the temperature of 50° C. The optimum temperature of
B-glucosidase was between 50 and 60° C. The optimum
pH of cellulase and xylanase enzyme was 6.0. As for B-
glucosidase, the enzyme showed higher activity at pH 6.5.
Cellulase remained stable for 60 minutes at 39° C.
Xylanase and B-glucosidase maintained 99.2 and 88.2% of
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ABSTRACT

their activity at 50° C for 240 minutes, respectively. The
treatments were as follows: control (10 mL of sterile
water), level 1 (2.5 mL EC), level 2 (5.0 mL EC) and level
3 (10 mL EC). In the digestibility experiment, there was
interaction between enzyme levels and time of incubation
in the rumen. The addition of 10 mL of the fibrolytic
enzymes improved the digestibility at 10.58; 12.52; 9.05
and 6.81% compared to control for 12; 24; 48 and 96
hours of incubation, respectively. The fungus Humicola
grisea is an enzyme producer that is important in ruminant
feed.
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INTRODUCAO

Os ruminantes possuem um ecossistema
diverso e sofisticadode utilizacdo dos carboidratos
fibrosos da parede celular dos vegetais, gragas a
relacdo simbidtica com a populagcdo microbiana
diversificada do ramen.

Ainda que os microrganismos do ramen
consigam digerir celulose e outros carboidratos
fibrosos, fatores relacionados a estrutura e
composicdo da planta, como as interacGes fisico-
guimicas entre a matriz de hemicelulose e lignina,
e 0s aspectos relacionados ao animal, como
mastigacdo, salivacdo e pH ruminal, podem limitar
a digestdo do alimento no rumen (MARTINS et
al., 2006), o que leva a necessidade de novos
programas biotecnoldgicos de alimentacdo animal
para maximizar a utilizacdo dos nutrientes.

O uso de enzimas fibroliticas, produzidas

por culturas de fungos filamentosos, na
alimentacdo de ruminantes tem mostrado
resultados satisfatorios, com aumento na

digestibilidade da matéria seca e da fibra em
detergente neutro, na producdo de leite e no teor
de gordura do leite (SCHINGOETHE et al., 1999),
assim como no ganho de peso em bovinos
(BEAUCHEMIN et al., 1995).

Ainda que as enzimas sejam catalisadores
eficientes em sistemas biolégicos, sua atividade é
influenciada por fatores como pré-tratamento do
alimento, pH e comprimento do trato
gastrointestinal, grau de hidratagdo e temperatura
do corpo do animal, susceptibilidade das enzimas
exdgenas ao ataque das enzimas enddgenas,
concentracdo do produto em razdo da hidrolise
enzimatica, concentracdo da enzima enddgena e
tipo de ingrediente utilizado na dieta
(ACAMOVIC & MCCLEARY 1996).

Pesquisas mostram que ndo é possivel
estimar, somente com base na caracterizagdo
bioquimica, o potencial de enzimas exdgenas em
melhorar a utilizacdo de uma dieta pelo animal.
Consequentemente, ensaios in vitro sdo utilizados
para avaliar a eficiéncia de diferentes grupos de
enzimas na digestibilidade de dietas fornecidas a
ruminantes (COLOMBATTO et al., 2003).

Este trabalho foi realizado com o objetivo
de produzir e caracterizar um complexo de
enzimas fibroliticas, utilizando-se o fungo
Humicola grisea,e avaliar seu efeito na
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digestibilidade da matéria seca da forragem de
milho.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos
Laboratérios de Enzimologia e de Fisiologia da
Digestdo do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB
II) da Universidade Federal de Goids (UFG),
localizados no municipio de Goiania — GO, no
periodo de margo de 2006 a outubro de 2007.

Para a produgdo do complexo enzimatico
(CE), utilizou-se o fungo Humicola grisea var.
thermoidea, isolado de compostagem na
Universidade Federal de Vicosa (MG). Esse
microrganismo tem a capacidade de produzir
enzimas termoestaveis como celulases e xilanases.

O fungo H. grisea foi cultivado em meio
Agar Aveia (4,0% de farinha de aveia infantil
Quaker, 1,5% de Agar e agua destilada) a 42 °C,
durante quatro dias, e mantido posteriormente a
temperatura ambiente por mais trés dias. As placas
de Petri, contendo o fungo, foram estocadas a 4
°C.

A producdo de enzimas hidroliticas foi
realizada em meio liquido, inoculando-se dez
discos de cultura (5 mm), contendo esporos do
fungo, por erlenmeyers de 1L com 250 mL de
meio de indugdo (forragem de milho: 5 g/L;
extrato de levedura: 3 g/L; sulfato de aménia: 1,4
g/L; CaCl,.6H.0: 0,3 g/L; sulfato de magnésio:
0,3 g/L; elementos tracos de CuSO. e FeSO,). Os
frascos foram incubados em agitador rotatério
(Controlled Environment Incubator  Shaker,
Brunswick Scientific Co. Inc., U.S.A) a 42 °C e
velocidade de 120 rpm. Ap6s 96 horas de cultivo,
o complexo enzimatico foi filtrado e aliquotas
foram coletadas e centrifugadas a 4000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi mantido a 4 °C para
posterior realizacdo de ensaios enzimaticos.

Atividade de celulase em papel de filtro
(FPase) foi determinada utilizando-se uma tira de
1,0 x 6,0 cm de papel de filtro Whatman n°l
(50mg) como substrato. No tubo de ensaio
contendo o papel, foram adicionados 150 pL do
extrato enzimatico e 350 pL de tampdo citrato-
fosfato 50 mmol. L. A mistura de reacdo foi
incubada em banho-maria a 40 °C por 60 minutos.
A reacdo foi interrompida com adi¢do de 1 mL de
acido3,5-dinitrosalicilico (DNS). Posteriormente,
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as amostras foram fervidas por 10 minutos e
esfriadas em banho de gelo.

A concentracdo de acgucar redutor liberado
foi determinada espectrofotometricamente a 550
nm pelo método do DNS, utilizando-se glicose
como padrdo (MILLER, 1959). Uma unidade de
atividade enzimética (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para formar um
pumol de agucar redutor por minuto da reacéo.

A atividade xilanolitica foi determinada
pela metodologia de acgucares redutores (DNS —
MILLER, 1959).

Para o ensaio enzimatico utilizou-se 50 puL
do extrato enzimatico, 100 pL de xilana (oat spelts
- sigma) e 350 pL de tampdo citrato fosfato 50
mmol.L1. A mistura de reacdo foi incubada a 50°C
por 30 minutos. Apl6s esse periodo, foram
adicionados 500 pL de DNS & mistura, que foi
incubada por 10 minutos em agua fervente, com
posterior adi¢do de 1000 pL de agua destilada.

A concentracdo de agucar redutor liberado
foi determinada espectrofotometricamente a 540
nm, utilizando-se xilose como padrdo. Uma
unidade de atividade enzimatica (U) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para
formar um pmol de agucar redutor por minuto da
reacao.

Determinou-se a atividade de B-glicosidase
usando-se  como  substrato  p-nitro-fenil-p-
glicopiranosideo (p-NPG). A mistura de reacdo
consistiu de 50 pL do extrato enzimatico, 350 pL
de tampéo citrato fosfato 50 mmol.L* e 100 pL de
substrato. O ensaio enzimatico foi realizado em 10
minutos de incubacdo a 40° C, sendo a reacdo
interrompida com a adicdo de 1 mL de solucdo
carbonato de sédio (0,5 M). A quantidade de p-
nitro-fenil liberada foi determinada
espectrofotometricamente a 405 nm. Uma unidade
de atividade enzimatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para formar um
pmol de p-nitro-fenil por minuto da reacdo.

Neste experimento, ensaios de pH 6timo
foram realizados para verificar se as enzimas
produzidas possuem atividade numa faixa de pH
compativel com as condi¢Ges do ramen (5,0-7,0).

As atividades das enzimas do complexo
celulolitico foram avaliadas em tampdo citrato
fosfato 50 mmol.L* nos valores de pH 5,0; 5,5;
6,0; 6,5 e 7,0. Os testes das enzimas celulase total;
B-glicosidase e xilanase, nos diferentes pHs, foram
realizados conforme ensaio enzimatico descrito
acima.

Os ensaios da temperatura 6tima foram
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também realizados para avaliar se as enzimas
produzidas mantém atividade na faixa de
temperatura do rimen (39-42° C).

Os ensaios da temperatura 6tima foram
também realizados para avaliar se as enzimas
produzidas mantém atividade na faixa de
temperatura do ramen (39-42° C). As atividades
de celulase total, B-glicosidase e xilanase foram
determinadas conforme método descrito no item
ensaio enzimético, incubando-se amostras nas
temperaturas de 30, 40, 50 e 60° C. Os testes
foram realizados em tampéo citrato fosfato 50
mmol. L, pH 6,5.

No ensaio de termoestabilidade, as
enzimas celulase total, xilanase e PB-glicosidase
foram avaliadas nos tempos de 60, 120, 180 e 240
minutos, a 40°C e pH 6,5. Os testes foram
realizados em tampado citrato fosfato 50 mmol. L.

No ensaio de digestibilidade verdadeira in
vitro,foi utilizada metodologia descrita por
TILLEY & TERRY (1963), modificada para o
fermentador ruminal DAISY Il, seguindo-se
metodologia apresentada no manual de utilizagdo
do equipamento (ANKOM®  Technology)
fornecido pelo fabricante. Nesse ensaio, avaliou-se
a digestibilidade verdadeira in vitro da matéria
seca(DIVMS) de forragem de milho, tratada com
diferentes doses do complexo enzimatico. A
forragem de milho utilizada neste experimento era
composta de 34,6; 7,9 e 49,1% de matéria seca,
proteina bruta e fibra em detergente neutro,
respectivamente.

Os tratamentos realizados foram: controle
(10 mL de &gua esterilizada); nivel 1 (2,5 mL do
CE); nivel 2 (5,0 mL do CE) e nivel 3 (10 mL do
CE). Os niveis de 2,5 e 5,0 foram completados
para 10 mL, com &gua esterilizada. As doses
enzimaticas foram aplicadas por aspersdo, de
forma uniforme, em 17 g da forragem.

O experimento foi instalado em blocos ao
acaso, com quatro repeticbes, em esquema de
parcelas subdivididas 4 x 4. Os blocos (repeti¢cdes)
foram constituidos de quatro ramens. As parcelas
foram constituidas por forragem de milho tratada
com quatro niveis de enzimas e as subparcelas por
quatro momentos de avaliagdo (periodos de
incubacdo). Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia e as medias dos tratamentos
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, com auxilio do software R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010).

Por bloco, foram introduzidos 34 sacos de
filtro-nailon F57 - ANKOM® (32 amostras
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tratadas, um branco e uma testemunha). As
amostras foram incubadas por 12; 24; 48 e 96
horas a 39°C, em meio anaerdbio. Posteriormente,
0s sacos foram incubados em solucdo de
detergente  neutro para determinacdo da
digestibilidade verdadeira in vitro.

Na coleta do liquido ruminal, foram
utilizados dois novilhos mesticos (pardo suico X
Jersey e Jersey x girolando), com peso aproximado
de 370 e 327 kg, respectivamente, sendo os
liquidos ruminais misturados para a condugdo do
experimento. Os animais foram mantidos em
piquetes e adaptados a dieta por 14 dias, antes da
coleta do liquido e tiveram livre acesso a agua e
sal mineral. A dieta (base na MS), fornecida pela
manha, consistiu de 5 kg de feno de Tifton 85 e 2
kg de forragem de milho.

O célculo da DVIVMS foi realizado pela
seguinte  formula (ANKOM® technology):
DVIVMS % = 100- ((W3-(W1*Cy))*100/W>), em
que:

W = peso da tara do saco filtro; W, = peso
das amostras; W3 = peso final do saco filtro depois
da determinacdo in vitro e sequencial com solucéo
de FDN; C; = correcdo do saco de filtro em branco
(peso final do saco apos estufa/peso inicial do saco
filtro).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que as enzimas celulase e
xilanase apresentaram maior atividade em pH 6,0.
Em relag@o a B-glicosidase, a atividade da enzima
foi maior em pH 6,5 (Figura 1).
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Figura 1. Influéncia do pH na atividade das enzimas do complexo enzimético.

O pH otimo de celulases, xilanases e f-
glicosidase é amplamente discutido na literatura e
depende do microrganismo produtor.

Segundo MAHESHWARI et al. (2000), a
atividade 6tima de endo e exoglucanases de fungos
termofilicos esta entre 5,0 e 6,0. SILVA et al. (2005)
verificaram valor 6timo de 5,0 para CMCase de T.
aurantiacus. Resultados obtidos por EMTIAZI et al.
(2000) mostram que celulase de Cellulomonas sp foi
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mais ativa em pH 6,0, o que também foi obtido por
LOWE et al. (1987) para celulase de Neocallimastix
sp.

Segundo KULKARNI et al. (1999),
xilanases produzidas por fungos sdo geralmente
estaveis em intervalos amplos de pH (3,0-10,0),
exibindo pH 6timo na faixa de 4,0 a 7,0.

LUCENA NETO & FERREIRA FILHO
(2004) mostraram que xilanase de H. grisea foi mais



430

ativa em intervalos de pH de 4,5-6,5, 0 que corrobora
0 resultado obtido neste experimento.

KITPREECHAVANICH et al. (1984) e
DUSTERHOFT et al. (1997) constataram que o pH
Otimo de xilanases de H. lanunginosa e H. insolens
foi 6,0.

FERREIRA FILHO (1996) verificou maior
atividade de B-glicosidase H. grisea em pH entre 4,0
e 4,5. LIN et al. (1999), caracterizando B-glicosidase
de T. lanuginosus-SSBP, obtiveram 6,0 como pH
Otimo. Boa parte das p-glicosidases flngicas
conhecidas apresentam pH ideal entre 4,0 € 6,5.

Observou-se, neste experimento, que as
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enzimas estudadas permaneceram estaveis na faixa
de pH entre 5,0 e 7,0, sugerindo que essas proteinas
teriam atividade nas condi¢bes de pH 5,0-7,0 do
ramen.

Enzimas para serem utilizadas na dieta de
ruminantes devem ser estadveis a variacBes de
temperatura ente 39 e 42° C, uma vez que esta é a
faixa de temperatura do rdmen, principal 6rgdo de
digestdo dos ruminantes. A temperatura Otima
encontrada para as enzimas celulase e xilanase
produzidas foi de 50° C. A enzima [-glicosidase
manteve boa atividade na faixa de 50 a 60° C (Figura
2)
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Figura 2. Influéncia da temperatura na atividade das enzimas do complexo enzimatico.

Segundo MAHESHWARI et al. (2000),
endoglucanases e exoglucanases de fungos
termofilicos  apresentam  boa atividade em
temperatura na faixa de 55 a 80° C e de 50 a 75° C,
respectivamente. Para -1,4-exoglucanases e [-1,4-
endoglucanases de Humicola insolens, a temperatura
Otima obtida foi de 50° C, permanecendo estaveis a
65°C, valores semelhantes ao encontrado para
Thermoascus aurantiacus.

YOSHIOKA et al. (1982) verificaram que
CMCase de H. grisea exibiu maior atividade na
temperatura de 50° C. Os pesquisadores LOWE et al.
(1987) e EMTIAZI et al. (2000), em trabalhos
realizados com Cellulomonas sp e Neocallimastix sp,
respectivamente, registraram atividade Otima de
celulase a 45° C.

LUCENA-NETO & FERREIRA FILHO,

(2004), trabalhando com xilanase de H. grisea,
observaram maior atividade da enzima entre 55 e 60°
C. KITPREECHAVANICH et al. (1984) verificaram
gue xilanase de fungo H. lanunginosa foi mais ativa
na faixa de 60 a 75° C, com valor maximo de
atividade a 65° C, semelhante ao verificado para H.
insolens (DUSTERHOFT et al., 1997) e xilanase de
H grisea (MONTI et al., 1991). Conforme
KULKARNI et al. (1999), a temperatura 6tima de
xilanase de fungos varia entre 40 a 60° C.

Pesquisa desenvolvida com os fungos H.
grisea, H. lanunginosa e H. insolens mostrou que a
B-glicosidase apresentou atividade Otima nas
temperaturas de 50 a 60° C (MAHESHWARI et al.,
2000). Esses resultados foram semelhantes aos
obtidos por FERREIRA FILHO (1996), que estudou
B-glicosidase de H. grisea var. thermoidea. LIN et
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B-glicosidasede
apresentou

al.  (1999) observaram que
Thermomyces lanuginosus-SSBP
temperatura 6tima de 65° C.

Neste experimento, verificou-se que enzimas
do CE do H. grisea demonstraram atividade
especifica na faixa de temperatura do ramen, que, no
entanto, é inferior a atividade apresentada nas
temperaturas 6timas das enzimas.

Para serem utilizadas na alimentacdo animal,
as enzimas devem apresentar ampla faixa de
termoestabilidade para suportar a temperatura interna
dos animais e variacbes de temperatura no
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processamento das ragdes. A termoestabilidade das
enzimas varia consideravelmente em funcdo da sua
origem, sendo as enzimas flngicas as que possuem
maior estabilidade térmica (CASTRO & MENDES,
2004).

Neste trabalho, observou-se que a celulase
produzida permaneceu estdvel por 240 minutos,
apresentando atividade relativa maior que 100%. As
enzimas xilanase e B-glicosidase mantiveram 99,2 e
88,2% de sua atividade com 240 minutos,
respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Estabilidade das enzimas do complexo enzimatico em diferentes tempos.

OLIVEIRA et al. (2013) verificaram que
endoglucanase produzida por H. grisea manteve
88% da sua atividade ap6s 240 minutos de incubagdo
a 50, 60 e 70° C. As temperaturas de 50 e 60° C
aumentaram a atividade enzimatica.

DAMASO et al. (2002) verificaram que
xilanase produzida por T. lanuginosus permaneceu
estavel durante intervalo de tempo de 0 a 400
minutos, em 50 °C. LUCENA-NETO & FERREIRA
FILHO (2004) constataram que xilanase de H. grisea
var. thermoidea apresentou termoestabilidade a 60°
C, com meia vida de aproximadamente 5,5 horas.

Xilanase purificada por MONTI et al.
(1991) manteve boa estabilidade em temperaturas
entre 40 e 60 °C, apresentando meia-vida de 20
minutos a 60 °C. REIS et al. (2001) avaliaram a
termoestabilidade de quatro xilanases flngicas e
verificaram que trés das enzimas mantiveram de 100
a 80% de sua atividade no intervalo de temperatura
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entre 50 a 70 °C, enquanto a outra enzima manteve
40% de sua atividade a 50 °C.

Em estudo desenvolvido por FERREIRA
FILHO (1996), a enzima B-glicosidase produzida por
H. grisea var. thermoidea foi termoestavel a 60 °C
por uma hora, apresentando meia vida de 15 minutos
a 65 °C. LIN et al. (1999) observaram que f-
glicosidase do fungo T. lanuginosu manteve sua
atividade total depois de 30 minutos de incubagéo a
50 °C, mas foi inativada a 70 °C.

Os valores da DVIVMS da forragem de
milho estdo descritos na Tabela 1. Houve interacédo
entre niveis enziméticos e periodos de incubagdo no
ramen (p<0,01). Verificou-se, em relagdo ao
tratamento controle, que a adicdo de 2,5 mL de
enzimas melhorou a DVIVMS em 4,88 e 6,87%,
com 12 e 48 horas de incubacdo ruminal,
respectivamente. Para o tratamento de 5,0 mL,
quando comparado ao controle, foram observados
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aumentos de 6,66; 7,72 e 5,42% sobre a
digestibilidade, nos tempos de 12; 24 e 48 horas de
incubacdo no rdamen, respectivamente. A aplicagdo
de 10 mL de enzimas proporcionou melhoras na
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digestibilidade em 10,58; 12,52; 9,05 e 6,81%, com
12; 24; 48 e 96 horas de permanéncia da forragem no
rumen, respectivamente, em relacéo ao controle.

TABELA 1.Digestibilidade da forragem de milho em diferentes niveis de enzimas e quatro tempos de

incubacgdo no rdmen.

Nivel de enzimas

Periodo de incubacao no ramen (horas)

(mL) 12 24 48 96

Controle 80,09 cB 86, 50 CA 86,95 bA 90,05 bA
2,5 84,00 bB 84,87 cB 92,92aA 90,20 bA
5,0 85,42 abB 93,18 bA 91,66 aA 91,98 bA
10,0 88, 56 aB 97,33 aA 94,82 aA 96,18 aA

Meédias seguidas de letras diferentes, maitscula na linha e minuscula na coluna, diferem (p<0,01) pelo teste Tukey. CV(subparcela)

% =2,30; CV(parcela) % =2,30

Os aumentos da DVIVMS da forragem de
milho sdo consequéncia da atividade hidrolitica das
enzimas no substrato. Essa informacédo é consistente
com a avaliacdo quimica do complexo enzimatico
utilizado no experimento, que revelou atividades de
celulase e xilanase.

A adicdo de enzimas fibroliticas as
forragens, antes de sua ingestdo, promove mudancas
na estrutura dos alimentos, tornando-os mais
susceptiveis a hidrolise ruminal (NSEREKO et al.,
2000). De acordo com FONTES et al. (1995), as
enzimas podem ser parcialmente protegidas da
degradagdo ruminal, em decorréncia da mudanca de
sua conformagdo. A alteracdo na estrutura da enzima
é provocada por sua forte ligagdo com o substrato,
guando da sua incorporacao no alimento.

Segundo BEAUCHEMIN et al. (2003),
existem evidéncias de que enzimas exdgenas
promovem a hidrélise de carboidratos sollveis
durante a fase de pré-incubacdo ruminal. Sua
aplicacéo direta no substrato favorece a formagéo de
um complexo enzima-substrato bastante estavel que
aumenta a eficiéncia das enzimas exodgenas no
ramen.

GIRALDO et al. (2007), aplicando duas
celulases produzidas por Aspergillus niger e
Trichoderma longibrachiatum, na dose de 30 U/g de
substrato (70% de feno de graminea e 30% de
concentrado), observaram maior desaparecimento da
MS depois de 6 e 24 h, sem nenhum efeito ap6s 48 h
de incubacdo. LEWIS et al. (1996) ndo observaram
aumento da DIVMS de feno de graminea com 8; 16
e 24h de incubacdo, quando da aplicacdo de enzimas
fibroliticas; entretanto, observaram aumento apds 32,
40 ¢ 96 h.

CYSNEIROS et al. (2006) ndo verificaram

efeitos de 5, 10 e 20 mg de enzimas fibroliticas por
kg de matéria natural sobre o desaparecimento
ruminal da MS da silagem de milho, em 6, 24 e 96 h.
YANG et al. (1999) verificaram que as curvas de
digestibilidade ruminal da alfafa foram semelhantes
para 0 tratamento controle e enzimatico. O
desaparecimento foi rapido durante as primeiras 12 h
de incubacéo, com formagdo de platé proximo a 24
h.

De acordo com DAWSON & TRICARICO
(2007), uma série de estudos in vitro tem
demonstrado que é possivel usar preparagdes
especificas de enzimas fibroliticas para melhorar os
processos associados a digestdo do alimento no
rimen. A resposta é avaliada geralmente pelo
aumento da taxa inicial de desaparecimento da
matéria seca ou da taxa de desaparecimento da fibra
em detergente neutro de forrageiras suplementadas
com enzimas. Acredita-se que enzimas exdgenas
consigam tornar a fibra solivel ou mais disponivel
ao ataque microbiano no rimen. Segundo 0s mesmos
autores, o periodo mais ativo para os efeitos de
enzimas exdgenas parece ser durante as primeiras 6-
12 horas do processo digestivo. Na maioria dos
casos, as enzimas fibroliticas ndo exercem efeitos
significativos sobre a digestdo da fibra apds periodos
de incubacdo ruminal prolongados.

Ainda, algumas das  variabilidades
associadas ao uso de enzimas exdgenas nas dietas de
ruminantes estdo relacionadas a suplementagdo com
insuficiente ou excessiva quantidade de enzimas. As
preparagdes de enzimas exdgenas sdo muitas vezes
utilizadas em baixas concentracbes. Nessas
concentracdes, as enzimas parecem ndo contribuir
para maior digestdo da fibra no rimen, mesmo que
as condicBes do ambiente ruminal sejam ideais para
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suas atividades.

Estudos feitos por BEAUCHEMIN et al.
(2003) demonstraram que o 6timo nivel enzimatico
depende do substrato. Esses autores relataram
diferentes taxas de aplicacdo de enzimas e diferentes
respostas para feno de alfafa, silagem de milho,
silagem de cevada e grédos de milho. Com feno de
alfafa, observou-se reducdo no contetdo da fibra em
detergente neutro, mesmo com adicdo de um baixo
nivel enzimatico, sem nenhuma alteracdo observada
com altas taxas de aplicacdo. Altas quantidades de
enzimas ligadas ao substrato podem restringir a
ligacdo dos microrganismos do ramen ao alimento
limitando sua digestibilidade (BEAUCHEMIN et al.,
2003).

Enzimas fibroliticas estdo relacionadas com
sua capacidade de melhorar a degradacdo inicial dos
carboidratos estruturais das plantas e complementar
as atividades enzimaticas  associadas  aos
microorganismos ruminais. E provavel que enzimas
exdgenas ajam no ramen logo apo6s a ingestdo do
alimento e durante um periodo curto de tempo, antes
da colonizacdo bacteriana do alimento e inicio da

digestdo. Como resultado, enzimas fibroliticas
exdgenas podem complementar as atividades
enzimaticas dos microorganismos no rdmen e

permitir maior digestdo de substratos durante as
fases preliminares criticas da digestdo. Os efeitos
globais da suplementagdo com enzimas podem
resultar de sua capacidade de expor os substratos
lentamente degradados ao ataque microbiano
(DAWSON & TRICARICO, 2007).

CONCLUSOES

O fungo Humicolagrisea var. thermoidea é
um produtor de enzimas fibroliticas de interesse na
alimentacdo de ruminantes. As enzimas celulase
total, xilanase e p-glicosidase apresentaram
atividades na faixa de temperatura e pH observados
no rumen. As enzimas, nos trés niveis testados,
aumentaram a DVIVMS da forragem de milho, mas
nédo exerceram efeitos significativos sobre a digestéo,
apos periodos prolongados de incubacdo ruminal.
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