Revista Brasileirade Zootecnia

© 2007 Sociedade Brasileira de Zootecnia

ISSN impresso: 1516-3598 R.Bras. Zootec., v.36, n.6, p.1927-1936, 2007
ISSN on-line: 1806-9290

www.sbz.org.br

Degradabilidade in situ e observa¢g8es microscopicas de volumosos em
bovinos suplementados com enzimas fibroliticas ex6genas?

Adriana de Souza Martins2, Paulo de Figueiredo Vieira3, Telma Teresinha Berchielli4, lvanor
Nunes do Prado®, Beatriz Lempp®, Meiby Carneiro de Paula’

1 Financiado pelo CNPq e parcialmente pela FUNDUNESP e ALLTECH do Brasil.

2 Depto. de Ciéncias Agrarias do CESCAGE e Pesquisadora do IAPAR, Av. Euzébio de Queiroz, s/n CEP: 84001-970, Ponta Grossa/PR.
3 Curso de Zootecnia da UNIFENAS, Rod. MG 179, km 0 CEP: 37130-000, Alfenas/MG.

4 Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias/lUNESP, Rod. Carlos Tonnani km 5, CEP: 14870-000, Jaboticabal/SP. Pesquisador do CNPq.
5 Depto. de Zootecnia da UEM, Pesquisador do CNPq. Av. Colombo, 5790, CEP: 87020-900.

6 Faculdade de Ciéncias Agrarias de Dourados, Cx Postal 533 - CEP: 79804-970, Dourados/MS.

7]APAR. Av. Euzébio de Queiroz, s/n CEP: 84001-970, Ponta Grossa/PR.

RESUMO - Avaliou-se o efeito de enzimas fibroliticas (celulase e xilanase) sobre a degradabilidade in situ da MS, PB,
FDN, FDA e hemicelulose do feno de Tifton-85 (Cynodon spp.) cortado aos 30 e 90 dias e do bagaco de cana, utilizando-se
seis bovinos com céanula no rimen. As enzimas foram extraidas dos fungos Aspergillus niger e Trichoderma longibrachiatum
e fornecidas, na quantidade de 0,75 g/kgMS.dia, por meio da canula ruminal. Os tempos de incubagdo ruminal foram de 0, 3,
6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas. Os residuos de incubagdo foram avaliados por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV).
O efeito da adicdo de enzimas sobre a degradacdo da MS e PB variou em funcdo do volumoso estudado. A degradabilidade
efetiva da MS do feno Tifton cortado aos 30 e 90 dias e do bagago de cana sem a adicdo de enzimas foi de 61,85; 42,35
e 28,22%, respectivamente, e de 63,51; 40,64 e 31,43%, respectivamente, com a adi¢cdo das enzimas. Ndo houve efeito das
enzimas sobre a degradacéo da fibra. As observacdes ao MEV indicaram aumento da colonizagdo bacteriana sobre a parede
celular com a suplementacdo enzimatica. A adicdo de enzimas fibroliticas na dieta de ruminantes apresentou efeito pouco
expressivo sobre os parametros de degradagdo ruminal dos volumosos estudados.
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In situ degradability and microscopical observations of roughages in cattle
supplemented with exogenous fibrolytic enzymes

ABSTRACT - The effect of fibrolytic enzymes addition (cellulase and xylanase) on the DM, CP, NDF, ADF, and
hemicellulose in situ degradability of Tifton 85 hay (Cynodon spp.) cut at 30 and 90 days and sugarcane bagasse were evaluated
with six bovines cannulated on the rumen. The enzymes were extracted from Aspergillus niger and Trichoderma
longibrachiatum fungi and supplied 0.75 g/kg of DM/animal.day, through ruminal cannula. The incubation times were 0, 3,
6, 12, 24, 48, 72, and 96 hours. The incubation residues were compared by scanning electron micrographs (SEM). The effect
of enzyme addition on the DM and CP degradation varied in function of roughage studied. The effective degradability of DM
of Tifton 85 hay cut at 30 and 90 days and sugarcane bagasse, without enzymes addition, was 61.85, 42.35, and 28.22%,
respectively, and 63.51, 40.64, and 31.43%, respectively, with enzymes addition. There was no effect of enzymes on the
fiber degradation. The SEM observations showed that bacterial colonization increased on the cell wall of roughages with
enzymatic supplementation. The fibrolytic enzyme addition to the ruminant diet presented little expressive effect on the
degradation parameters of studied roughages.
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Introducéo especialmente quando se trata de forragens tropicais.
Segundo Varga & Kolver (1997), entre 20 e 70% da celulose

Osruminantes sdo capazes de aproveitar volumosos de poderia ndo ser digerida e aproveitada pelo animal.
baixa qualidade de maneiraeficiente, em virtude da sintese Com o objetivo de aumentar a eficiéncia de utilizacao
e secrecdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas pelos dos alimentos pelos ruminantes, pesquisadores tém estu-
microrganismos do rimen. Entretanto, o processo de diges- dado o efeito da utilizagdo de produtos biotecnoldgicos,
tdo da forragem pode ser consideravelmente incompleto, destacando-se a suplementacdo com enzimas fibroliticas
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exogenas compostas de celulase e hemicelulase. Estas
enzimas, extraidas de fungos ou bactérias, em atuacéo
conjuntacom as enzimas produzidas pelos microrganismos
ruminais, potencializam a degradacédo dos polissacarideos
estruturais e aumentam a taxa de degradacédo da fibra.

Os fungos aerdbios sdo fontes de enzimas comumente
utilizadas na industria de alimentos. A hidrdlise da fibra
por estes fungos consiste da liberacdo de enzimas no meio,
promovendo a degradacao do substrato. Este sistema dife-
re do utilizado pelos microrganismos ruminais, que apre-
sentam complexos multienzimaticos de células aderidas as
particulas (celulossoma). Além disso, as enzimas proveni-
entes de fungos suportam pH mais baixo que as enzimas
ruminais (Morgavietal., 2000).

Com base na hip6tese de que nem todos os sitios do
substrato disponiveis para a atuacdo das enzimas
microbianas estejam ocupados, 0 aumento na concentra-
cdo de enzimas fibroliticas poderia incrementar a taxa de
digestdo da celulose e hemicelulose no rimen, com o auxilio
daatividade microbiana (Dehority & Tirabasso, 1998).

Quanto ao modo de fornecimento das enzimas, estudos
sugeriram que a administracdo diretamente no alimento
seria mais eficaz que quando administradas no rimen
(McAllisteretal., 1999). No entanto, Morgavi etal. (2000),
avaliando o efeito de fontes de enzimas fibroliticas incuba-
dasinvitro comdigesta ruminal de ovinos alimentados com
feno de graminea e concentrado, verificaram que a estabi-
lidade das enzimas no fluido ruminal ndo foi fator limitante
em sua atuacdo no alimento —resposta que pode ser enzima-
dependente, uma vez que houve variagdo na atividade
enzimatica entre as fontes.

A microscopiaeletronicade varredura (MEV) temsido
usada para visualizar e explicar os processos de degradacao
da parede celular pelos microrganismos do rimen (Akin,
1989). A observacao microscopica dos residuos de degra-
dacéo ruminal possibilita visualizar a intensidade de colo-
nizacdo microbiana nos diferentes tecidos da planta.

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da
adicdo de enzimas fibroliticas extraidas de fungos sobre
a degradabilidade in situ do feno de Tifton 85 (Cynodon
spp.) cortado aos 30 e 90 dias e do bagaco de cana-de-
aclcar, em bovinos, e comparar a colonizagdo microbiana
dos residuos de incubagdo por meio da microscopia
eletrénica de varredura.

Material e Métodos
O experimento foi desenvolvido no Setor de Avaliacéo

de Alimentos do Departamento de Zootecnia da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias— Campus de Jaboticabal/

UNESP-SP. Foram utilizados seis bovinos machos, castra-
dos, providos de canula no ramen, com peso médio de
440 kg, alojados em baias individuais cobertas, com
comedouro e bebedouro. Avaliou-se o efeito da adigédo de
enzimas fibroliticas exdgenas sobre a degradacéo ruminal
in situ do feno de Tifton 85 (Cynodon spp) cortado aos
30 e 90 dias e do bagaco de cana-de-agucar. Foram
utilizados trés animais como repeticéo, ou seja, trésanimais
consumiram a dieta basal com a adi¢do das enzimas via
canula ruminal e trés consumiram a mesma dieta sem a
adicdo das enzimas.

As dietas foram formuladas com base na ingestéo de
energiametabolizavel fermentavel e de proteina degradavel
no rimen, segundo as recomendacdes do AFRC (1995). A
proporgdo volumoso concentrado foi de 70:30, sendo o
concentrado composto de milho e levedurae o volumoso de
silagem de milho, bagaco de cana, palha de arroz e feno de
Tifton cortado aos 30 e 90 dias. A composicao percentual
(% MS) dos ingredientes da dieta foi de 11,7; 18,3 e 14%,
respectivamente, paraomilho, alevedurae cada volumoso.
A dieta total (volumoso + concentrado) foi fornecida duas
vezes ao dia (8 e 15h), sendo fornecido aproximadamente
2,5%doPV (Tabelal).

As enzimas fibroliticas utilizadas foram provenientes
de fonte comercial (Fibrozyme - ALLTECH — Empresa
Biotecnoldgica de Producdo Animal.) e extraidas dos fun-
gos Aspergillus niger e Trichoderma longibrachiatum.
O produto constituiu de celulase e xilanase e de um
surfactante (extrato de Yucca echtigera), veiculo que tem
afuncéo de aumentar o contato das enzimas com o substrato.

A atividade enziméatica do Fibrozyme, obtidaa 39°Ce
pH 4,0, foi de aproximadamente 100 unidades de xilanase
(UX) por grama do produto. Uma unidade de xilanase
corresponde a quantidade de enzima requerida para liberar
um micromol de xilose (substrato). Foi fornecido 0,75 g de
Fibrozyme/kg de MS/animal/dia, segundo recomendacdes
do fabricante. O complexo enzimético foi acondicionado em
capsulas de papel e fornecido, as 8h, via canula ruminal.

Os volumosos foram processados em peneira com
crivosde 5mmeacondicionadasembolsas de nailon (7 x 14 cm,
50 mm de tamanho de poros) nos seguintes tempos de
incubacdo: 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas, em duplicata.
Foram incubados 4,5 g de cada volumoso (base na MS). O
complexo enzimatico também foi inserido nas bolsas de
nailon para incubacdo, em todos 0s tempaos, em proporcao
similar a recomendada. Ao final de cada tempo de incuba-
¢do, as bolsas foram lavadas em maquina de lavar durante
30 minutos e, posteriormente, submetidas a secagem em
estufa com ventilacdo forgcada a 65°C, por 72 horas. Os
residuos foram analisados quanto aos teores de MS e PB,
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Tabela 1- Composicdo quimica dos ingredientes da dieta (% MS)

Table 1 - Chemical composition of the dietary ingredients (% DM)

Ingrediente MS (%) PB (%) FDN (%) FDA (%) Hem (%) NIDA/Ntotal
Ingredient DM CP NDF ADF Hem ADIN/total N
Silagem de milho (Corn silage) 32 7,74 46,28 24,32 21,96 9,99
Bagago de cana (Sugarcane bagasse) 43 1,21 85,12 64,72 20,40 32,79
Palha de arroz (Rice straw) 92 6,52 67,20 40,63 26,57 8,31
Feno de Tifton30! (Tifton hay30) 92 8,75 69,96 34,58 35,38 4,60
Feno de Tifton 902 (Tifton hay30) 92 5,55 79,76 42,99 36,77 9,72
Milho (Corn) 90 12,00 12,02 5,16 6,86 2,40
Levedura (Yeast) 89 37,80 - - - -

NIDA/Ntotal = Nitrogénio insolivel em detergente acido/Ntotal (Acid detergent insoluble nitrogen/total N).

1 Coletado aos 30 dias de rebrota.
2 Coletado aos 90 dias de rebrota.
1 cutat30days.
2 Cutat90days.

pelo método de combustdo de Dumas, utilizando o analisador
de Nitrogénio Leco FP-528,e FDN, FDA e nitrogénio inso-
IGvel em detergente acido (NIDA), pelo método descrito por
Silva & Queiroz (2002), utilizando o analisador de fibras
ANKOM. A hemicelulose foi calculada pela diferenca
entre FDN e FDA.

Os dados sobre o desaparecimento da MS, PB, FDN,
FDA e hemicelulose dos volumosos foram ajustados por
uma regressao ndo-linear, por meio do modelo proposto
por Mehrez & @rskov (1977): p=a + b(1 —e'kdt), em que
p corresponde a degradacdo no tempo t; “a”, a fracdo
soltvel; “b”, a fracdo potencialmente degradavel; k;, a
taxa de degradacdo da fracdo b; et, ao tempo de incubacéo
em horas.

A degradabilidade efetiva (DE) foi calculada segundo
0 modelo proposto por Jrskov & Mc Donald (1979): DE =
a+((b.ky)/(ky+ kp))
emque kp equivale a taxa estimada de passagem de solidos
no ramen por hora. Foi considarada a taxa de passagem de
s6lidosnoramende 2%/h (ARC, 1984). A fracdo indegradavel
(C) foi obtida pela equagdo: C =100 - (a + b).

Paraas analises de microscopiaeletronicade varredura
(MEV), foi inserida no rimen uma bolsa extra para cada
tempo de incubacdo. Depois de retirados do rimen, 0s
residuos foram processados, segundo Santos (1996), no
Laboratdrio de Microscopia Eletronica e analisados por
meio de elétron-micrografias de varredura (Lempp, 1997).
Com base nesta metodologia, o residuo foi fixado em solu-
cdo de glutaraldeido a 3%, em solucdo tampdo (cacodilato
de potassio 0,05 M), e mantido sob refrigeracao; apos, foi
fixado emtetréxido de smio a 1% namesma solugcdo tampéao
e seco (secador de ponto critico - Tousimis Samdri PVT3).
Posteriormente, os espécimes foram montados em cilindros
de aluminio metalizados, com uma camada de ouro-paladio
(JEOL JFC1100) e avaliados por meio de observacdo no
microscapio eletrénico de varredura (MEV), marca JEOL,

modelo JSM5410, utilizando-se paraas elétron-micrografias
ofilme ILFORD FP4 (ISSO 125/220).

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em parcelas subdivididas, em que 0s “tempos”
de incubagdo constituiram as parcelas e 0s volumosos e a
adicdo ou ndo de enzimas, as subparcelas. O tempo para
atingira DP foi determinado utilizando o teste de compara-
¢cBesmdltiplas (contraste de Hamlert). A andlise de variancia
e a comparacdo de médias pelo teste Tukey, a 5% de
significancia, foram determinadas pelo SAS (1997).

Resultados e Discusséao

N&o houve efeito (P>0,05) daadicdo de enzimas sobre 0s
pardmetros de degradacdo ruminal da MS do feno de Tifton-
85 cortado aos 30e 90 dias (Tabela 2). A fragdo solivel daMS
do feno de Tifton-85 cortado em ambas as idades foi supe-
rior ao valor de 5,2%, encontrado por itavo et al. (2002). De
modo geral, os valores obtidos para a fracdo sollvel de
ambos os fenos foram elevados, podendo ter ocorrido
perda de material durante a determinacédo desta fracao.

Osvalores médios obtidos paraa DE daMSe FDN (62,7
e 53%, respectivamente) do feno de Tifton cortado aos 30
dias foram superiores aos encontrados por Assis et al.
(1998), de 55 e 51%, respectivamente, com taxa de passagem
de 2%/h. Itavoetal. (2002), avaliando a degradabilidade de
fenos de gramineas do género Cynodon, observaram
valoresparaa DE da MSe PB do feno de Tifton 85 de 49,88
e67,11%, com taxa de passagem de 2%/h, sendo inferiores
e superiores, respectivamente, aos obtidos nesta pesquisa
para o feno de Tifton-85 cortado aos 30 e 90 dias. As
variacdes nos parametros de degradacdo ruminal ocorre-
ram, provavelmente, em funcéo das diferencas na idade de
colheita dos fenos estudados.

Houve aumento (P<0,05) da fracdo soltvel da PB do
feno de Tifton-85 cortado aos 30 dias com a suplementacéo
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Tabela 2 - Estimativas das fra¢6es sollvel (a), potencialmente degradavel (b) e indegradavel (C), taxa de degradacéo (k), degradacéo
potencial (DP) e degradacéo efetiva (DE) de MS e PB dos volumosos sem (SE) e com (CE) a adi¢do de enzimas fibroliticas

Table 2 - Estimates of soluble fractions (a), potentially degradable (b) and indigestible (C), degradation rate (ky), potential degradation (PD), and effective
degradation (ED) of DM and CP of forages without (-FE) and with (+FE) fibrolytic enzymes addition
Item FT30?! FT902 BC®
TH30! TH90? sB3
SE CE SE CE SE CE
-FE +FE -FE +FE -FE +FE
MS (DM)
a 21,61 23,13 14,55 12,76 5,27 4,62
b 55,04 53,67 39,74 42,69 33,27b 42,57a
kg (%/h) 5,57 6,09 4,76 3,88 4,63 3,50
C 23,35 23,20 45,71 44,55 61,46a 52,81b
DP 76,65 76,80 54,29 55,45 38,54b 47,19a
DE* 61,85 63,51 42,35 40,64 28,22 31,43
PB (CP)

a 30,73b 34,52a 44,72 44,35 1,58b 6,78a
b 59,57 56,76 31,85 30,69 12,29a 5,72b
ky (%/h) 5,38 5,04 1,56 2,74 0,42 0,59
C 9,70 8,72 23,43 24,95 86,14 87,5
DP 90,30 91,28 70,44b 75,04a 13,87 12,50
DE* 74,06 75,12 55,02b 62,04a 3,21 7,98

1 Feno de Tifton 85 cortado aos 30 dias.
2 Feno de Tifton 85 cortado aos 90 dias.
3 Bagago de cana.

4 Considerando taxa de passagem de 2%/h. Médias seguidas de letras diferentes na linha, dentro de cada fonte de volumoso, diferem (P<0,05) pelo teste

Tukey.
1 Tifton 85 hay cutted at 30 days.
2 Tifton 85 hay cutted at 90 days.
3 Sugarcane bagasse.

4 Considering passage rate of 2%/h. Means followed by different letters in the same row, within each roughage source, differ (P<0.05) by Tukey test.

enzimatica, entretanto, para os demais parametros da degra-
dacdo deste feno, a adicdo de enzimas ndo causou efeito
(P>0,05). O aumento da fracdo soltvel significa, necessaria-
mente, que o nitrogénio sollvel seja degradado no ramen.
Deacordocom o NRC (2001), as proteinas soltveis ndo sdo
igualmente susceptiveis a degradagdo ruminal e podem
deixar o rimen rapidamente, devido a maior associagdo com
aporcdo liquida do conteddo ruminal. Neste sentido, Sniffen
et al. (1992) relataram que a relacdo entre solubilidade e
degradabilidade da proteina sera maior quando grande
parte do nitrogénio soltvel estiver na forma de nitrogénio
ndo-protéico (NNP).

A degradacdo da PB do feno de Tifton cortado aos 90
dias sofreu efeito daacdo enzimatica no rimen, compro-
vado peloaumento (P<0,05) da DP e DE com asuplementacéo
enzimatica, mostrando que a atuagdo das enzimas depende
daestruturaquimico-morfolégica daforragem. Morgavi et
al. (2000) observaram a ocorréncia de sinergia entre as
enzimas exogenas extraidas de fungo e as enzimas
microbianas, durante o processo de hidrélise da celulose e
da xilose. Portanto, é provavel que as enzimas exdgenas
tenham influenciado o ataque microbiano sobre a fibra.

O bagac¢o de cana-de-aclcar (BC) sem a adicdo de
enzimas apresentou valores de 5,27%, 4,63%/h e 38,54%,

respectivamente, paraa fracdo soltvel, taxa de degradacao
e DP da MS, sendo superiores aos obtidos por Deschamps
(1994), de 2,81%, 1,4%/h e 30,9%, respectivamente. A
suplementacdo enzimatica influiu nos parametros de degra-
dacdo ruminal do BC. A adicdo de enzimas aumentou a
fracdo “b” e reduziu a fragcdo C da MS deste volumoso
(P<0,05). Houve aumento da fragdo “a” e redugdo da fracéo
“b” daPB comaadicdo das enzimas (P<0,05), porém, estas
fracdes séo pouco significativas, em razdo do baixo teor de
proteina do bagago.

O complexo enzimético prolongou o tempo de degrada-
cdodaPBdoBC,de72(SE)para96 horas (CE),edaMS, de
48 (SE) para 96 horas (CE), com aumento da DP daMS de 38,5
para47,2% (P<0,05). O maior teor de fibra do BC pode ter
disponibilizado maior nimero de sitios de degradacéo para
a atuacdo enzimatica, de origem microbiana ou do proprio
suplemento.

Né&o houve efeito (P>0,05) da adi¢do de enzimas sobre a
degradacdo ruminal da parede celular de ambos os fenos
(Tabela3). Segundo Coughlan (1990), durante o processo de
degradacdo, em decorréncia daestabilidade da fragdo crista-
lina da celulose, as liga¢des clivadas pelas endoglucanases
poderiam ser novamente formadas de maneira espontanea,
em funcdo da auséncia de celobioidrolase, evidenciando a
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interacdo sinergistica de endo e exo-enzimas. Desta forma,
em funcdo da composi¢do quimico-morfoldgica daforragem
e dorequerimento de enzimas especificas paraa degradagdo
da fibra, a adi¢do de enzimas fibroliticas pode ter alterado a
proporcdo de endo e exo-enzimas, dificultando a interacdo de
ambas e comprometendo a atuacdo de determinadas enzimas
sobre a degradacdo dos componentes da parede celular.

Outra possivel explicagdo paraaausénciado efeito das
enzimas exdgenas sobre a fibra seria o teor de aplicacdo das
mesmas. Yang et al. (1999) relataram que o nivel de adi¢ao
de complexos enzimaticos abaixo de 1 g/kg de MS, como
verificado neste estudo, ndo causa efeito sobre a degrada-
¢do da fibra no rimen.

Beaucheminetal. (1995), avaliando o efeito de niveisde
aplicacdo de enzimas fibroliticas em diferentes volumosos,
verificaram que a concentracdo das enzimas e a resposta
animal (consumo, ganho em peso e digestibilidade) apresen-
taram comportamento quadratico, indicando aexisténcia de
um nivel 6timo de aplicagédo para os diferentes volumosos.
Outro fator responsavel pela eficiéncia do complexo

enzimatico seriao modo de aplicagcdo do mesmo no alimento.

O fenode Tifton-85 cortado aos 30 apresentou maior DE
da FDN, FDA e hemicelulose que o cortado aos 90 dias
(P<0,05). Forragens jovens apresentam menores concen-
tracdes de lignina core, a qual estd negativamente
correlacionada a digestibilidade (Jung & Deetz, 1990),
havendo menor resisténcia fisica (menor lignificacdo) da
parede celular de fenos com menor idade de corte.

Observou-se maior efeito da adigdo de enzimas na
parede celular do BC. A taxa de degradacdo (kd) da FDN
deste volumoso diminuiu com a suplementagao enzimatica
(P<0,05). Namedidaem que ocorreu adegradacdo da parede
celular, observou-se aumento da proporc¢éao de ligninacom
relacdo a matriz fibrosa, o que, de acordo com Gilbert &
Hazlewood (1993), dificultaria o reconhecimento do sitio
catalitico das enzimas fibroliticas pelo substrato, resultando
na reducdo da taxa de degradacéo.

Por outro lado, houve aumento da fracdo b e reducéo
da fragdo indigestivel da hemicelulose com a adi¢do do
suplemento (P<0,05). Constatou-se aumento (P<0,05) daDP

Tabela 3 - Estimativas das fracGes sollvel (a), potencialmente degradavel (b) e indegradavel (C), taxa de degradacao (ky), degradacao
potencial (DP) e degradacéao efetiva (DE) da FDN e FDA dos volumosos sem (SE) e com (CE) a adigdo de enzimas fibroliticas

Table 3 - Estimates of soluble fractions (a), potentially degradable (b) and indigestible (C), degradation rate (kd), potential degradation (PD) and effective
degradation (ED) of NDF, ADF, and hemicellulose of forages without (-FE) and with (+FE) fibrolytic enzymes addition
Item FT30?! FT902 BC3
TH30! TH90? sB3
SE CE SE CE SE CE
-FE +FE -FE +FE -FE +FE
FDN (NDF)
b 71,24 70,75 50,02 51,12 31,33 40,30
ky (%/h) 5,82 6,20 4,36 3,80 4,92a 2,71b
C 28,76 29,25 49,98 48,88 68,67 59,70
DP 71,24 70,75 50,02 51,12 31,33 40,30
DE* 52,59 53,38 34,11 33,14 22,54 23,12
FDA (ADF)
b 69,11 69,67 48,65 47,85 39,34 40,06
ky (%/h) 5,47 5,59 4,39 3,71 3,08 2,58
C 30,89 30,33 51,35 52,15 60,66 59,94
DP 69,11 69,67 48,65 47,85 39,34 40,06
DE* 50,26 50,76 33,14 30,74 25,30 22,47
Hemicelulose (Hemicellulose)

b 73,26 74,87 50,42 52,90 38,04b 49,07a
ky (%/h) 5,24 511 4,67 4,36 3,13 2,99
C 26,74 25,13 49,58 47,10 61,96a 50,93b
DP 73,26 74,87 50,42 52,90 38,04b 49,07a
DE* 52,84 52,94 35,23 36,15 22,63 28,90

1 Feno de Tifton 85 cortado aos 30 dias.
2 Feno de Tifton 85 cortado aos 90 dias.
3 Bagago de cana.

4 Considerando taxa de passagem de 2%/h. Médias seguidas de letras diferentes na linha, dentro de cada fonte de volumoso, diferem (P<0,05) pelo teste

Tukey.

1 Tifton 85 hay cutted at 30 days.
2 Tifton 85 hay cutted at 90 days.
3 Sugarcane bagasse.

4 Considering passage rate of 2%/h. Means followed by different letters in the same row, within each roughage source, differ (P<0.05) by Tukey test.
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dahemicelulose com o uso de enzimas exdgenas, o qual foi
acompanhado do prolongamento do tempo para atingir a
DP,de48h(SE)e 96 h (CE). O mesmo ocorreucomaFDN,
que passou de 48 para 72 h para atingir a DP, com a adicéo
do suplemento. Este resultado sugere que o incremento
enzimatico (celulase e xilanase) ocorrido no rimen teria
potencializado a acdo das enzimas microbianas sobre as
ligagdesentre alignina, celulose e hemicelulose. Rode et al.
(1999) sugeriram que a hidrolise da fibra no rimen pelas
enzimas fibroliticas exdgenas ndo seria somente de forma
direta, mas também pelo aumento gradual da atividade das
enzimas microbianas no ramen.

Ishii (1997) isolou do bagaco de cana o trissacarideo
feruloil-arabinoxilana e verificou que a digestdo da parede
celular pelos microrganismos do rimen depende da natureza
das ligagGes entre os polissacarideos e derivados do &cido
hidroxicinamico, dentre eles, o p-coumarico e ferulico.
Assim, a acdo das xilanases sobre a hemicelulose pode ter
rompido estas ligacOes, facilitando adegradacdo microbiana
da fibra do bagaco.

Desta forma, com relacdo a degradacéo dafibra, verifi-
cou-se maior efeito das enzimas exdgenas sobre o bagaco de
cana. Este efeito pode estar relacionado a baixa qualidade
deste volumoso, que apresenta maior disponibilidade de
substrato fibroso, tornando mais evidente a atuacdo das
enzimasfibroliticas.

Embora a fracdo indegradavel (C) da PB do feno de
Tifton-85 cortado aos 30 dias ndo tenha sido alterada com
aadicdo das enzimas (Tabela 2), quando expressaem % do
N total, o teor de NIDA foi reduzido com a adicdo do
suplemento enzimatico. Este efeito sugere que a presenca
de uma fonte extra de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas
no rimen poderia ter melhorado a disponibilidade ruminal
do N ligado a parede celular deste feno. Segundo liyama
(1993), existem trés classes de proteinas ligadas a parede
celular: glicoproteinarica em hidroxiprolina (extensinas),
proteina ricaem glicina e proteina ricaem prolina.

Neste sentido, Hatfield (1989) comentou que aextensina
foi normalmente encontrada aderida aos residuos insolu-
veis da parede celular, especialmente a celulose. Portanto,
0 aumento na concentracdo de celulases no rimen pode ter
promovido a liberagdo das extensinas ligadas a celulose,
reduzindo o teor de nitrogénio ligado a fibra (NIDA).

A adicdo de enzimas ao feno de Tifton 85 cortado aos
90 dias nédo alterou o teor de NIDA/N total dos residuos de
incubacdo (Figura 1A). Houve reducdo do teor de NIDA
com o tempo de incubacdo, indicando a perda de parede
celular e de NIDA contidos nos residuos incubados. Além
disso, pode ter ocorrido contaminacdo dos residuos de

A
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Figura 1 - Teores de nitrogénio insolivel em detergente acido
em relacdo ao nitrogénio total (NIDA/N total), em
funcao dos tempos de incubacéo do feno de Tifton 85
cortado aos 30 (A) e 90 (B) dias sem (SE) e com (CE)
adicdo de enzimas fibroliticas.

Figure 1 - Levels of acid detergent insoluble nitrogen in relation to the
total nitrogen (ADIN/total N), on the incubation times of Tifton
85 hay cut at 30 days without and with fibrolytic enzymes (FE)
addition.

incubacdo com N bacteriano, causando aumento do N total
e, consequentemente, reduzindo arelacdo NIDA/N total. A
auséncia do efeito da suplementagdo enziméatica no F90
pode ser atribuida ao menor teor de proteina deste feno, que
teria reduzido o efeito da atividade enzimatica sobre a
relacdo NIDA/N total.

Arelacdo NIDA/N total dos residuos de incubacdo do
bagaco de cana (Figura 2) foi alta quando comparada a dos
demais volumosos, provavelmente em razdo do elevado
teor de fibra (85,12% de FDN e 64,72% de FDA) e do baixo
teor de proteina (1,21%).

Aadigdo de enzimas fibroliticas ao bagaco de cana-de-
aclicartambém ndo alterou o teor de NIDA deste volumoso
(Figura 2), concordando com os dados de degradagédo da
PB (Tabela 2), em que a suplementacdo enzimatica nao
causou diferenca da fracdo C da PB do bagaco de cana.

As observagdes ao microscopio eletrénico de varre-
dura (MEV) dos residuos de digestdo do feno de Tifton-85
cortado aos 30 dias sem enzimas, com 12 horas de incubacéo
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Figura 2 - Teores de nitrogénio insolivel em detergente acido
em relacdo ao nitrogénio total (NIDA/N total), em
funcao dos tempos de incubacgé&o do bagaco de cana-
de-aglcar sem (SE) e com (CE) adigdo de enzimas
fibroliticas.

Figure 2 - Levels of acid detergent insoluble nitrogen in relation to the
total nitrogen (ADIN/total N), on the incubation times of
sugarcane bagasse without and with fibrolytic enzymes (FE)
addition.

(Figura3A), indicaram a presenca de col6nias de bactérias
na epiderme, entretanto, ndo houve exposicdo da parede
celular secundaria destas células. Por outro lado, nos resi-
duos incubados com enzimas (Figura 3B), observou-se a
exposicao da parede celular secundaria, que se apresentou
parcialmente digerida pelas bactérias.

O residuo de digestao do feno de Tifton-85 cortado aos
30 dias apds 48 horas de degradacdo sem a suplementacéo
enzimatica (Figura 3C) nao apresentou células do mesofilo,
observando-se pouca colonizagdo nas células da bainha
parenquimatica dos feixes vasculares (BPFV). Neste residuo
(Figura 3D), a adicdo de enzimas indicou a presenca de
bactérias aderidas & BPFV, mostrando-se parcialmente
digerida.

As observactes ao MEV do residuo de digestdo (3 h)
do feno de Tifton-85 cortado aos 90 dias, sem a adi¢do de
enzimas (Figura 4A), revelaram a epiderme danificada e

Figura 3 - Elétron-micrografias de varredura dos residuos de degradacgéo in situ do feno de Tifton 85 cortado aos 30 dias (FT30) sem
a adicdo de enzimas (A e C) e com a adigdo de enzimas fibroliticas (B e D). A e B — 12 horas de incubacgéo; C e D — 48 horas
de incubagdo. 4B ® exposicdo da parede celular secundaria.

Figure 3-  Scanning electron micrograph of in situ degradation residues of Tifton 85 hay cutted at 30 days without enzymes addition (A and C) and with fibrolytic
enzyme addition (B and D). A and B — 12 hours of incubation. C and D — 48 hours of incubation. 4B® secundary cell wall exposition.
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exposicéao da célula de mesofilo com menor colonizacéo e
digestdo, comparada ao residuo deste feno com aadicdo de
enzimas (Figura 4B). Este, porém, apresentou célula de
mesofilo colonizada e praticamente digerida.

Akin & Burdick (1975) relataram que as células do
mesofilo poderiam ser digeridas parcialmente por enzimas
extracelulares, portanto, as enzimas fibroliticas exdgenas
podem ter contribuido para a digestdo destas células.

As observacdes do MEV dos residuos apos 48 horas de
digestdo do BC sem a suplementacdo enzimatica indicam
baixa colonizacéo de bactérias (Figura 5A). No entanto, a
adicdo de enzimasao BC promoveu aumento da colonizagéo
microbiana nos residuos ap6s 48 horas de incubacgéo, porém
sem sinais de degradacdo do tecido. Os residuos de digestao
do bagaco incubado por 72 horas, sem a adi¢éo de enzimas,
indicaram baixa colonizagdo microbiana e epiderme
danificada. As observacbes microscopicas dos residuos
com a adicéo de enzimas revelaram a presenca de bactérias
e células do esclerénquima ainda intactas (Figura 5D).

Segundo Wilson & Mertens (1995), estas células sdo
digeridas do lumen para a superficie, gragas a protecdo da
lamelamédiaprimariaindigestivel. Alémdisso, estas células
apresentam pequena area de superficie para colonizagéo
bacteriana em relacdo a quantidade de parede celular a ser
digerida.

De modo geral, as elétron-micrografias de varredura
dos volumosos estudados indicaram aumento da coloniza-
cdo microbiana sobre os diferentes tecidos com a adicdo de
enzimas fibroliticas. Entretanto, estes resultados ndo foram
condizentes com os parametros de degradagdo ruminal dos
volumosos estudados, mostrando que o aumento na colo-
nizagdo e digestdo dos tecidos observados ao MEV, com a
adicdo de enzimas, ndo foi suficiente para gerar umaresposta
efetivasobre adegradacdo ruminal da fibra, com excecéo do
bagaco de cana.

A auséncia de resposta da suplementacao enzimatica
pode estar relacionada, entre outros fatores, a quantidade
de enzimas fornecida ao animal e ao tipo de forragem

Figura 4 - Elétron-micrografias de varredura dos residuos de degradagédo in situ do feno de Tifton 85 cortado aos 90 dias (FT90)
sem a adicdo de enzimas (A e C) e com a adicdo de enzimas fibroliticas (B e D). A e B — 3 horas de incubagédo; C e D — 48

horas de incubagdo. 5B ® Célula do mesofilo. 5D ® Fungo.

Figure 4 - Scanning electron micrograph of in situ degradation residues of Tifton 85 hay cutted at 90 days(H90) without enzymes addition (A and C) and
with fibrolytic enzymes addition (B and D). A and B — 3 hours of incubation. C and D — 48 hours of incubation. 5B® mesophyll cell. 5SD®Fungi.
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Figura 5 - Elétron-micrografias de varredura dos residuos de degradacao in situ do baga¢co de cana-de-aclcar (BC) sem a adicao
de enzimas fibroliticas (A e C) e com a adi¢do de enzimas fibroliticas (B e D). A e B — 48 horas de incubagédo; C e D — 72 horas

de incubacéo. 6D ® célula do esclerénquima.

Figure 5-  Scanning electron micrograph of in situ degradation residues of sugarcane bagasse (SB) without (A and C) and with fibrolytic enzymes (B and
D). A and B — 48 hours of incubation. C and D — 72 hours of incubation. 6D® sclerenchyma cell.

avaliada. Wallace etal. (2001) relataram que asuplementacéo
com enzimas fibroliticas na dose recomendada ndo causou
efeito sobre a atividade das enzimas no fluido ruminal,
sendo observado somente em concentragfes maiores que
as recomendadas pelo fabricante. Além disso, de acordo
com Yangetal. (1999), autilizacdo de enzimas na nutricédo
de ruminantes pode ser compensatdria somente se o supri-
mento enzimatico presente no produto for compativel com
a composic¢do do alimento.

Conclusdes

O efeito de enzimas fibroliticas sobre os parametros de
degradacdo ruminal variou em funcéo do volumoso estuda-
do, mas com efeito pouco expressivo em relacdo aos volu-
mosos avaliados. O bagaco de cana apresentou maior
resposta na degradacéo da parede celular com a adicdo das

enzimas. As observages microscopicas dos residuos
revelaram aparente aumento nacolonizagdo bacterianacom
asuplementacao enzimatica.
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