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Potencial de enzimas fibroliticas sobre a digestibilidade ruminal do
feno de Tifton 85*
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Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de um complexo multienziméatico (CM) de enzimas fibroliticas,
produzido pelo fungo Humicola grisea, sobre a digestibilidade verdadeira in vitro da matéria seca (DVIVMS) do feno
de Tifton 85. Os tratamentos testados foram: T controle (10 mL de &gua destilada); Nivel 1 (2,5 mL de enzimas); Nivel
2 (5,0 mL de enzimas) e Nivel 3 (10 mL de enzimas). Para cada tratamento, o0 CM foi aplicado por aspersdo em 17 g do
feno (1 mm). Para determinacdo da DVIVMS, utilizou-se a metodologia adaptada para o rdmen artificial, durante os
periodos de 12; 24; 48 e 96 h de incubacdo, a 39 °C. O experimento foi instalado em blocos ao acaso, com quatro
repeticdes, em esquema de parcelas subdivididas 4 x 4. Os blocos (repeti¢es) foram constituidos de quatro rimens. As
parcelas foram constituidas do feno de Tifton tratado com quatro diferentes niveis de enzimas e as subparcelas por
quatro momentos de digestdo. Houve interacdo entre nivel de enzimas e periodo de incubagédo ruminal. Os niveis de 2,5;
5,0 e 10 mL de enzimas melhoraram a DVIVMS do feno de Tifton 85. No entanto, verificaram-se maiores efeitos com

adicdo de 10 mL, obtendo-se aumentos de 18,51; 17,17; 13,59 e 20,93% com 12; 24; 48 e 96 horas de incubagdo.
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Potential of fibrolytic enzymes on ruminal digestibility of Tifton 85 hay

Abstract - The objective of this study was evaluated the effect of a multienzymatic complex (MC) of fibrolytic
enzymes, produced by the fungus Humicola grisea, on the in vitro true digestibility of dry matter (IVTDMD) of Tifton
85 hay. The treatments were: control T (10 mL of distilled water), level 1(2.5 mL of enzyme), level 2 (5.0 mL of
enzyme) and level 3 (10.0 ml of enzyme). For each treatment, the MC was applied by spraying in 17 g of hay (1mm).
The IVTDMD was obtained using the adapted technique for the artificial rumen for 12; 24; 48 and 96 h of incubation at
39 °C. The experiment was conducted in a randomized block design with four replications in a split plot 4 x 4. The
blocks (replications) were four rumens. The plots consisted of Tifton 85 hay treated with four different levels of
enzymes and the subplots of four periods of digestion. There was interaction between enzyme level and period of
incubation. The levels of 2.5, 5.0 and 10mL of enzyme improved DVIVMS Tifton 85 hay. However, there
were larger effects with the addition of 10 mL, resulting in increases of 18.51; 17.17; 13.59 and 20.93% with 12; 24; 48
and 96 hours of incubation.
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INTRODUCAO

atribuidas principalmente ao aumento da
digestdo da dieta no rumen, proporcionando
maior aporte dos nutrientes para o0 metabolismo
e producdo do animal. A resposta é maior
quando a digestdo da fibra é comprometida e
quando a energia é 0 primeiro nutriente
limitante da dieta.

Pesquisas tém demonstrado que o uso de
enzimas fibroliticas em dietas de vacas leiteiras
e gado de corte tém potencial para melhorar a
utilizacdo da racdo e o desempenho animal. Os
aditivos enziméaticos para alimentacdo de
ruminantes,  principalmente  xilanase e
celulases, séo extratos concentrados, resultantes
de fermentacdes bacterianas ou fungicas. Os resultados da utilizacdo de enzimas na
alimentacdo de ruminantes sdo variaveis, o que

Melhoras no desempenho de bovinos devido o - . .
se atribui as condigdes experimentais, as

a utilizacdo de enzimas exogenas podem ser
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caracteristicas, atividades e niveis das enzimas
fornecidas, tipo de dieta e estado fisioldgico
dos animais. Embora varios avangos tenham
sido alcancados, pesquisas ainda sdo
necessarias para reduzir a variedade de
respostas.

Com a preocupacado crescente sobre o uso de
promotores de crescimento e antibidticos na
producéo de bovinos e a magnitude do aumento
do desempenho animal obtido com a
suplementacdo de enzimas na alimentacgdo, ndo
existe duvidas de que esses produtos terdo no
futuro um papel muito importante na nutrigéo
de ruminantes (Beauchemin et al., 2003).

Com base no exposto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito de um complexo
multienzimatico (CM), a base de celulases e
xilanase, produzido pelo fungo Humicola
grisea, sobre a digestibilidade verdadeira in
vitro da matéria seca (DVIVMS) do feno de
Tifton 85.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado  nos
Laboratorios de Enzimologia e de Fisiologia da
Digestdo, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB Il) da Universidade Federal de Goiés
(UFG), no periodo de marco de 2006 a
fevereiro de 2008.

Para a producdo do CM, foram inoculados
dez discos de cultura (5 mm), contendo esporos
do fungo Humicola grisea var. thermoidea
(isolado de compostagem na Universidade
Federal de Vigosa, MG), em erlenmeyers de 1L
com 250 mL de meio de inducdo (fonte de
carbono 5 g/L; extrato de levedura 3 g/L;
sulfato de ambnia 1,4 g/L; CaCl,.6H,0 0,3 g/L;
sulfato de magnésio 0,3 g/L; elementos tracos
CuSQ,, FeSO,). Como fonte de carbono, foi
utilizado o feno de Tifton 85, moido em
moinho tipo Willey provido de peneira com
malha de 1 mm de didmetro. Os frascos foram
incubados em agitador rotatério (Controlled
Environment Incubator Shacker, Brunswick
Scientific Co. Inc., U.S.A) a 42 °C e velocidade

de 120 rpm. Apds 96 horas de cultivo, o CM foi
filtrado e aliquotas foram coletadas e
centrifugadas, a 4000 rpm por 10 minutos, para
realizacdo de ensaios enzimaticos.

O CM exibiu 189,38; 128,33 e 27,02 U/mL
de atividades de celulase total, endoglucanase e
exocelulase, respectivamente, que foram
avaliadas de acordo com Wood & Bhat (1988).

Os agucares redutores liberados foram
determinados pelo método do &cido
dinitrosalicilico, ADNS - (Miller, 1959),

utilizando glicose como padréo. A atividade de
xilanase foi realizada segundo metodologia de
Bailey et al. (1992), obtendo-se valor de 4,70
U/mL. Usou-se xilose como padrdo para
avaliacdo de acucar redutor pelo ADNS.

Para determinacdo da DVIVMS, utilizou-se
a técnica descrita por Tilley & Terry (1963),
modificada para o fermentador ruminal
(DAISY"), seguindo-se metodologia
apresentada no manual de utilizacdo do
equipamento (ANKOM® technology), fornecida
pelo fabricante.

Foram utilizados dois novilhos mesticos
(pardo suico x Jersey e Jersey x girolando),
com peso aproximado de 370 e 327 Kg,
respectivamente, para coleta do liquido
ruminal. Os animais foram mantidos em
piquetes e adaptados a dieta, por periodo de 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 7 kg
de feno de Tifton 85.

Os tratamentos realizados foram: Controle
(10 mL de agua esterilizada); T1 (2,5 mL do
CM); T2 (5,0 mL do CM) e T3 (10 mL do
CM). 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 de amostra do feno de
Tifton, moido em moinho tipo Willey provido
de peneira com malha de 1 mm de diametro.

O feno de Tifton utilizado no experimento
apresentou 89,3; 7,0 e 69,6% de matéria seca,
proteina bruta e fibra em detergente neutro,
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respectivamente, que foram determinados
conforme procedimento descrito em Silva &
Queiroz (2002).

Amostras de 500 mg do feno, apos
tratamento com os diferentes niveis de enzimas,
foram acondicionados em sacos de filtro-nailon
(F57 - ANKOM®) e lacrados a quente. Os sacos
com as amostras tratadas ficaram a temperatura
ambiente por 2 horas, antes de serem colocados
nos jarros da incubadora (TE-150 TECNAL).
Esse procedimento foi realizado porque estudos
anteriores (Wang et al., 2001; Giraldo et al.,
2004) mostram que a interacdo da solucédo
enzimatica com o substrato antes da incubacéo
com liquido ruminal pode aumentar os efeitos
benéficos das enzimas sobre a digestibilidade
ruminal.

Em cada jarro, quatro no total, contendo
solucdo tampdo e liquido ruminal, a 39 °C em
meio anaerdbio, colocaram-se equitativamente
34 bolsas (32 amostras, um branco e uma
testemunha). Os tratamentos foram feitos em
duplicata. Apos periodos de 12, 24, 48 e 96
horas de incubacéo, os sacos foram retirados do
ramen e lavados com 4gua destilada.
Posteriormente, foram tratados com solucéo de
detergente neutro, fazendo uso do aparelho de
Fibra TE-149 (TECNAL), a fim de se
determinar a DVIVMS.

O célculo da DVIVMS, em porcentagem, foi

realizado utilizando a seguinte férmula
(ANKOM® technology):

DVIVMS % = 100- (W3-
(W1*C4))*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 soluc¢do de FDN; C; = Correcdo
do saco de filtro em branco (peso final do saco
apos estufa/peso inicial do saco filtro).

O experimento foi instalado em blocos ao
acaso, com quatro repetigdes, em esquema de
parcelas subdivididas 4 x 4. Os blocos
(repeticdes) foram constituidos de quatro
diferentes ramens. As parcelas foram
constituidas por feno de Tifton tratado com
quatro diferentes niveis de enzimas e as
subparcelas por quatro momentos de avaliagdo
(periodos de incubacao).

Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, com auxilio do software R (R
Development Core Team, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados da DVIVMS do feno de Tifton 85
mostraram que houve interagdo entre niveis de
enzimas e periodo de incubacdo no rdmen
(p<0,01). No nivel de 2,5 mL, observou-se
aumento da DVIVMS em 12 e 96 horas de
incubacdo, com aumento de 9,23 e 14,83%,
quando comparado ao tratamento controle.
Verificou-se que a adicdo de 50 mL de
enzimas melhorou a digestibilidade em 12,16;
6,32; 7,18 e 13,34%, nos tempos de 12; 24; 48
e 96 horas de incubacdo no ramen,
respectivamente, em relacdo ao controle. A
adicdo de 10 mL proporcionou melhoras de
18,51; 17,17; 1359 e 20,93% sobre a
digestibilidade com 12; 24; 48 e 96 horas de
permanéncia do feno no ramen.

Tabelal. Valores médios da DVIVMS (%) do feno de Tifton 85 em diferentes niveis de enzimas
(mL) e quatro periodos de incubagéo no ramen (horas).

Nivel de

Periodo de incubac¢édo no rumen (horas)

enzimas (mL) 12 24

48 96
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Controle 68,24cB 75,61cA 76,09cA 71,61cAB
2,5 74,54bB 76,82bcB 77,39bcB 82,23abA
5,0 76,54abB 80,39bAB 81,55bA 81,16bAB
10,0 80,87aB 88,59aA 86,43aA 86,60 aA

Médias seguidas de letras diferentes, mailscula na linha e mindscula na coluna, diferem (p<0,01) pelo teste Tukey.

CV% =3,13.

A melhora sobre a DVIVMS do feno de
Tifton é resultado da atividade hidrolitica das

enzimas no substrato. Essa informacdo é
consistente com a avaliagdo quimica do CM
utilizado que revelou atividades de celulases e
xilanase.

As enzimas quando adicionadas diretamente
as forragens promovem mudanca na estrutura
da parede celular das plantas, tornando-as mais
susceptiveis a hidrélise ruminal. Sua aplicacdo
em materiais com maior teor de matéria seca
favorece a formacgdo de um complexo enzima-
substrato bastante estdvel que aumenta a
eficiéncia enzimatica no ramen (Nsereko et al.,
2000).

De acordo com Fontes et al. (1995), quando
as enzimas sdo incorporadas ao alimento,
aumenta-se sua resisténcia a prote6lise e o0 seu
tempo de permanéncia no rdmen, em
consequéncia da mudanga na conformacdo da
estrutura proteica, que é provocada por forte
ligagdo ao substrato. A adicional vantagem é
que essa forma de aplicacdo proporciona a
liberacdo lenta das enzimas no rdmen
(Beauchemin et al., 1999). Quanto maior for a
proporcao da dieta tratada com enzimas, maior
serd a chance das proteinas permanecerem
ativas no compartimento ruminal. Na auséncia
do complexo enzima-substrato estavel, as
enzimas se solubilizam no liquido ruminal.

Na literatura, sdo escassos 0s estudos sobre
avaliacdo de feno de Tifton com enzimas
fibroliticas em ensaios de digestibilidade,
fazendo com que a comparacdo de resultados
de pesquisas seja inconsistente.

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) nédo observaram aumento da DIVMS
de feno de graminea com 8; 16 e 24h de
incubacdo, quando da aplicacdo de enzimas
fibroliticas. Entretanto observaram aumento
apos 32; 40 e 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
capins tropicais, em 6; 24 e 96 h. Yang et al.
(1999) reportaram que as curvas de
digestibilidade ruminal da alfafa foram
semelhantes para o tratamento controle e
enzimatico. O desaparecimento foi rapido
durante as primeiras 12 h de incubacdo, com
formacéo de platd proximo a 24 h.

Estudos in vitro demonstram que é possivel
usar preparacdes de enzimas fibroliticas para
melhorar a digestdo do alimento no rimen. Os
resultados sdo geralmente analisados pelo
aumento da taxa inicial de desaparecimento da
matéria seca ou da taxa de desaparecimento da
fibra em detergente neutro de forragens tratadas
com enzimas. Acredita-se que as enzimas
conseguem tornar a fibra sollvel ou mais
disponivel ao ataque microbiano no ramen
(Dawson & Tricarico, 2007). Segundo esses
autores, parece que o periodo mais ativo para
atividade das enzimas exdgenas compreende as
12 horas iniciais de digestdo. Apds periodos
prolongados de incubacdo no rimen, ndo se
observa efeitos significativos sobre a extenséo
total da digestdo da fibra pela acdo das enzimas.

A capacidade dos sistemas enzimaticos de
aumentar a taxa inicial de degradacéo da fibra é
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importante em Vvarios sistemas de producédo
animal, pois influencia 0s processos que
controlam a ingestdo alimentar. De acordo com
Van Soest (1994), a digestibilidade in vitro
durante as primeiras 12 horas de fermentagdo
parece ser uma medida que reflete os efeitos da
fibra vegetal sobre o consumo relativo da
matéria seca pelos ruminantes alimentados com
dietas a base de forragem. Em consequéncia,
0s aumentos verificados na taxa inicial de
desaparecimento da fibra sdo consistentes com
a capacidade de certos sistemas de enzimas
fibroliticas de aumentar a ingestdo alimentar
nos sistemas de producdo (Dawson &
Tricarico, 2007).

Algumas das variabilidades associadas as
enzimas exogenas na alimentacdo dos animais
ruminantes relacionam-se a suplementacdo com
baixas ou altas quantidades de enzimas. Os
aditivos enziméticos sdo usados na maioria das
vezes em baixas concentragdes, nao
contribuindo com o aumento da digestdo da
fibra, mesmo que as condi¢cdes do ambiente
ruminal sejam ideais para suas atividades
(Dawson & Tricarico, 2007).

Pesquisas realizadas por Beauchemin et al.
(1998) mostram que o nivel enzimatico 6timo
de aplicacdo depende do substrato. Esses
autores trabalharam com diferentes taxas de
aplicacdo de enzimas para feno de alfafa,
silagem de milho, silagem de cevada e gréos de
milho, obtendo respostas variadas. Em relacéo
ao feno de Tifton, foi verificado redugdo no
teor da fibra em detergente neutro apenas com
aplicacdo de baixo nivel enzimatico. Altas
quantidades de enzimas ligadas ao substrato
podem restringir a adesdo da microbiota
ruminal ao alimento, limitando sua
digestibilidade (Beauchemin et al., 2003).

Enzimas fibroliticas melhoram a degradacéo
inicial dos carboidratos estruturais das plantas e
potencializam as atividades das enzimas
microbianas do rimen, proporcionando
aumento da digestdo de substratos fibrosos
durante as fases preliminares criticas da
digestdo. Os efeitos globais podem resultar da

capacidade das enzimas exdgenas de expor 0s
substratos lentamente degradados ao ataque
microbiano (Dawson & Tricarico, 2007).

CONCLUSOES

Nos niveis de 2,5; 5,0 e 10 mL, o complexo
multienzimatico aumentou a taxa inicial da
DVIVMS do feno de Tifton 85, mas néo
produziu efeito significativo sobre a extensdo
da digestdo apds periodos prolongados de
incubacéo ruminal.
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