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RESUMO. Estudou-se o efeito da adi¢io de enzimas fibroliticas (celulase e xilanase) sobre
a degradabilidade in situ da matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra em detergente
neutro (FDN), fibra em detergente icido (FDA) e hemicelulose da silagem de milho (SM)
e da palha de arroz (PA), utilizando seis bovinos fistulados no rimen. Também foi avaliada
a proporcio de nitrogénio (N) insolivel em detergente 4cido em relagio ao N total
(NIDA/N total). As enzimas fibroliticas foram extraidas dos fungos Aspergillus niger e
Trichoderma longibrachiatum, sendo fornecido 0,75 g kg de MS animal” dia™, via cinula
ruminal. Os tempos de incubagio foram: 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 ¢ 96 h. Os residuos de
incubagio foram comparados por meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV). A
fragio solavel da MS e da PB da silagem de milho aumentou com a adigio de enzimas
fibroliticas. Nio houve efeito das enzimas sobre a degradagio da parede celular dos
volumosos. A adigio de enzimas nio alterou o teor de NIDA/N total da silagem de milho,
porém aumentou esta propor¢io nos residuos da palha de arroz incubados durante 12 e 48
h. As observagdes a0 MEV indicaram aumento da colonizagio bacteriana sobre a parede
celular dos volumosos, mas sem efeito sobre a degradacio ruminal.

Palavras-chave: celulase, fibra, microrganismos, microscopia eletronica, riimen.

ABSTRACT. Ruminal degradation of corn silage and rice straw using exogenous
fibrolityc enzymes. This study evaluated the effect of fibrolytic enzyme addition
(cellulase and xylanase) on the dry matter (DM), crude protein (CP), neutral detergent
fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF) and hemicellulose in situ degradability of corn
silage (CS) and rice straw (RS), using six cattle cannulated on the rumen. Acid detergent
insoluble nitrogen (ADIN/total N) was evaluated. The fibrolytic enzymes were extracted
from Aspergillus niger and Trichoderma longibrachiatum fungi, supplied at 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 micrograph
(SEM). Soluble fraction of DM and CP corn silage increased with enzyme
supplementation. There was no effect of enzymes on the cell wall degradation of roughages.
The enzyme addition did not alter the ADIN/total N level of corn silage; however, this
ratio was increased on the rice straw incubated during 12 and 48 h. In general, the SEM
observations showed increased bacterial colonization on the cell wall of roughages with
fibrolytic enzymes addition, although without effect on ruminal degradation.

Key words: cellulase, fiber, microorganisms, electron micrograph, rumen.

Introdugio

Os ruminantes aclimatam-se a uma variedade de
nichos ecoldgicos por serem capazes de utilizar os
carboidratos presentes na parede celular dos vegetais
gragas i simbiose existente entre uma populagio
microbiana diversificada, presente no rdmen. Apesar
da habilidade destes microrganismos na digestio da
celulose, a conversio dos alimentos, especialmente
os fibrosos, para a produgio de carne e leite, é pouco

eficiente (Varga e Kolver, 1997). Segundo os autores,
fatores relacionados A estrutura da planta, como as
interacoes fisico-quimicas entre os constituintes da
parede celular, particularmente as ligagdes entre a
matriz de hemicelulose e lignina, e os aspectos
relacionados ao animal, como mastiga¢io, salivagio e
pH ruminal, limitam a extensdo da digestio da fibra
no rdmen por representarem uma barreira fisica aos
processos fibroliticos.
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Com o objetivo de aumentar a eficiéncia de
utilizagio  dos  alimentos  volumosos  pelos
ruminantes, pesquisadores vém estudando o efeito
da utilizagio de produtos biotecnoldgicos e, dentre
eles, tem-se destacado a suplementa¢io com enzimas
fibroliticas exdgenas. Estudos tém indicado aumento
na degradabilidade in situ da MS e FDN (Lewis et al.,
1996), quando enzimas fibroliticas  foram
adicionadas 2 dieta de ruminantes.

O &xito na conservagio de gramineas, na forma de
silagem, é dependente da quantidade de carboidratos
prontamente fermentdveis presentes na forragem. A
estrutura quimica dos carboidratos estruturais (celulose
e hemicelulose) e da lignina da silagem determina a
acessibilidade da fibra aos microrganismos ruminais,
interferindo  indiretamente  na  degradagio ¢
aproveitamento dos nutrientes pelos ruminantes.

A cultura do arroz (Oryza sativa) destina-se
principalmente ao consumo humano e, apds a
colheita, grande quantidade de palha é desprezada no
campo. Desta forma, a utilizacio da palha de arroz
na alimentagio de bovinos constitui uma alternativa
para incrementar a dieta total, por se tratar de
material de baixo custo. O principal fator limitante
a0 uso de palhas de cereais esti relacionado ao baixo
valor nutritivo. Por isso, tratamentos fisicos,
biolégicos e quimicos tém sido recomendados como
alternativa para melhorar a digestibilidade da palha.

A microscopia eletrénica de varredura (MEV)
tem sido usada para visualizar e explicar a degradagio
da parede celular pelos microrganismos do rtiimen
(Akin, 1989). O estudo microscépico dos residuos
de degradagio microbiana possibilita avaliar a
digestao nos diferentes tecidos da planta, os quais
apresentam comportamentos distintos na degradacio
ruminal. Portanto, a MEV constitui um
complemento nos estudos de nutri¢io animal, pois
permite definir a natureza dos tecidos degradados e
informar as relagdes entre as enzimas (microbianas e
exdgenas) e os tecidos celulares.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a adigio de
enzimas fibroliticas extraidas de fungos sobre a
degradabilidade in  situ dos nutrientes e,
posteriormente, comparar os residuos de incubagio por
meio da microscopia eletronica de varredura.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Setor de avaliagio
de alimentos do Departamento de Zootecnia da
Faculdade de Ciéncias Agririas e Veterindrias
(UNESP), Jaboticabal, Estado de Sio Paulo.

Foram utilizados seis bovinos machos, castrados,
providos de cinula no rmen, com peso médio de 440
kg, alojados em baias individuais cobertas, com
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comedouro e bebedouro. Estudou-se a adi¢io ou nio
de enzimas fibroliticas exdgenas sobre a degradacio
ruminal da silagem de milho e da palha de arroz.

As dietas foram formuladas baseando-se na
ingestio de energia metabolizivel fermentivel e de
proteina degradivel no rdmen, segundo as
recomendagées do AFRC (1995). A propor¢io
volumoso concentrado foi de 70:30, sendo o
concentrado composto de milho e levedura seca
(spray dry) e o volumoso, de silagem de milho, palha
de arroz, feno de Tifton cortado aos 30 e 90 dias e
bagaco de cana-de-agiicar. A composigio percentual
(% MS) dos ingredientes da dieta foi de 11,7; 18,3 ¢
14%, respectivamente, para milho, levedura e para
cada volumoso que constituiu a dieta (silagem de
milho, palha de arroz, feno de Tifton cortado aos 30
e aos 90 dias e bagago de cana). Os teores de MS,
PB, FDN e FDA da dieta foram 62,30; 12,94; 49,96
¢ 29,53%, respectivamente. A silagem de milho ¢ a
palha de arroz apresentaram teores de MS, PB,
FDN, FDA e NIDA N total de 32,27 e 92,22%;
7,74 ¢ 6,52%; 46,28 e 67,20%; 24,32 e 40,63% ¢ 9,99
e 8, 31, respectivamente.

As enzimas fibroliticas utilizadas  foram
provenientes de fonte comercial' (Fibrozyme®) e
extraidas dos fungos Aspergillus niger ¢ Trichoderma
longibrachiatum. O produto constituiu-se de celulase
e xilanase. A atividade enzimitica do Fibrozyme® foi
de aproximadamente 100 unidades de xilanase (UX)
por grama do produto comercial. As enzimas
fibroliticas foram acondicionadas em cartuchos de
papel e fornecidas aos animais diariamente, as 8 h,
via cinula ruminal. A quantidade fornecida foi de
0,75 g de Fibrozyme® kg’ MS animal” dia”,
segundo recomendagio do fabricante.

Os volumosos foram moidos em peneira com
crivos de 5 mm e incubados em bolsas de niilon (7 x
14 cm, 50 pm de tamanho de poros) nos seguintes
tempos: 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 ¢ 96h, em duplicata.
Foram incubados 4,5 g de cada volumoso (base na
MS). Para garantir a presenga das enzimas nos
volumosos incubados e avaliar seu efeito por meio da
degradabilidade e da anilise microscépica dos residuos,
as enzimas fibroliticas também foram incubadas
juntamente com cada volumoso nas bolsas de néilon,
na mesma propor¢io que a recomendada. Portanto,
cada animal recebeu 0,75 g kg' de MS dia' das
enzimas via cAnula ruminal e mais 0,0034 g nas bolsas
de niilon, para cada tempo de incubagio. Ao final de
cada periodo de incubagio, as bolsas foram retiradas do
rimen e lavadas em miquina por cerca de 30 min., até
que a dgua ficasse transparente.

L ALLTECH — Empresa Biotecnolégica de Produgéo Animal.
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A fragio soldvel (tempo zero) foi obtida
submergindo duas bolsas contendo cada material,
incubadas em 4gua durante uma hora a 39°C e,
posteriormente, lavadas em mdaquina com os demais
tempos. Apos, as bolsas foram submetidas 2 secagem
em estufa com ventilagio forgada a 65°C, por 72h.
Os residuos foram analisados para matéria seca (MS)
proteina bruta (PB), pelo método de combustio de
Dumas, utilizando o analisador de Nitrogénio Leco
FP-528; fibra em detergente neutro (FDN) e fibra
em detergente dcido (FDA), pelo método descrito
por Silva e Queiroz (2002), utilizando o analisador
de fibras ANKOM®. A hemicelulose foi calculada
pela diferenca entre FDN e FDA.

Os dados de desaparecimento da MS, PB, FDN,
FDA e hemicelulose dos volumosos foram ajustados
por uma regressio nio-linear, utilizando o modelo
proposto por Mehrez e Orskov (1977):

p=a+b(l-c*,

em que: p corresponde 3 degradagio no tempo t; a
equivale 2 fragdo solavel; b corresponde 3 fracio
insoltvel potencialmente degradavel; k, corresponde a
taxa constante de degradagio da fragio b e ¢, o tempo de

consideragio a taxa de passagem de sélidos no
rimen de 2%/h, que pode ser atribuida a um
consumo alimentar baixo (ARC, 1984).

A degradabilidade potencial foi determinada por
meio da férmula: DP = a + b. A fragio indigestivel
(C) foi obtida como: C = 100 — (a + b).

Para as anidlises de microscopia cletronica de
varredura, foi inserida no rdmen uma bolsa extra
para cada tempo de incubagio, em fungio dos
tratamentos. Depois de retirados do rtmen, os
residuos foram processados segundo Santos (1996).
Cada residuo foi previamente analisado no
microscépico eletrdnico em virios campos, sendo
definido um campo representativo para, entio,
serem fotografados. Foram confeccionadas elétron-
micrografias dos volumosos incubados em cada
animal, totalizando trés repeti¢des (micrografias) por
tratamento para cada tempo de incubagio.

O delineamento foi inteiramente casualizado, em
parcelas subdivididas, em que a adigio ou nio de
enzimas constituiu a parcela e o tempo, a subparcela,
com trés repeti¢des (animais) por tratamento. A anilise
de varincia foi realizada utilizando o arranjo fatorial 2 x
2, sendo considerada a fonte de volumoso (silagem de

incubagio em horas.

A degradabilidade efetiva (DE) foi calculada
segundo o modelo proposto por Orskov e Mc Donald
(1979):

milho ou palha de arroz), a adi¢io ou nio de enzimas,
bem como a interagio entre ambos. As médias foram
comparadas pelo Least Squares Means do SAS (1997).

DE b.k.)/(k Resultados e discussao
=a+ . + ,
(ORI Na Tabela 1, encontram-se os parimetros de

degradagio ruminal dos volumosos, sem (SE) e com

em que: k, equivale a taxa estimada de passagem de ¢ : :
(CE) a adigio de enzimas fibroliticas.

s6lidos no raimen por hora, levando-se em

Tabela 1. Estimativas das fragdes soltivel (a), potencialmente degradivel (b) e nio-degradavel (C), taxa de degradagio (ky), degradagio potencial
(DP) e degradagio efetiva (DE) da matéria seca e proteina bruta dos volumosos sem (SE) e com (CE) a adi¢io de enzimas fibroliticas.

Table 1. Estimate of soluble fraction (a), potentially degradable (b) and undegradable (C), degradation rate, potential degradation (PD) and effective degradation (ED) of dry
matter and crude protein of roughages without (-FE) or with (+FE) the fibrolytic enzyme addition.

Silagem de milho Palha de arroz Efeito Principal'

Corn silage Rice straw Principal Effect’
Item SE CE SE CE \% E VxE
-FE +FE -FE +FE R E RxE
Matéria seca
Dry matter
a (%) 29,23B 40,96A 19,38 17,58 0,0001 0,0001 0,0001
b (%) 52,24A 39,66B 51,51 51,98 0,0016 0,0012 0,0008
C (%) 18,53 19,38 29,11 30,44 0,0001 0,444 0,866
kd (% h™) 3,93 2,52 5,39 4,67 0,0062 0,0604 0,4925
DP (%) 81,47 80,62 70,89 69,56 0,0139 0,2172 0,7790
DE (%)’ 63,32 62,88 56,91 53,79 0,0092 0,4562 0,5712
Proteina Bruta
Crude protein
a (%) 54,27B 70,07A 21,90b 28,92a 0,0001 0,0001 0,0001
b (%) 32,25A 15,06B 55,28a 47,60b 0,0001 0,0001 0,0012
C (%) 13,47 14,87 22,83 23,49 0,0001 0,2895 0,6503
kd (% h™) 5,29 5,72 5,36 5,63 0,9003 0,2854 0,9297
DP (%) 89,52 85,13 77,18 76,52 0,0001 0,9649 0,7100
DE (%)’ 77,53 81,22 62,16 64,15 0,0001 0,0093 0,3407
'Efeito principal: V = volumoso; E = enzima; V x E = intera¢io volumoso enzima. Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha e dentro de cada fonte de volumoso,

maitisculas para silagem de milho e mindsculas para palha de arroz, diferem (p < 0,05) pelo teste LSMEANS. *Considerando taxa de passagem de 2% h™".
"Principal Effect: R= roughage; E= enzyme; R x E= interaction roughage enzyme. Means followed by different leters in the same row, within each roughage source, small letters to the corn silage and capital letters to the rice straw, differ (p < 0.05) by
LSMEANS test. *Considering passage rate of 2% "
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Houve interagio (p < 0,05) da fonte de
volumoso ¢ da adigdo ou nio de enzima para as
fragdes soluvel (a) e potencialmente degradivel (b)
da MS e da PB. A adi¢io de enzimas i silagem de
milho aumentou (p < 0,05) a fragdo ‘@’ da MS e da
PB. Isto pode ter ocorrido pela elevagio do teor de
nitrogénio nio- proteico (NNP), causada pela acio
enzimitica sobre as particulas, além da prépria
contribui¢io do NNP durante a fermentagio do
material ensilado. Houve redug¢io da fra¢io ‘b’ da
MS e da PB deste volumoso com a adi¢io de
enzimas (p < 0,05) em consequéncia do aumento da
fracio solivel.

Nio houve efeito (p > 0,05) da adigio de
enzimas sobre a degradagio ruminal da MS da palha
de arroz. Por outro lado, a adigio de enzimas causou
aumento (p < 0,05) da fragio ‘@ e,
consequentemente, reducio da fragio ‘b’ da PB
deste volumoso. Na determinacio da fragio solavel,
a acido das enzimas fibroliticas pode ter promovido
maior atividade das enzimas exdgenas sobre os
polissacarideos da parede celular, causando o
afrouxamento  das  ligagdes e, com isso,
disponibilizando mais nitrogénio, contribuindo com
o aumento dessa fragio. A fonte de volumoso teve
efeito (p < 0,05) sobre os parimetros ruminais
avaliados. A silagem de milho apresentou valores
para a taxa de degradagio (ky), fracio ndo-digestivel
(C), DP e DE da MS de 3,23% h''; 18,96; 75,64 ¢
63,10%, respectivamente, ¢ a palha de arroz, valores
de 502% h'; 2977; 68,62 e 5535%,
respectivamente. Da mesma forma, os parimetros
ruminais da PB variaram (p < 0,05) entre os
volumosos. A silagem de milho teve os seguintes
valores para a fragio C, DP e DE: 14,26; 83,96 ¢
79,38%, respectivamente. Para a palha de arroz, os
parimetros citados foram de, respectivamente,
23.16; 75,85 e 63,15%. Esses dados indicam a maior
degradacio da silagem comparada i palha de arroz,
por ser a silagem um volumoso pré-fermentado e
com maior teor de nitrogénio soltvel.

Por outro lado, a adi¢io de enzimas nio alterou
(p > 0,05) a taxa de degradacio, a fragio C, DP ¢ DE
da MS e da PB dos volumosos, exceto a DE da PB,
que aumentou de 69,84 para 72,69% com a adigao
das enzimas fibroliticas.

Quanto 2 estabilidade das enzimas no fluido
ruminal, Morgavi et al. (2000) testaram fontes de
proteinas extraidas de diferentes plantas e residuos e
observaram que a resisténcia e a estabilidade das
enzimas no fluido ruminal nio foi um fator
limitante na degradac¢io dos alimentos. Os autores

Martins et al.

afirmaram, ainda, que a estabilidade das enzimas
fibroliticas no rdmen poderia ser preservada da agio
proteolitica por meio da adigio de outras fontes de
proteina que fossem resistentes 3 degradagio
ruminal.

Os valores da fragio potencialmente degradivel e
da DE da MS da silagem de milho sem as enzimas
fibroliticas foram préximos aos respectivos valores
de 54,8 ¢ 63,2%, obtidos por Martins et al. (1999).
Da mesma forma, a fragio soltvel da PB desta dieta
foi semelhante i encontrada por Backes et al. (2000),
de 55,97%.

O valor médio observado para a DE da MS da
palha de arroz (55,35%) foi inferior ao valor de
74,7% (com taxa de passagem de 2% h™), verificado
por Valadares Filho (1994), em uma coletinea de
dados de degradagio in situ. Entretanto, Endres et al.
(1999), avaliando a degradabilidade in situ da palha
de arroz fermentada por fungos, observaram valores
de taxa de degradacio e de DE da MS de 1,91% h' e
43,1%, respectivamente. As diferengas verificadas
para os referidos parimetros estio relacionadas,
entre outros fatores, com a composi¢io
bromatolégica dos volumosos estudados.

As estimativas dos parimetros de degradacio
ruminal da fibra em detergente neutro (FDN), fibra
em detergente 4cido (FDA) e hemicelulose dos
volumosos sio mostradas na Tabela 2. Nio houve
interagio (p > 0,05) da fonte de volumoso e da
adigio ou nio das enzimas fibroliticas sobre os
parimetros ruminais da parede celular, exceto para a
DP da FDN e da hemicelulose.

Verificou-se, para a palha de arroz, aumento na
DP da FDN (p < 0,06) ¢ da hemicelulose com a
adi¢io das enzimas. Este resultado evidencia o efeito
das enzimas exdgenas que proporcionaram maior
permanéncia dos microrganismos sobre a fibra,
aumentando a degradabilidade potencial da fragio
fibrosa deste volumoso.

A adi¢io das enzimas fibroliticas nio alterou
(p > 0,05) os parimetros de degradacio ruminal
da parede celular dos volumosos, exceto para a
taxa de degradacio (k;) da hemicelulose, que foi
maior para os volumosos sem adi¢io de enzimas
(3,73%), em comparagio aos volumosos com a
adigdo de enzimas (2,33%).

Lewis et al. (1996), estudando o efeito de
diferentes formas de aplicagio de enzimas fibroliticas
no volumoso, aplicagio
diretamente no alimento melhorou a digestio,
quando comparada 3 infusio por meio da cinula
ruminal.

observaram que a
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Tabela 2. Estimativas da fragio potencialmente degradivel (b) e nio-degradivel (C), taxa de degradagio (k,), degradagio potencial (DP) e
degradagio efetiva (DE) da fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente dcido (FDA) dos volumosos sem (SE) e com (CE) a
adicio de enzimas fibroliticas.

Table 2. Estimate of potentially fraction (b), degradable (b) and undegradable (C), degradation rate (k,), potential degradation (PD) and effective degradation (ED) of dry matter
and crude protein of roughages without (-FE) or with (+FE) the fibrolytic enzyme addition.

Silagem de milho Palha de arroz Efcito Principal'

Corn silage Rice straw Principal Effect’

Item SE CE SE CE v E VxE
-FE +FE -FE +FE R E RxE

FDN

NDF
b (%) 64,97 64,14 56,53 60,81 0,0383 0,490 0,314
C (%) 35,03 35,86 43,47 39,19 0,0383 0,4892 0,3129
kd (% h™') 3,24 2,12 4,45 4,41 0,0051 0,2450 0,2738
DP (%) 57,67 44,37 49,30b 58,00a 0,5702 0,6187 0,0383
DE (%)1 39,74 32,97 38,66 41,71 0,8186 0,8087 0,6272

FDA

ADF
b (%) 61,19 58,82 59,47 62,26 0,738 0,935 0,332
C (%) 38,81 41,18 40,53 37,74 0,7383 0,9354 0,3302
kd (% h™) 3,73 1,92 5,08 4,44 0,0093 0,0639 0,3336
DP (%) 55,38 43,59 57,82 59,45 0,0370 0,2025 0,1044
DE (%)’ 38,98 28,56 42,57 42,83 0,0278 0,1652 0,1475

Hemicelulose
Hemicellulose

b (%) 68,75 70,03 61,57 71,02 0,254 0,065 0,143
C (%) 31,25 29,97 38,43 28,98 0,2547 0,0659 0,1437
kd (% h™') 3,28 2,19 4,18 2,48 0,2214 0,0150 0,5259
DP (%) 61,90 55,46 52,06b 64,27a 0,8487 0,2970 0,0069
DE (%)’ 42,51 36,55 40,94 39,22 0,7838 0,0837 0,3075

"Efeito principal: V = volumoso; E = enzima; V x E = interagio volumoso enzima. Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha, dentro de cada fonte de volumoso, maitsculas
para silagem de milho e mintisculas para palha de arroz, diferem (p < 0,05) pelo teste LSMEANS. *Considerando taxa de passagem de 2% h™.

"Principal Effect: R= roughage; E= enzyme; R x E= interaction roughage enzyme. Means followed by different leters in the same row, within each roughage source, small letters to the corn silage and capital letters to the rice straw, differ (p < 0.05) by
LSMEANS test. *Considering passage rate of 2% It

N

Segundo os autores, a ineficiéncia das enzimas, 3,7% h’', superior 2 obtida neste trabalho sem a

quando aplicadas via cAnula, seria pelo menor tempo de
contato com o substrato. Neste trabalho, o suplemento
foi fornecido via cinula ruminal, sem contato prévio
das enzimas com o alimento. Além disso, Chesson
(1993) salienta que a liberagio de enzimas exdgenas aos
sitios de atuagio poderia expO-las a condigdes
desfavoriveis no meio ruminal (temperatura, pH e
condigoes fisicas da digesta), podendo comprometer
sua estrutura e, consequentemente, limitar sua
atividade sobre o substrato.

Outra possibilidade para explicar a auséncia do
efeito das enzimas sobre a fibra seria com relacio
quantidade fornecida. Yang et al. (1999) relataram que o
nivel de aplicagio de complexos enzimdticos abaixo de
1 g kg' de MS, como verificado neste estudo, nio
causaria efeito sobre a degradacio da fibra no rdmen.
Segundo os autores, o nivel 6timo de aplicagio das
enzimas dependeria da composicio do alimento.

Os parimetros de degradagio ruminal da fibra
variaram (p < 0,05) em func¢io da fonte de
volumoso avaliada. A taxa de degradagio (2,67% h™)
e a fragio C (35,44%) da FDN da silagem de milho
foram inferiores (p < 0,05), comparadas a palha de
arroz (4,43 ¢ 41,33%). A fragio b da FDN da silagem
foi superior (64,55%), comparada i palha de arroz
(41,33%); a DE da FDA da silagem (33,76%),
porém, foi inferior (42,70%). Rossi Junior et al.
(1997) encontraram para a DE da FDN da silagem
de milho o valor de 42,7%, com taxa de passagem de

adi¢io de enzimas (39,74%).

Os teores de nitrogénio insoltvel em detergente
4cido, em relagio ao nitrogénio total (NIDA N
total) dos residuos de incubagio da silagem de milho
com (CE) e sem (SE) a adigio de enzimas
fibroliticas, sio apresentados na Figura 1.

40
E: 30
2z
I
A5
2% 10
0 - T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo (h)
Time (h)

—&— CEwith enzyme —e— SE Without enzyme

Figura 1. Teores nitrogénio insoldvel em detergente dcido, em
relagio ao nitrogénio total (NIDA N total), em fungio dos
tempos de incubagio, da silagem de milho com (CE) e sem (SE) a
adigio 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 com silage without and with fibrolytic enzymes addition.

O teor de NIDA N total obtido para a silagem
de milho foi de 9,99%, inferior ao observado por
Valadares Filho (1994), de 15%, com teor de FDA de
34,1%. As diferencas no contetido de NIDA, FDN e
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lignina podem estar relacionadas, dentre outros
fatores, a0 estddio de maturagio da planta na ocasiio
da colheita para ensilagem, i fermentagio ocorrida
no silo, 2 adubagio utilizada, 2 variedade do milho e
também 3 amostragem realizada.

A relagio NIDA N total dos residuos de
incubag¢io da silagem de milho para ambos os
tratamentos (SE e¢ CE) aumentou nos primeiros
tempos de incubagio. Este comportamento mostrou
que, com o aumento no tempo de incubagio, foi
utilizado mais N potencialmente degradivel pelos
microrganismos, causando aumento na propor¢io
do N indisponivel ligado a fibra.

Na Figura 2, sio apresentados os teores de
nitrogénio insoltivel em detergente icido, em rela¢io
ao nitrogénio total (NIDA N total) dos residuos de
incubacio da palha de arroz com (CE) e sem (SE) a
adi¢io de enzimas fibroliticas.

40
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—&— CE With enzyme —e— SE Without enzyme

Figura 2. Teores nitrogénio insolavel em detergente dcido, em
relagio ao nitrogénio total (NIDA N total), em fungio dos
tempos de incubagio, da palha de arroz com (CE) ¢ sem (SE) a
adicio de enzimas fibroliticas.

Figure 2. Levels of acid detergent insoluble nitrogen in relation to the total nitrogen (ADIN total
N), on the incubation time of rice straw without and with fibrolytic enzymes addition.

Os residuos de incubacio da palha de arroz
apresentaram variagdes na proporgio de NIDA N
total durante os tempos de incubagio. A rela¢io
NIDA N total foi maior para a palha CE, entre os
tempos de 12 e 48h, ¢ igual nos tempos de 72 ¢ 96h.
Provavelmente, o aumento da fracio solavel do
nitrogénio (N), verificado para a da palha de arroz
com a adigdo das enzimas (Tabela 1) e,
consequentemente, a redugio no teor de N total do
residuo, teria causado aumento na relagio NIDA N
total entre os tempos de 12 ¢ 48h.

Na Figura 3, encontram-se as eclétron-
micrografias de varredura dos residuos de
degradagio in situ da silagem de milho. Por se tratar
de uma avaliagio qualitativa, baseando-se em
observagbes visuais, as elétron-micrografias de
varredura dos residuos de incubagio podem nio ter

Martins et al.

retratado de forma expressiva a ac¢io das enzimas
sobre a degradagio ruminal dos volumosos.

(b)

(d)

Figura 3. Elétron-micrografias de varredura dos residuos de
degradagio in situ da silagem de milho sem a adi¢io de enzimas (A
¢ C) e com a adi¢io de enzimas fibroliticas (Be D). Ae B—6 hde
incubac¢io. C e D — 12 h de incubagio.

Figure 3. Scanning electron micrograph of in situ degradation residues of com silage without
enzymes addition (A and C) and with fibrolytic enzymes addition (B and D). A and B — 6
hours of incubation. C and D — 12 hours of incubation.

As observagdes dos residuos de degradagio da
silagem sem a adi¢io das enzimas com 6 h de
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incubagio (Figura 3A) revelaram a epiderme danificada
e colonizada por bactérias, porém nio houve evidéncia
de digestio do tecido, apresentando-se ainda intacto.
Na Figura 3B (residuo com a adigdo de enzimas),
também foram observados a colonizagio da epiderme,
com bactérias aderidas as particulas, ¢ o inicio da
digestio do tecido.

As observagdes microscépicas dos residuos da
silagem de milho com 12h de incubagio sem a adi¢io
de enzimas (Figura 3C) revelaram a colonizagio pelas
bactérias ruminais e a erosio do tecido. Na Figura 3D
(residuo com a adi¢io de enzimas), observa-se a célula
da bainha parenquimitica dos feixes vasculares (BPFV)
altamente colonizada, porém sem indicio de digestio.
McAllister et al. (2001) observaram ao MEV que
somente altas concentracoes de enzimas fibroliticas
causariam ruptura e digestdo da parede celular da palha
de cevada e que nio houve indicio de degradagio do
tecido quando as enzimas foram aplicadas na dose
recomendada pelo fabricante.

Na Figura 4, apresentam-se as elétron-
micrografias de varredura dos residuos de
degradagio da palha de arroz, sem e com a adigdo das
enzimas fibroliticas. As observagdes microscopicas,
ap6s 12h de incubagio (Figuras 4A e 4B), revelaram
colonizagio da parede celular e auséncia de digestio
do tecido, e nio se verificou alteragio na colonizagio
microbiana com a adigio de enzimas fibroliticas.
Karunanandaa et al. (1995), investigando o efeito de
espécies de fungos sobre a digestibilidade da palha de
arroz por meio de observagdes microscépicas,
verificaram que o tratamento com fungos melhorou
a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS).

Gilbert e Hazlewood (1993) relataram que, em
fun¢io da natureza recalcitrante da parede celular
ao ataque enzimditico, para ocorrer hidrélise
eficiente dos polissacarideos estruturais, sio
requeridos altos niveis de celulases e xilanases no
meio ruminal.

Os residuos da palha de arroz, apés 24h de
incuba¢io sem adicio de enzimas (Figura 4C),
indicaram alta colonizagio da parede primdria, nio
havendo, entretanto, exposi¢io da parede
secunddria.

Com a adigdo das enzimas (Figura 4D),
verificou-se maior populagio bacteriana associada ao
tecido, onde parece ter iniciado a remogio da parede
primiria, com digestio da parede secunddria.
Segundo Yang et al. (1999), a adigio de enzimas
fibroliticas promoveria aumento da colonizagio
microbiana, uma vez que a presenca de celulases no
contetido ruminal favoreceria a adesdo das bactérias 2
celulose.

(©

(d)

Figura 4. Elétron-micrografias de varredura dos residuos de
degradagio in situ da palha de arroz (PA) sem (SE) a adigio de
enzimas fibroliticas (A ¢ C) ¢ com (CE) a adi¢io de enzimas
fibroliticas (B ¢ D). A ¢ B — 12h de incubagio; C ¢ D — 24h de
incubagio.

Figure 4. Scanning electron micrograph of in situ degradation residues of rice straw without
enzymes addition (A and C) and with fibrolytic enzymes addition (B and D). A and B — 12
hours of incubation. C and D — 48 hours of incubation.

De modo geral, as elétron-micrografias de
varredura revelaram aumento na colonizagio
microbiana sobre o residuo com a adi¢io de enzimas
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fibroliticas, porém sem digestio dos tecidos da
planta. Tais resultados nio foram condizentes com
os parimetros de degradagio ruminal destes
volumosos, mostrando que o aumento da
colonizag¢io dos tecidos observados ao MEV com a
adigdo de enzimas nio foi suficiente para gerar uma
resposta efetiva sobre a degradagio ruminal da fibra.

Conclusao
As observagbes microscdpicas dos residuos
revelaram aparente aumento da colonizagio

microbiana com a adi¢gio de enzimas. Entretanto,
isto nio causou aumento da degradagio ruminal da
parede celular dos volumosos. Assim, verifica-se que
a adigdo de enzimas fibroliticas nio tem agio
expressiva na degradagio ruminal da silagem de
milho e da palha de arroz.
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