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Suplementacéo de enzima celulolitica (xilanase), em dietas a base de cana de
acucar ou silagem de milho para novilhas leiteiras: fermentacdo ruminal e sintese

de proteina microbiana.
RESUMO

Objetivou-se avaliar a fermentacdo ruminal e a sintese de protrina microbiana de
acordo as dietas experimentais de novilhas Jersey, suplementadas com enzimas
celuloliticas (xilanase) silagem de milho ou silagem de cana- de aglcar. Foram
utilizadas 8 novilhas da raca Jersey, com idade de 8+2,5 meses, com peso médio de
160£15 kg. Os animais foram divididos aleatoriamente em 2 quadrados latinos 4X4,
balanceados e contemporaneos, em arranjo fatorial 2X2. O periodo experimental foi de
25 dias sendo que 14 para a adaptacdo das dietas experimentais e 6 para a colheita de
dados. As dietas experimentais foram: 1- Silagem de milho (SM); 2- Silagem de cana
(SC); 3- Silagem de milho + fibrozyme (SMF) e 4- Silagem de cana + fibrozyme (SCF).
). As dietas experimentais foram formuladas de acordo com o NRC, (2001), visando
ganho de peso de 800 a 900 gramas por dia, sendo estas isonitrogenadas. A
suplementacdo com enzima celulolitica (Fibrozyme®) enfluenciou a fermentacédo
ruminal e a sintese de proteina microbiana (P<0,05). A enzima -celulolitica

(Fibrozyme®) aumentou(P<0,05) o propionato.

Palavras-chave: fibra, consumo, digestibilidade

ABSTRACT

The objective was to evaluate the ruminal fermentation and the synthesis of
microbial protein according to the experimental diets of Jersey heifers supplemented
with cellulolytic enzymes (xylanase) corn silage or sugarcane silage. Eight Jersey
heifers with initial average weight of 160+15 kg, and age of 8+2,5 months were used.
The animals were randomly distributed into two latin square design 4 x 4, balanced and
contemporary, 2 x 2 factorial arrangement. The experimental period was 25 days, and
14 days for the adaptation to the experimental diets and 6 days for data collection. The
experimental diets were: 1 - Corn silage (CS); 2 - Sugarcane silage cane (SS); 3 - Corn

Silage + fibrozyme (CSF) and 4 - Sugarcane silage + fibrozyme (SSF). The diets were



formulated to be isonitrogenous according to NRC (2001), aiming a daily gain of 800 to
900 g. Cellulolytic enzyme supplementation (Fibrozyme®) infused rumen fermentation

and microbial protein synthesis (P <0.05). The cellulolytic enzyme (Fibrozyme®)
increased (P <0.05) the propionate.

Keywords: fiber, intake, digestibility



1- INTRODUCAO

A fase de recria, que se estende da desmama ou desaleitamento até a primeira
cobricdo, € menos complexa que a fase de cria, mas nem por isso exige menor atengdo
dos produtores de leite. A composi¢do do corpo da bezerra modifica-se com o tempo.
De inicio, héa crescimento 0sseo e altas taxas de formacdo de proteina, seguida por uma
fase de maior formacgdo de tecido adiposo (gordura). Os fatores que influenciam a
composicdo do ganho de peso sdo 0 peso do animal, estadgio do crescimento, consumo
de energia acima daquela necessaria para manter os processos fisioldgicos normais,
como circulacdo, digestdo, respiracdo, etc. (mantenca), "status" protéico e o tamanho

que o animal tera na idade adulta (Mendes Neto et al., 2007).

O sistema de criagdo interfere no desenvolvimento da novilha, s&o os fatores
dietéticos que causam grande impacto no desempenho ponderal as mesmas. O tipo de
alimento que é fornecido as novilhas afetam diretamente a eficiéncia com que estes sdo
utilizados para o crescimento e desenvolvimento das estruturas organicas, dentre elas a
glandula mamaria (SARTORI, 2007).

Em programas mais avancados de nutri¢do de bovinos, como o NRC, os teores
de fibras para novilhas leiteiras ainda ndo foram exatamente explicadas pelos
experimentos cientificos. Historicamente o nivel de fibra depende principalmente da
qualidade do alimento, e consequentemente interfere na densidade energética da dieta
(NRC, 2001).

Os requerimentos por FDN (fibra em Detergente Neutro) para novilhas em
crescimento ainda ndo estdo completamente estabelecidos, principalmente no que se
refere ao limite minimo. Portanto, prudéncia € requerida, ndo fornecendo dieta com
FDN menor que 19%, visando evitar problemas de laminite, dentre outros. Entretanto,
recomendacdes abaixo de 19% de FDN ndo sdo recomendados devido aos poucos
experimentos realizados, o que é importante, pois o teor de FDN da dieta é um dos

fatores que controla o consumo de alimento (NRC, 2001).

Pesquisas tém demonstrado que a suplementacdo com dietas fibroliticas tem
um potencial significativo para melhorar a utilizacdo de alimentos e o desempenho

animal. Enzimas fibroliticas para alimentagdo animal, principalmente Xxilanases e



celulases, séo extratos concentrados resultantes de bactérias ou fermentacfes fingicas
com atividades enzimaéticas especificas. Melhorias no desempenho dos animais devido
as utilizacdo de aditivo enzimatico pode ser atribuida, principalmente, a melhoria da
digestdo da fibra, resultando no aumento da ingestdo calorica de facil digestdo
(Beauchemin, et al.1998).

Quando visto através de uma variedade de produtos enzimaticos e condicdes
experimentais, a resposta para a enzima fibrolitica para animal tem sido varidvel. Esta
variacdo pode ser atribuida as condi¢Ges experimentais, bem como as atividades e
caracteristicas das enzimas ou sobre a suplementacdo de atividades enzimaticas e no
método adequado de fornecer o produto enzimatico para o animal (Gomez-Vasquez et
al.2003).

2 - REVISAO DE LITERATURA
2.1 — Silagens de milho e silagem de cana-de-acUcar

A silagem é nada mais que uma forragem verde, suculenta, armazenada em silos
e conservada por meio de um processo de fermentacdo sem a presenca do O,
(anaerdbica), para que em periodo de escassez se tenha alimento suficiente ao animal
(Cardoso& Silva, 1995).

Tradicionalmente o material mais utilizado para ensilagem é a planta de milho,
devido sua composicdo bromatoldgica preencher os requisitos para confeccdo de uma
boa silagem como: teor de matéria seca (MS) entre 30% a 35%, € no minimo de 3% de
carboidratos solUveis na matéria original, baixo poder tamp&o e por proporcionar uma

boa fermentacdo microbiana.

Na producdo de silagem de milho de boa qualidade deve-se considerar ndo
somente o percentual de grdos na massa ensilada, mas também os demais componentes
da planta como um todo, com isso a obtencdo de produtos finais de qualidade o que

propiciard melhor resposta animal nos diversos sistemas de producdo, quer seja de leite



ou de carne, bem como sua viabilidade econdmica (RENTERO, 1998). Nesse contexto,
NUSSIO e MANZANO (1999) sugerem que em programas de selecdo de cultivares de
milho para a producdo de silagem, os modelos de previsdo de qualidade da silagem
devem ser estabelecidos com base em dois fatores: percentagem de grdos na massa
ensilada (% na MS) e valor nutritivo da porcdo haste+folhas (% da digestibilidade
verdadeira in vitro da MS).

O estadio de desenvolvimento em que a planta de milho é colhida, além do
cultivar utilizado, afeta a percentagem de MS e de gréos na silagem de milho. Muitos
autores recomendam que a planta de milho deva ser colhida nos intervalos de 30 a 35%
de MS para confec¢édo de silagens. Teores de MS abaixo de 30% estariam relacionados
com menor producdo de MS, perdas de matéria seca por lixiviacdo, baixa qualidade da

silagem e reducdo no consumo por animais (LAUER, 1996a).

NUSSIO e MANZANO (1999) relataram que os teores de 30 a 35% sdo obtidos
nas plantas de milho no momento em que a consisténcia dos gréos estiver variando entre
0 estadio pastoso e o farinaceo duro, o que corresponde a visualizacdo da linha de leite
entre 1/3 e 2/3.

A silagem de milho tem teores de carboidratos sollveis, que permitem a
fermentacdo lactica, conservando alto valor nutritivo do alimento, grande quantidade de
massa verde, teor de MS, de facil preparo e que tem uma boa aceitacdo dos animais
(Caetano, 2001).Em estudo com silagem de milho, Tomich et al. (2006) encontraram
valores de 27,3% de MS, 7,2% de PB, 51,5% de FDN, 32,4% de FDA e 4,0% de

lignina.

A cana de acucar € um volumoso que se destaca na alimentacdo de bovinos, e
tem despertado grande interesse tanto de produtores quanto de pesquisadores, em
virtude de seus beneficios em logistica e operacionalidade. Segundo Nussio (2003) o
destaque se deve pela razdo da pequena taxa de risco na utilizagdo, o baixo custo por
unidade de matéria seca produzida, a mantenca o do valor nutritivo, maior
disponibilidade nos periodos de escassez de forragens e do melhor desempenho
econémico em comparacdo a outras forrageiras, dependendo da categoria animal.
Existem restrices quanto ao consumo da silagem de cana-de-agucar para bovinos,

principalmente as de racas leiteiras de nivel médio e alta produgdo, decorrentes,



principalmente, da baixa digestibilidade da fibra (Magalhdes et al., 2004), o que pode
comprometer o consumo voluntario. . Segundo Nussio et al. (2005), o acumulo de
etanol pode ndo somente representar perdas do material ensilado, mas também perdas

decorrentes da recusa dos animais.

Além disso, entre outras limitagBes, encotram-se 0 baixo teor de proteina, o alto
teor de carboidratos sollveis, 0o pequeno aporte pds-ruminal de aminoacidos e de
glicose, 0 aumento na quantidade de protozoarios no rimen e o desbalanco de minerais
(Preston &Leng, 1978; Preston, 1982).

Segundo Valadares Filho et al. (2002), a principal limitacdo da cana-de-agucar é
a reducgédo de consumo, ocasionada principalmente pela baixa digestibilidade da fibra,
uma vez que seu teor médio em FDN é menor que o da silagem de milho (47 vs 60). No
caso da cana-de-acUcar, a saida para sua utilizacdo pode ser a reducdo de seu uso na
dieta de acordo com o aumento da participacdo de concentrado. Estas mudancas podem
proporcionar maior aporte de matéria organica digestivel, o que levaria a um aumento
da concentracdo de energia, diminuicdo da concentracdo de fibra de baixa
digestibilidade e, consequientemente, a0 maior consumo de matéria seca para atender as
exigéncias energéticas do animal. Por outro lado, excesso de concentrado na dieta pode
provocar diversos distdrbios metabdlicos, como conseqiiéncia do rapido abaixamento do
pH ruminal, que vdo desde acidoses subclinicas até casos mais severos, levando a
morte, principalmente porque a cana-de-agUcar apresenta alto teor de carboidratos
prontamente fermentaveis. Além disso, como o custo do concentrado geralmente é alto,

elevadas proporc¢des na dieta podem ndo ser economicamente viaveis.

Segundo Freita et al (2006) assim como qualquer outra forrageira a cana- de
acucar tem suas particularidade e suas caracteristicas para sofrer o processo de
ensilagem sdo elas : teor de matéria seca (MS) em torno de 25 a 30%, teor de
carboidratos soliveis (CHOs) proximos a 10% da matéria natural (MN) e poder tampé&o
que permite a queda do pH para valores proximos a 3,5.

Segundo pesquisas realizadas por Andrade et al.,( 2004) e Bonomo et al.,( 2009),
a maior dificuldade em se adotar dietas incluindo a cana como volumoso na dieta , sdo

os valores da proteina bruta que tem uma grande variagdo 1,91 a 3,81%. A concentracdo



de nitrogénio muito baixa nessa forrageira, comparada aos residuos pos-colheita de
semente de capim- Marandu, que tem valor proximo a 3% de PB. (Roth el al. 2010).

A baixa digestibilidade da fracdo fibrosa da cana-de-acUcar esté relacionada a
alta concentracdo de lignina e a sua ligagdo com os carboidratos estruturais
(hemicelulose e celulose) que impede a agédo dos microrganismos ruminais sobre estes
carboidratos. No entanto, essas ligacbes do tipo éster, nas gramineas, sdo
particularmente susceptiveis a acdo hidrolitica, justificando a utilizacdo de alcalis no
tratamento da cana-de-aglcar, promovendo solubilizacdo de parte da lignina pelo
aumento de pH (Van Soest, 1994).

Aroeira et al., (1993) diz que a cana-de-agucar com uréia tem seu uso difundido
na alimentacdo do gado leiteiro, devido a mesma apresentar valor baixo de proteina,
devido a esse empecilho o uso de aditivos no processo de ensilagem, com a finalidade

de melhorar a qualidade do produto.

Vaérios aditivos vém sendo estudados e avaliados para a estabilidade aerdbia e
controle da fermentacdo alcoolica, assim como, inoculantes com bactérias homolaticas,
como Lactobacillus plantarum e Pediococcus pentosaceus e inoculantes com bactérias
produtoras de &cido propidnico. Estudos realizado por Pedroso et al., (2007), foi
possivel observar que o uso destes inoculantes na ensilagem da cana-de-aglcar houve
efeito negativo, sobre a populacdo de leveduras, sobre a producdo de etanol e
estabilidade aerdbia das silagens .Mas quando se trata de inoculantes contendo
bactérias heterofermentativas, da espécie Lactobacillus buchneri, os efeitos do
tratamento sdo positivos na ensilagem, ha diminuicdo no teor de etanol, das perdas de
MS e no numero de leveduras, com aumento da estabilidade aerdbia das silagens
(Pedroso et al., 2008).

Costa (2005) avaliou desempenho produtivo de vacas leiteiras alimentadas com
diferentes proporc¢des de cana-de-agucar e concentrado ou silagem de milho na dieta, foi
observado maior consumo de carboidratos ndo-fibrosos para o tratamento com 40% de
cana-de-acucar em relacédo as dietas de 60% e 50%, ja a dieta de silagem de milho nédo
deferiu, indicando também maior participacdo de alimento concentrado na dieta. Nesse
mesmo estudo avaliou se o coeficiente de digestibilidade (CD) da matéria seca (MS),

matéria organica (MO), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), carboidratos totais



(CHO), fibra em detergente neutro (FDN) e carboidratos ndo-fibrosos (CNF), porém
ndo houve diferenca entre MS, MO e CHO nas dietas. A silagem de milho teve um
valor maior de coeficiente de digestibilidade de PB dentre as dietas devido o valor
proteico da dieta. O coeficiente de digestibilidade do EE para silagem de milho foi
maior (P<0,05) que nas dietas contendo 60 e 50% de cana-de-agucar, porém nao houve
diferenca na dieta com 40% pois tem uma maior propor¢do de concentrado. No FDN a
silagem de milho teve um valor maior comparado as trés dietas explicado pela taxa de
passagem. CDCNF para silagem de milho foi menor do que os obtidos em todas as

dietas a base de cana-de-agUcar, em razdo do menor teor de CNF dessa dieta.

Comparando uma dieta a base de silagem de milho com uma dita com > 50% de
cana-de-acucar, ha uma diferenca entre producdo de leite devido ao menor consumo de

matéria seca, consequentemente menor consumo de nutrientes.

2.2 — Digestibilidade de fibra

A avaliacdo do valor nutritivo dos alimentos consumidos pelos animais, em
condigdes de pastejo ou confinados, tem sido um desafio para os nutricionistas. A
digestibilidade é um dos pardmetros importantes para essa avaliacdo; entretanto, a
determinacéo desta por intermédio do método tradicional de coleta total de fezes requer
controle rigoroso da ingestdo e excrecdo, o que o torna trabalhoso e oneroso. Isto levou
a idealizacdo de outros métodos nomeados de métodos indiretos dos indicadores ou dos
marcadores (SILVA, 1990), os quais apresentam certas vantagens sobre o da coleta total
de fezes, a exemplo da simplicidade e conveniéncia de utilizacdo, e podem proporcionar
uma série de informacdes, incluindo-se a quantidade ingerida de alimentos ou nutrientes
especificos, a taxa de passagem da digesta por todo o trato digestivo e a digestibilidade
de todo alimento ou nutrientes especificos. Nessas condigdes, a estimativa da
digestibilidade por intermédio de indicadores pode ser desejavel (VAN SOEST, 1994).

WEISS (1999) define a fibra como sendo o componente estrutural das plantas,
que é a parede celular, e a fracdo menos digerivel do alimento, ou seja aguela que néo é
digerida por enzimas de mamiferos, além de ser componente essencial para estimular a

mastigacdo e ruminagao.



A fibra é fonte de carboidrato, usado pelos microrganismos do ramen como
fonte de energia e pode ser usado para caracterizar alimentos e para determinar limites
maximos e minimos de ingredientes na racdo. As forragens sao importantes pois além
de proteina e energia elas provem as fibras necessarias das racdes para promover a
mastigacdo, ruminacdo e saude do ramen. Na formulacdo de dietas para bovinos a
qualidade e a quantidade de forragem é o primeiro fator a ser analisado, para atender as
exigéncias nutricionais e de fibras, e os concentrados sdo usados para complementar as

contribui¢des nutricionais das forragens.

O consumo e a digestibilidade sdo pardmetros chaves em varios sistemas de
formulacdo de dietas para ruminantes. A medicdo desses parametros faz-se necessaria,
pois, possuem alta correlacdo com a ingestdo de matéria seca e eficiéncia na absorcao e

aproveitamento dos nutrientes.

Fibra constitui-se da parede celular dos vegetais. Neste caso, temos 0s seguintes
polimeros que compdem a parede celular, portanto, a fibra: celulose, hemicelulose,

lignina, proteina e outros compostos minoritarios.
Celulose

A celulose é o polissacarideo mais abundante na natureza e o principal
constituinte da maioria das paredes celulares vegetais, exceto de algumas sementes
(McDOUGALL et al., 1993), seu teor varia de 20 a 40% na base seca das plantas
superiores (VAN SOEST, 1994), mas quando comparadas diferentes partes da planta ou

subproduto vegetal esta variacdo torna-se mais ampla.
Hemicelulose

Em células maduras, as hemiceluloses encontram-se mais associadas a lignina
por ligacBes covalentes do que os outros polissacarideos, tornando-se indisponiveis a
solubilizacdo. As hemiceluloses sdo divididas em quatro subgrupos: as xilanas, as &-
glicanas, as xiloglicanas e as mananas, apresentando diversidade estrutural e sendo
nomeadas de acordo com o monossacarideo predominante (GOODWIN & MERCER,
1988).



Lignina

As ligninas sdo polimeros complexos de estrutura nao totalmente conhecida. De
modo geral, sdo conceituados como polimeros condensados formados a partir de
reducdo enzimatica dos &cidos fi-cumarico, ferulico e sinapico em seus respectivos
alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico, que irdo condensar-se por pProcesso
oxidativo formando macromoléculas reticuladas, as ligninas (GRENET & BESLE,
1991). Sua composicdo, estrutura e quantidade variam de acordo com o tecido, 0s

6rgdos, a origem boténica, a idade da planta e os fatores ambientais.

Como um novo método para substituir a FB era necessario para que se pudesse
descrever fibra em termos nutricionais (disponibilidade nutricional, ao invés de
uniformidade quimica), o conceito de entidade nutricional ideal levou VAN SOEST
(1967) e VAN SOEST & WINE (1967) a desenvolverem o hoje conhecido sistema de
detergentes para andlise da fibra dos alimentos. Neste sistema, o alimento é dividido na
fracdo solavel, a qual é rapidamente e completamente disponivel, e a fracdo insollvel,

que é lenta e incompletamente disponivel.

A FDN isola celulose, hemicelulose e lignina, com alguma contaminacdo de
pectina, proteina e cinzas. Como meio de quantificar os componentes isolados da fibra,
VAN SOEST adicionalmente, criou a fibra insoltvel em detergente &cido, a qual é
composta de celulose, lignina, silica e proteina insoltvel em detergente acido (NIDA).
Desta forma, a hemicelulose pode ser estimada através da diferenca entre FDN e fibra
detergente &cida (FDA), e a lignina e a celulose podem ser quantificadas,
seqliencialmente, a partir da oxidacdo da FDA em solucdo de permanganato de potéssio,
e através da queima deste residuo em mufla, respectivamente. Dos trés métodos
utilizados para quantificar a fibra (FDN, FDA, FB), somente a FDN mensura os trés
maiores componentes indigestiveis ou incompletamente digestiveis das plantas:
hemicelulose, celulose e lignina (MERTENS, 1997).

Efetividade e fibrosidade

Efetividade é a capacidade de um alimento ou dieta em promover a atividade
fisica motora do trato gastrintestinal (TGI), pois seletivamente os ruminantes retém fibra

no rimen por um tempo adequado para digestdo, isso ocorre devido a ingestdo de



particulas longas durante a alimentagdo. Estas particulas longas formam um material
flutuante no rimen e proporciona o estimulo necessério para se desencadear a atividade

de ruminacao.

A fibra efetiva (Fe) tem sido definida como a capacidade da fonte de fibra da
dieta em estimular a mastigacdo (MERTENS, 1997). Por isso, geralmente, Fe se refere a
capacidade da dieta em manter a saude geral do ramen e do animal. Conforme
MOONEY e ALLEN (1997), um nivel minimo de fibra na dieta é necessario para 6tima
producdo e salde de vacas leiteiras. Insuficiente quantidade de fibra ou a falta de uma
determinada quantidade de fibra efetiva na dieta, pode resultar em um baixo pH
ruminal, decréscimo da eficiéncia microbiana, diminui¢do da percentagem de gordura

do leite, e pode ameacar a salde das vacas.

A digestibilidade da fibra tem sido definida como a proporc¢éo da fibra ingerida,
que ndo é excretada nas fezes, a fibra possui uma fracdo digestivel e uma indigestivel. O
processo de digestdo da fibra consiste na hidrolise de polissacarideos, e a conversao dos

monossacarideos resultantes em AGV, gases da fermentacéo e calor.

A fracdo indigestivel da FDN é a que mais afeta a utilizacdo da fibra, podendo-
se exceder a metade da FDN total no rimen. HUHTANEN & KHALILI (1986)
mostraram uma relagdo negativa entre a digestibilidade in vivo da FDN e a quantidade
de FDN total no ramen. Como a digestibilidade da FDN no ridmen aumenta com o
passar do tempo, a quantidade de FDN total e de FDN digestivel diminui numa taxa
similar, mas a fracdo de FDN indigestivel diminui mais lentamente. Ent&o, os fatores da
dieta que afetam o ambiente ruminal diminuindo a degradacéo da FDN, aumentam a
quantidade (pool) de FDN, especialmente da fracdo digestivel. A diminuicdo na
digestibilidade da fibra pode reduzir o consumo da fibra quando o enchimento ruminal é

o fator limitante, tal como ocorre no inicio da lactacéo.

A taxa de passagem do material particulado é afetada primeiramente pelo
consumo, embora o0 tamanho da particula, a fibra na dieta, os carboidratos néo-
estruturais (CNE) e a taxa de digestdo da fibra potencialmente digestivel também afetem
a taxa de passagem. A interferéncia dos CNE na digestdo da fibra tem sido observada
frequentemente. Os principais efeitos sdo a redugdo do pH ruminal e um efeito negativo

na digestdo da fibra, que pode ser decorrente da preferéncia dos microrganismos por



CNE, através da sobreposicdo das bactérias amiloliticas em relacdo aquelas que digerem
a fibra, na competicdo pelos mesmos substratos ou pelas enzimas que degradam a fibra,
que podem ser inibidas pelos CNE ou pelos produtos de sua digestdo (HOOVER, 1986).

A concentracdo de FDN na dieta esta negativamente correlacionada com o0 CMS
em razdo da fermentacdo mais lenta e de maior tempo de permanéncia no ramen.
Porém, fibra mais digestivel pode estimular o consumo, pelo aumento da taxa de

passagem, criando espago para uma outra refeicédo.

2.3 — Enzimas na nutri¢cdo de ruminantes

As enzimas sdo moléculas protéicas que quebram as reacGes quimicas
especificas nos sistema bioldgico e sdo produzidas pelas células animais e vegetais
(Lehninger, 2007). S&o essenciais aos ruminantes porque estdo envolvidas na hidrolise
dos alimentos complexos em suas moléculas orgénicas mais simples, como glicose,
celobiose, xilose, aminoacidos, acidos graxos, que sdo entdo usadas pelos

microrganismos do ramen e/ou pelo animal (Kozlosky, 2009).

A principal fonte de energia para 0s animais ruminantes provem das
forragens(celuloses e hemiceluloses), hidrolisadas pela acdo de enzimatica provenientes

de bactérias, fungos e protozoarios (Schingoethe et al., 1999).

A quantidade e disponibilidade de energia e proteinas para os ruminantes sdo
influenciadas pela lenta e incompleta degradacdo dos substratos, prejudicando o
desempenho animal, com conseqiiéncias no custo de producdo (Yang et al., 2000;
Colombatto et al., 2003). As enzimas fibroliticas exdgenas é uma estratégia que busca
aumentar a utilizacdo dos nutrientes e a eficiéncia produtiva animal na suplementacédo
da dieta de ruminantes com aditivos, (Schingoethe et al., 1999; Nsereko et al., 2000;
Beauchemin et al., 2003).

Como a maioria das enzimas, o produto de suas hidrolises pode inibir sua agéo.
Esta informacdo é muito importante na discussdo de suplementacdo de enzimas
comerciais para ruminantes, mostrando que ha um desafio para os pesquisadores em

formular produtos com propor¢des ideais de cada tipo de enzima (celulases e



hemicelulases, por exemplo) para que a inibicdo do produto ndo ocorra, assegurando

desta maneira, a eficicia da enzima suplementada.

O objetivo principal do uso de enzimas na dieta de ruminantes é diminuir o custo
de producdo de carne e leite. O custo de forragens e gréo cereais tem se elevado no
cenario mundial, e como consequéncia, produtores estdo procurando alternativas para
melhorar a eficiéncia de conversao alimentar. Muitas das pesquisas em ruminantes estao
focando no estudo de enzimas fibroliticas exdgenas na tentativa de melhorar a
digestibilidade da fibra, elevando assim o consumo de energia digestivel aumentando a
produtividade dos animais (Beauchemin et al., 2003)

A classificacdo dos aditivos enzimaticos é apartir dos compostos que sdo
degradados, s&o nomeados em celulase, xilanase e ligninase as enzimas que degradam
celulose, xilana e lignina, respectivamente se tratando de ruminantes. Ressaltando a
importancia dos produtos das enzimas fibroliticas, que geralmente, sdo combinacdes de

atividades enzimaticas. (Mcallister et al., 2001).

Mesmo que no rumen a proporcdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas é
alta, pode ocorrer exposicdo de sitios da parede celular & aderéncia bacteriana, o qual
permite a melhor digestdo da dieta animal, devido as atividades de enzimas fibroliticas
exogenas (Beauchemin et al., 2000).

O mecanismo de acdo das enzimas exdgenas adicionadas em dietas de
ruminantes nao é totalmente conhecido (Beauchemin; Holtshausen, 2011; Nussio et al.,
2011). Cheng (1995) sugere que o ganho de produtividade observado em alguns estudos
pode ser devido ao aumento da digestibilidade da fibra. Isto ocorre possivelmente
devido ao fato da melhora na colonizacdo das particulas alimentares, como mostrado
pelo trabalho de Martins et al. (2007), os quais observaram aumento na colonizagéo da
fibra com a adicéo de enzimas fibroliticas aos substratos, quando avaliaram imagens de
microscopia de varredura. Outra hipbtese € de que as enzimas poderiam estimular a
atividade enzimatica enddgena ruminal, ou seja, aumentam o potencial de hidrélise na

fermentacao ruminal (Morgaviet al., 2000).

Apols a alimentacdo a reducdo do pH e menor atividade proteolitica ajuda

aumentar a estabilidade das enzimas (Morgavi et al., 2001). Geralmente as enzimas



exogenas atuam mais eficientemente no ambiente ruminal com pH em torno de 5,5-
6,8.Entretanto, enzimas de Trichoderma spp., podem atuar eficientemente com pH
menores e temperaturas maiores do que sdo encontrados tipicamente (Beauchemim;
Holtshausen, 2011).

A suplementacdo de enzimas fibroliticas exdgenas pode aumentar a atividade
enzimatica no rimen como visto por Beauchemine Rode (1996) que obtiveram aumento
de 15% na atividade da celulase, e Wallace (2001) que obteve aumento de 5% da
atividade xilanase. Mas este efeito é dependente da quantidade de enzimas que s&o
inseridas nas dietas. Morgavi et al. (2000) demonstraram significante sinergia entre
enzimas exdgenas e enzimas microbianas, em que uma potencializa a acdo da outra.
Estes autores combinaram enzimas de Trichoderma longibrachiatum com extrato de
enzimas ruminais de bovinos recebendo alta concentracdo de fibra ou alta concentragédo
de concentrado. Observaram que a hidrolise da celulose e da xilana aumentaram 35 e

100%, respectivamente. Além disso, a hidrélise da silagem de milho aumentou 40%.

As enzimas podem também ser aplicadas como aditivo em ragdo para
ruminantes no cocho, no intuito de aumentar a digestibilidade de alimentos fibrosos e,
consequentemente, o desempenho do animal. Quando fornecidas dessa maneira, as
enzimas fibroliticas formam ligacGes com os substratos, que as protegem da degradacéo
ruminal e podem aumentar a digestibilidade da forragem através de diferentes
mecanismos, como: hidrdlise direta, melhoria da aceitabilidade, alteracdes na
viscosidade intestinal e mudancas do local de digestdo (Beauchemin et al., 2003;
Martins, 2003; Loures, 2004).

Os niveis de enzima normalmente utilizados como aditivos para a alimentacao
de ruminantes variam de 0,5 a 2,0 mg/g (ou g/Kg) da dieta total, em MS, como
salientado por Beauchemin et al. (2003). Porém, estes niveis sdo dependentes das
caracteristicas especificas de cada produto, como tipo de atividade das enzimas

presentes.



2.4 — Fermentagdo Ruminal

A fermentacéo e sintese de nutrientes no rimen sdo realizadas pelos diferentes

microrganismos existentes no ambiente ruminal.

Entre os fatores que afetam o crescimento e a eficiéncia das bactérias ruminais, a
energia e a proteina sdo os principais, contudo, outros fatores contribuem com a
fermentacdo ruminal, como o pH e a taxa de passagem, que por sua vez Sdo
determinados pelo nivel de consumo, sistema de alimentacdo, tamanho de particula,
qualidade e proporcdo do volumoso na dieta total, tipo e processamento dos

carboidratos dos alimentos (Van Soest, 1994).

O pH ruminal estd diretamente relacionado com os produtos finais da
fermentacdo e também com a taxa de crescimento dos microrganismos ruminais. Tal
fato é demonstrado com o uso de dietas ricas em volumosos, as quais geralmente
proporcionam pH ruminal mais elevado, permitindo o crescimento de bactérias
celuloliticas (Church, 1979). Segundo @rskov (1986), o abaixamento do pH ruminal
ocorre, principalmente, ap6s a ingestdo de alimentos, especialmente concentrados,
devido a sua réapida taxa de fermentacdo. O pH do fluido ruminal pode variar de 6,2 a

7,0 para dietas constituidas exclusivamente de volumosos.

Na maioria dos casos, 0 pH do liquido ruminal pode oscilar de 5,5 a 7,5, de
acordo com a dieta. Fox et al. (1992) citaram o pH 6,46 como 6timo para sintese
microbiana, com prejuizo severo a degradacdo de parede celular pelas bactérias

fibroliticas quando diminui abaixo de 5,43.

Mertens (1992) sugeriu que a digestdo da fibra declinaria, quando o pH ruminal
estivesse abaixo de 6,7. @rskov (1982) e Mould et al. (1983) indicaram que o pH
ruminal abaixo de 6,2 reduziria a atividade de bactérias celuloliticas e a digestdo de
palhas. Esses pesquisadores indicaram que a depressdo no pH ruminal poderia ser
responsavel pela reducdo na digestibilidade da fibra associada com suplementagdo de
grdos. Church (1979) observou gque ruminantes consumindo dietas a base de volumoso
mantinham o pH ruminal entre 6,2 e 6,8, a0 passo que aqueles que consumiram
concentrado, entre 5,8 e 6,6. Mould et al. (1983) demonstraram que o efeito do pH na

digestdo da fibra é bifasico. Na primeira fase, pode haver acidificacdo de 6,8 para 6,0,



provocando reducdo na digestdo da porcao fibrosa do alimento. Ap6s o pH do ambiente
ruminal alcancar valores abaixo de 6,0; segunda fase; pode ocorrer uma parada na

digestdo devido a sensibilidade das bactérias fibroliticas neste nivel de acidez.

Nesse sentido, Russell et al. (1979) indicaram que a populacdo de bactérias
celuloliticas diminuiu, quando o pH variou de 5,7 a 6,2. Ja as bactérias fermentadoras de
carboidratos solUveis persistiram até em variacbes de 4,6 a 4,9. Mudancas nas
populacdes bacterianas em resposta ao reduzido pH, devido a sensibilidade de bactérias
ruminais, poderiam ser uma das raz0es para a redugdo na ingestdo e digestdo do

volumoso.

A natureza da dieta fornecida ao animal influencia diretamente nos parametros
ruminais, bem como a taxa de passagem que a dieta possui, podendo modificar a
atividade metabolica dos microrganismos ruminais, alterando os produtos gerados pela
fermentacdo ruminal. De acordo com Manella et al. (2003), o tipo de alimento altera os
produtos da fermentacdo ruminal, por conta da especificidade dos microrganismos em
digerir determinados nutrientes da dieta. Esses autores afirmam que, dietas ricas em
forragens resultam em maior atividade de bactérias celuloliticas e sacaroliticas,
aumentando a producdo de acido acético. Ja as dietas ricas em amido e/ou proteina,
aumentam acdo das bactérias amiloliticas e/ou proteoliticas, que sdo produtoras de acido
propibnico (CHURCH, 1988). A granulometria do alimento fornecido ao animal
influencia na taxa de passagem da dieta e na fermentacdo ruminal. Segundo Valadares
Filho & Pina (2006), dietas com moagem fina, aumentam a densidade e a ingestao,
promovendo rapida passagem do material insolivel. De acordo com esses autores,
dietas totalmente moidas, leva ao desaparecimento da estratificacdo do contetdo
ruminal, que é encontrada normalmente em animais alimentados com forragem,
permitindo dessa forma rapida passagem de particulas grosseiras, diminuindo sua

degradacéo e aproveitamento por parte dos microrganismos ruminais.

Os ruminantes matem os niveis de pH do meio ruminal adequados, através da
saliva, que é rica em bicarbonato de sodio e possui pH em torno de 8,1. A secrecdo de
saliva depende do tipo de dieta que o animal é alimentado, dietas com alto teor de
umidade diminuem a producédo de saliva, no entanto alimentos ricos em fibra induzem
maior secrecdo de saliva (BERCHIELLI et al., 2006). Segundo Valadares Filho & Pina



(2006), dietas com menos de 40% de forragem, reduzem a producdo salivar, diminuindo

0 crescimento da flora microbiana.

Os acidos graxos volateis (AGVs) sdo os principais subprodutos da fermentagéo
dos carboidratos, e sdo utilizados como fontes de energia para o metabolismo dos
ruminantes (BALDWIN, 1998; OLSONet al., 1999; BERCHIELLI et al., 2006).
Segundo Van Soest (1994), os AGVs produzidos pelos microrganismos do ramen
através das suas vias metabolicas, suprem 85% das exigéncias de energia dos
ruminantes. Os AGVs predominantes no fluido ruminal s&o os &cidos acéticos,
propidnico e butirico, sendo isobutirico, valérico, isovalérico, 2-metilbutirico e outros
geralmente presentes em quantidades relativamente pequenas (DIJKSTRA, 1993).De
acordo com esse autor os acidos acéticos, propiénico e butirico podem ser usados para
gerar ATP no metabolismo intermediario. O acido propiénico € um precursor de
glicose, entrando no ciclo da gliconeogénese hepatica (HUNTINGTON, 1990). E O
metano que é um gas composto de carbono e hidrogénio, produzido pela fermentacao
ruminal, na concentracdo de 30% a 40%, juntamente com CO2 (60%), e quantidades
variaveis de nitrogénio (N2) e tracos de H2S, H2 e 02 (VALADARES FILHO&PINA,
2006). A propor¢do de cada produto da fermentacdo ruminal, depende da espécie
bacteriana, que possui especificidade para cada tipo de produto, da dieta e
principalmente da concentracdo de nicotinamida adenosina difosfato (NADH) e H2 na
celula (KOZLOSKI, 2002).

2.5 —Sintese de proteina microbiana

Os ruminantes com expressiva atividade fermentativa pré-gastrica evoluiram ha
14 milhdes de anos e seu sucesso no processo evolutivo tém sido atribuidos a existéncia
da relacdo simbiotica com 0s microrganismos ruminais, onde os animais contribuem
com o alimento e o habitat, enquanto os microrganismos fornecem acidos graxos
volateis e aminoacidos formados a partir de substratos que ndo seriam aproveitados
(fibra e nitrogénio n&o-protéico) pelo animal hospedeiro (Kozloski, 2002). A maior
parte dos aminoacidos absorvidos pelos ruminantes € proveniente da proteina
microbiana sintetizada no ramen, sendo as exigéncias dietéticas de proteina

metabolizavel para ruminantes, atendidas mediante a absor¢éo intestinal de aminoacidos



provenientes da proteina dietética ndo degradada no rimen e proteina microbiana
verdadeira digestiveis. Dessa forma, tem sido objetivo da nutricdo dos ruminantes,
maximizar o fluxo de proteina microbiana para o intestino delgado, aumentando assim a

eficiéncia produtiva.

O suprimento de aminoacidos a partir da proteina microbiana € fundamental para
0 metabolismo proteico dos ruminantes, uma vez que a maior parte dos aminoacidos
absorvidos no intestino delgado é proveniente da proteina microbiana. A eficiéncia de
producdo microbiana e o fluxo microbiano séo fatores determinantes da quantidade de
proteina microbiana que alcanc¢a o intestino delgado. De acordo com o NRC (2001), a
proteina sintetizada pelos microrganismos rumina possui excelente perfil aminoacido e
composicao pouco variavel. Dessa forma, o estudo dos mecanismos de sintese proteica

microbiana e dos fatores relacionados séo de grande importancia.

As disponibilidades ruminais de nitrogénio (N) e energia sdo 0s principais
fatores que limitam o crescimento microbiano (Clark et al., 1992). A maioria dos
microrganismos presentes no rumen utiliza aménia como fonte de N para seu
crescimento. A uréia é rapidamente hidrolisada pelas bactérias aderidas ao epitélio
ruminal e a amonia resultante é incorporada ao N bacteriano, sendo a disponibilidade de
energia o principal fator que determina a taxa de assimilacdo desse N (Huntington &
Archibeque, 1999). Russell et al. (1992) comprovaram que a produgdo excessiva de
amonia e sua consequente absorcdo ruminal aumenta a excre¢do urinaria de compostos
nitrogenados. Nocek & Russell (1988) afirmaram que, se a taxa de degradacdo de
proteina exceder a de fermentacdo de carboidratos, grande quantidade de compostos
nitrogenados pode ser perdida na urina, como a uréia. Se a taxa de fermentacdo de
carboidratos for maior que a degradacdo da proteina, ocorre reducdo na producdo de

proteina microbiana.

A proteina microbiana pode suprir de 50% (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL - NRC, 1985) a totalidade de proteina metabolizavel requerida, dependendo
do teor de proteina ndo degradavel no rdmen ingerida (NRC, 1996), e, devido a

economicidade em suplementos proteicos nas dietas, sua estimativa é importante.

O NRC (1985) discute o crescimento microbiano em trés contextos: eficiéncia

microbiana, massa microbiana e fluxo microbiano. A eficiéncia e massa microbiana sdo



dependentes do substrato disponivel para fermentacdo no rimen, composicao e taxa de
fermentacgdo do substrato e fatores intrinsecos ao ambiente ruminal. O fluxo microbiano
é dependente das relacGes entre o tamanho de particula, o volume e a taxa de passagem
no ramen. O fluxo microbiano torna-se importante por causa dos requerimentos de
mantenca dos microorganismos ruminais, 0s quais aumentam sob lentas taxas de
passagem, resultando em relativo aumento na ineficiéncia da energia fermentada
(POLAN, 1988).

Varios fatores que afetam a sintese de proteina microbiana no rimen tém sido
abordados por diversos autores, como o teor e a fonte de N e de carboidratos na dieta, a
taxa de diluicdo ruminal, a freqiéncia de alimentacdo, o consumo de alimento, a relacédo
volumoso:concentrado, a ensilagem, os aditivos da silagem, os iondforos e o teor de
minerais como P, S e Mg na dieta (STERN e HOOVER, 1979; SNIFFEN e
ROBINSON, 1987; DURAND e KOMISARCZUK, 1988).

O N amoniacal pode servir como a principal fonte de N para a sintese de
proteina microbiana, em bactérias fermentadoras de carboidratos estruturais, entretanto,
algumas especies, como as de bactérias fermentadoras de carboidratos ndo-estruturais,
requerem aminoacidos e peptideos (NRC, 1985). As bactérias ruminais podem
incorporar aminoacidos em proteina microbiana ou fermenta-los como fonte de energia.
A fermentacdo de aminoécidos também origina amonia ruminal. Como o crescimento
microbiano é dependente do suprimento de carboidratos fermentaveis, os produtos
finais do metabolismo de proteinas sdo influenciados pela disponibilidade de
carboidratos. Quando o ATP originado da fermentacao de carboidratos é disponivel, os
aminoacidos podem ser incorporados em proteina microbiana. Se o ATP ndo é
suficiente para permitir a sintese protéica, os aminoécidos serdo fermentados como
fonte de energia e a amdnia se acumulara. Se a producdo de amdnia no rumen € grande,
0 aumento da atividade de reciclagem da uréia no figado e rim é necessario para
proteger o animal do seu efeito toxico (NOCEK e RUSSELL, 1988). A determinacao
das concentragdes de amonia permite o conhecimento do desbalanceamento na digestéo
de proteina, pois, quando ocorrem altas concentracbes de aménia, pode estar havendo
excesso de proteina dietética degradada no rumen e, ou, baixa concentracdo de
carboidratos degradados no rimen. Segundo HOOVER (1986).



A proteina microbiana que chega ao intestino € uma funcdo da eficiéncia
microbiana, resultante da producdo de massa microbiana, e sua saida do rimen
(SNIFFEN e ROBINSON, 1987).

3- MATERIAIS E METODOS
3.1 - Animais e dietas

O experimento foi conduzido no setor de Zootecnia da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD), localizada nas coordenadas 22°11°43.49° de Latitude Sul e
54°55°77" de Longitude Oeste, com periodo experimental total de 80 dias.

Foram utilizadas 12 novilhas da raca Jersey, com idade de 8+2,5 meses, com
peso médio de 160+15 kg. Os animais foram divididos aleatoriamente em 2 quadrados
latinos 4X4, balanceados e contemporaneos, em arranjo fatorial 2X2. O periodo
experimental foi de 25 dias sendo que 14 para a adaptacdo das dietas experimentais e 6

para a colheita de dados.

As dietas experimentais foram: 1- Silagem de Cana sem Fibrozyme®; 2 -
Silagem de Cana sem Fibrozyme®; 3-Silagem de Milho sem Fibrozyme®; 4-Silagem
de Milho com Fibrozyme®. Os animais receberdo 15g de Fibrozyme® /dia As dietas
experimentais foram formuladas de acordo com o NRC, 2001 visando ganho de peso de
800 a 900 gramas por dia, sendo isonitrogenadas e terdo a mesma concentracdo em fibra

em detergente neutro (Tabela 1).



Tabela 1. Ingredientes e composi¢ao quimica das dietas experimentais.
Dietas*

Item SM__ SC_SMF_SCF

Ingredientes (% MS)
Silagem de milho 65.34 - 65.34 -
Silagem de cana - 54.96 - 54.96
Milhofuba 20.08 23.87 20.08 23.87
Gréo de soja cru inteiro 10.04 16.39 10.04 16.39
Uréia 212 234 212 234
Mineral mixt 242 244 242 244
Fibrozyme (g /dia) - - 20.00 20.00

Composi¢do quimica (%)
Matéria seca 57.30 57.30 5755 57.55
Matéria organica 95.03 95.03 94.82 94.82
Proteina bruta 16.3 164 163 164
Extrato etéreo 5.0 5.4 5.0 5.4
Fibra em detergente neutro 40.1 401 40.1 401
Carboidrato néo fibroso} 337 323 337 323
Cinzas 493 493 514 514
Nutrientes digestiveis totais§ 69.00 66.00 69.00 66.00
Energia liquida8 157 151 157 151
Energia liquida de ganho§ 1.00 090 1.00 0.90

*Silagem de milho (SM); Silagem de cana (SC); Silagem de
milho + fibrozyme (SMF); Silagem de cana + fibrozyme (SCF).
TContém por kilograma: 120.00 g Ca, 88.00 g P, 75.00 mg I,
1300.00 mg Mn, 126.00 g Na, 15.00mg Se, 12.00mg S,
3,630.00 mg Co, 55.50 mg Cu and 1800.00 mg Fe.

ICNF = 100 — [(%PB - %PB from uréia + % uréia) + %EE
+%cinzas +%FDN] de acordo com Hall (1998).

8Calculado de acordo com NRC (2001).

3.2- Anélises bromatoldgicas

As amostras de silagem, ingredientes do concentrado e sobras foram analisadas
quanto aos teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra
em detergente neutro (FDN) e acido (FDA), lignina (LIG) e Cinzas (CZ), conforme
técnicas descritas por (AOAC 2002). O teor de NDT foi calculado segundo o (NRC,
2001).



3.3- Fermentacdo Ruminal

As amostras de liquido ruminal foram coletadas no 20° dia de cada periodo,
sendo a coleta realizada 4 horas apds a alimentacdo. Logo apds a coleta foram

determinados os valores de pH ruminal utilizando potenciémetro.

No laboratorio as amostras foram centrifugadas a 2.000 x g por 15 minutos, 1
mL do sobrenadante colocado em tubo de ensaio e adicionando-se 0,2 mL de acido
formico P.A., arrolhado e identificado e armazenado em congelador a -20°C para
determinacéo de acidos graxos de cadeia curta (Erwin et al. 1961). Da mesma amostra 2
mL do sobrenadante foi pipetado e armazenado em tubos de ensaio contendo 1 mL de
acido sulfdrico a 1 N, para posterior determinacdo da concentracdo de nitrogénio
amoniacal (N-NH3).

3.4 — Sintese de Proteina Microbiana

A colheita de urina foi realizada no 16° dia de cada periodo experimental, 4
horas apds a alimentacdo. Aliquotas de 50 mL de urina (amostra spot) foram obtidas
durante miccdo estimulada por massagem na vulva. A urina foi filtrada e aliquotas de 10
mL foram diluidas imediatamente em 40 mL de acido sulfdrico a 0,036 N para evitar
destruicdo bacteriana dos derivados de purinas e precipitacdo do &cido Urico. Uma
amostra de 50 ml urina pura acrescida a 1 ml de acido sulfarico PA foi armazenada para

determinacdo dos compostos nitrogenados totais, de ureia e creatinina.

As concentracdes de creatinina foram determinadas por meio de kits comerciais
(Laborlab®), utilizando reacdo enzimatica calorimétrica cinética. O volume urinario
total diario foi estimado dividindo-se as excrec6es urinarias diarias de creatinina pelos
valores observados de concentracdo de creatinina na urina das amostras spot, segundo
Oliveira et al. (2001).

A excrecdo urindria diéria de creatinina foi estimada a partir da equacdo EC =
32,27 —0,01093 x PV em que: EC = excrecdo diaria de creatinina (mg/kg PV); e PV =

peso vivo (kg). Os niveis de alantoina na urina e os de acido Urico na urina e alantoina



do foram determinados pelo método colorimétrico, conforme metodologia de Fujihara
et al. (1987), descrita por Chen & Gomes (1992).

A excrecdo total de derivados de purinas foi calculada pela soma das
quantidades de alantoina e 4cido Urico excretadas na urina, expressas em mmol/dia. As
purinas microbianas absorvidas (Pabs, mmol/dia) foram calculadas a partir da excre¢ao
de derivados de purinas (DP, mmol/dia), por meio da equacdo Pabs = (DP
0,236*PV"0,75)/0,84, em que 0,84 é a recuperacdo de purinas absorvidas como
derivados de purina e 0,236*PV”0,75, a excrecdo enddgena de derivados de purina
(Orellana Boero et al., 2001). A sintese ruminal de compostos nitrogenados (Nmic,
gN/dia) foi calculada com base nas purinas absorvidas (Pabs, mmol/dia), utilizando-se a
equacdo (Chen & Gomes, 1992): Nmic = (70*Pabs)/(0,83*0,134*1.000), em que 70 é 0
conteido de N nas purinas (mgN/mol); 0,134, a relagdo N purina: N total nas bactérias
(\Valadares et al., 1999); e 0,83, a digestibilidade intestinal das purinas microbianas.

3.5 - Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos ao SAS (Version 9.1.3, SAS Institute, Cary,
NC 2004), verificando a normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias
pelo PROC UNIVARIATE.

Os dados foram analisados, pelo PROC MIXED de acordo com a seguinte
modelo:

Yijk= U + Ai+ Pj + Q+S; + Ent SiI(Em) + €ijkim

onde: Yijyk = variavel dependente, p = media geral, A; = efeito de animal j=1a
8), Pj = efeito do periodo (y =1 a 4), Qk = efeito do quadrado (x =1 to 2), S;= efeito de
silagem (I= 1 a 2), E, = efeito de enzima ( m =1 a 2), S|(En) = efeito de interacéo e
eijlim = erro. O efeito aleatorio do modelo (random) foi caracterizado por: Ai e Pj. Os
graus de liberdade foram corrigidos por DDFM= kr. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia pelo comando PROC MIXED do SAS, versdo 9.0
(SAS, 2009), adotando-se nivel de significancia de 5%.



4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

A relacdo de propionato no perfil de acidos graxos de cadeia curta na
composicdo do ramen foi alterada, demonstrando aumento de 19% nos tratamentos

contendo silagem de milho (Tabela 2).

Tabela 2. Fermentacédo ruminal

Dieta” p-valuef
Item SC SM_ SCE SME °EMT —§ii fiB INT
Ph 683 677 680 673 005 0219 0772 0551

N-NH; mg/dL  19.60 19.04 21.49 19.08 193 0.535 0.684 0.697
Acidos graxos de cadeia curta (mmol)

Acetato 62.66 6156 60.52 6134 122 0.212 0.833 0.549
Propionato 19.82 2278 1934 2378 021 0.012 0.537 0.434
Butirato 1062 988 10.76 9.67 0.28 0.234 0.460 0.297
Isobutirato 037 031 038 035 002 0271 0.484 0.656
Valerato 146 137 137 140 012 0517 0477 0.147
Isovalerato 053 041 049 055 0.03 0.680 0.471 0.144
Total 9546 96.31 9285 9710 145 0.672 0.239 0.554
C2/C3 316 270 310 258 041 0.267 0.950 0.889

* Silagem de cana (SC); Silagem de milho (SM); Silagem de cana + enzima enzima (atividade
de Xilanase 600 Ul/g) (SCE);Silagem de milho+enzima ( atividade de Xilanase 600 Ul/g)
(SME).

TErro padrdo da média.

TEfeito de silagem (SIL), enzima (ENZ) e interacdo da SIL e ENZ (INT).

#¢ Valores na mesma linha com  diferentes letras  subscritas diferem
significativamente em P < 0,05 de acordo com PDIFF.

A concentragdo de alantoina no tratamento com silagem de milho apresentou
valor 77,6% (P=0,008) em relagdo ao tratamento com silagem de cana-de-acUcar
(Tabela 4).

Houve efeito de enzima nos valores de acido urico, sendo 37% (P=0,034) mais

aparente nos tratamentos com adicao de enzima.

Efeito de silagem e enzima foram encontrados nos teores de purinas totais sobre
os tratamentos. Os tratamentos com silagem de milho apresentaram valores 69%
(P=0,043) maior em relacdo aos tratamentos com silagem de cana-de-agucar. Enquanto
os tratamentos com adicdo de enzima apresentaram superioridade de 4% (P=0,003)

quando comparados aos tratamentos sem adi¢do da enzima fibrolitica.



Houve efeito significativo de silagem nos valores de purinas absorvidas, sendo
os tratamentos com silagem de milho apresentando valor 74,3% (P=0,004) maior em

relacdo aos tratamentos com silagem de cana-de-agucar.

Os valores de nitrogénio e PB nos tratamentos com silagem de milho foram 74%
(P=0,003) maiores que os tratamentos com silagem de cana-de-acgucar, (tabela 3).

Tabela 3. Sintese de proteina microbiana

Item Dietas experimentais EPM Valor de P

SC SM SCE SME SIL ENZ INT

mmol/L
Alantoina 7.65 11.24 7.94 10.61 156 0.253 0.950 0.864
Acido Urico 0.60 0.83 0.87 0.67 0.10 0.940 0.794 0.290
Purinas totais 8.25 12.08 8.81 11.28 1.6 0.273 0.967 0.811
mmol/dia
Alantoina 117.83 207.14 118.81 21332 2.10 0.008 0.955 0.967
Acido Urico 9.59 9.24 14.67 11.28 155 0552 0.034 0.629
Purinas totais 12742 216.39 133.48 22460 3.09 0.043 0.003 0.241
Purinas abs 140.59 246.48 147.85 256.36 0.21 0.004 0.913 0.986
g/dia

Nitrogénio 102.22  179.20 107.49 186.39 3.62 0.003 0.913 0.986
Proteina bruta 638.85 1119.99 671.83 1164.91  4.03 0.003 0.913 0.986

* Silagem de cana (SC); Silagem de milho (SM); Silagem de cana + enzima enzima (atividade
de Xilanase 600 Ul/g) (SCE);Silagem de milho+enzima ( atividade de Xilanase 600 Ul/g)
(SME).

TErro padrao da média.

}Efeito de silagem (SIL), enzima (ENZ) e interacdo da SIL e ENZ (INT).

#“Valores na mesma linha com diferentes letras subscritas diferem significativamente

em P < 0,05 de acordo com PDIFF.

Embora os efeitos da silagem e enzima tenham sido observados na
digestibilidade dos nutrientes, observamos pequenos efeitos de tratamento na
fermentagdo ruminal. A adicdo de enzimas fibroliticas em silagens pode aumentar a
razdo entre acetato e propionato caracterizando condi¢fes mais favoraveis para a
digestdo ruminal Loures et al., (2005).0 aumento na producdo de propionato em
novilhas alimentadas com silagem de milho pode estar associado ao alto teor de amido
da silagem de milho em comparagdo a silagem de cana-de-agucar, alem da maior

ingestdo de novilhas alimentadas com dietas contendo silagem de milho em comparacéo



com aquelas alimentadas com silagem de cana-de-agucar. Os experimentos contendo
enzimas fibroliticas, a maior efetividade desse complexo é caracterizada por reducgéo da
fracdo fibrosa e, consequentemente, aumento da digestibilidade da fibra da forragem
(Kung Jr. et al., 2000). As dietas contendo silagem de milho melhoraram a sintese
proteica microbiana devido a maior disponibilidade de nutrientes para fermentagdo
ruminal, ja que as novilhas alimentadas com dietas a base de milho apresentaram maior
consumo de nutrientes e digestibilidade em comparagdo com aquelas alimentadas com

silagem de cana-de-acUcar.

5 - CONCLUSAO

A adigdo da enzima ndo influenciou na fermentagdo ruminal e na sintese de
proteina microbiana de novilhas leiteiras contendo silagem de cana e ou silagem de

milho com dieta base.
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