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RESUMO

SOUZA, G. Cultivo de fungos basidiomicetos visando aumento na degradabilidade de
forrageiras para ruminantes. 2017. 129 p. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na

Agricultura, Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2017.

A inoculacdo de forrageiras com fungos lignoceluloliticos € uma alternativa para
melhorar a qualidade destas sem adicao de substancias quimicas. Este projeto visa melhorar a
degradabilidade de seis forrageiras: Brachiaria decumbens cv. Basilisk, Pennisetum purpureum
Schum. cv. Napier, Panicum maximum cv. Aruana, Cenchrus ciliares cv. Buffel, bagaco de
cana-de-aclcar e cana-de-agUcar picada por meio do cultivo de quatro fungos do género
Pleurotus. Outrossim, extrato enzimatico, nas concentracfes de 2, 4 e 6 mL, produzido pelo
fungo P. sajor-caju CCB 020 crescido em vinhaga, durante 6°, 12° e 18° dias, foram aplicados
as mesmas forrageiras. As avaliagdes das dietas foram pela técnica de producdo de gases,
degradabilidade in vitro e analise bromatoldgica do substrato. As atividades das enzimas
Lacase, Peroxidase, Manganés Peroxidase, Endoglucanase, Exoglucanase e Xilanase foram
determinadas, por um periodo de 24 dias. Os resultados foram estatisticamente avaliados,
utilizando SAS® (Statistical Analysis System Inst., Cary, North Carolina). Os fungos crescidos
nas forrageiras, produziram enzimas hidroliticas e oxidativas durante o processo de
fermentacdo, que atuaram na transformacdo das forrageiras. A quantidade de proteinas
aumentou significativamente na cana-de-acucar picada e capim Buffel, inoculados com os
fungos P. ostreatus e P. albidus CCB 068. A forrageira Aruana foi a que melhor respondeu ao
tratamento com fungo, sendo que com P. sajor-caju, ao 18° dia de incubacdo, teve a
concentracdo de acetato 1,24 vezes maior, em relacdo a amostra controle, e as demais
concentracdes de AGCC, como propionato e butirato, diminuir e a razdo C2:C3 aumentou. A
cana-de-agucar incubada com P. albidus CCB 068, ao 18° dia, diminuiu as concentragdes de
acetato, propionato e butirato e aumentou a razédo C2:C3 em 0,86 — 0,58 — 0,71 — 1,48 vezes,
respectivamente. O bagago inoculado ao 24° dia com P. albidus provocou aumento nas
concentragdes de acetato, propionato e butirato e diminuicdo na razdo C2:C3,em 1,14 — 1,75 —
1,32 — 0,64 vezes, respectivamente, e com P. ostreatus mostrou 0 mesmo comportamento. Com
0s demais tratamentos nenhum efeito significativo foi observado, pelo teste de Tukey a 5%,
entretanto ocorre tendéncia de aumentar a razdo C2:C3 com o tratamento com os fungos. Na
producéo de gases e degradabilidade in vitro das forrageiras, utilizando os extratos enzimaticos,

ocorreu aumento com a concentracdo aplicada. Efeitos significativos foram observados para as
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forrageiras Brachiaria, Napier e Aruana, ja as forrageiras Buffel, bagaco de cana-de-agucar e
cana-de-agucar picada ndo mostraram diferencas significativas, pelo teste de Tukey a 5%.
Diferencas nas analises de AGCC ndo foram significativas, pelo teste de Tukey a 5%, dentro
das concentracdes ou periodo de incubacao do fungo, nas seis forrageiras, entretanto ha uma
interacdo com as atividades das enzimas e pela razdo C2:C3 a maior concentragdo testada de 6
mL, do extrato com o fungo, incubado durante 12° dias, possam ser recomendadas para
obtencdo de ganho nutricional das dietas. Conclui-se que tanto os fungos inoculados nas
forrageiras, como seus extratos enzimaticos foram capazes de modificar a composicédo
bromatoldgica original das forrageiras. A degradabilidade, ganho nutricional e sustentabilidade
ambiental, podem variar substancialmente para os diferentes tipos de forrageiras, espécie de
fungo e tempo de incubacdo. Os resultados obtidos sugerem que os Pleurotus, é um fungo
apropriado para melhorar o valor nutritivo das forragerias como alimento para ruminates,

melhorando a composicdo bromatoligica, mas também aumentando a degradabilidade.

Palavras-chave: Tratamento biolégico. Enzimas lignoceluloliticas. Forrageiras tropicais.

Composicdo quimica. Fibras. Degradabilidade. Producdo de gases.
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ABSTRACT

SOUZA, G. Cultivation of Basidiomycetes to Enhance the Degradability of Forages to
Ruminants 2017. 129 p. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,

Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 2017.

The inoculation of forages with lignocellulolytic fungi is an option for improving quality
without adding chemical products. This project aims to improve the degradability of six forages:
Brachiaria decumbens cv. Basilisk, Pennisetum purpureum Schum. Cv. Napier, Panicum
maximum cv. Aruana, Cenchrus ciliares cv. Buffel, sugarcane bagasse and chopped sugarcane
by cultivating four fungi of the genus Pleurotus. In addition, enzymatic extract, at
concentrations of 2, 4 and 6 mL, produced by P. sajor-caju CCB 020, developed in vinasse,
during 6, 12 and 18 days were applied to the same forages. The evaluations of the diets were
by in vitro technique of gas production and bromatological analysis of the substrate. The
activities of the enzymes Lacase, Peroxidase, Manganese Peroxidase, Endoglucanase,
Exoglucanase and Xylanase were determined, for a period of 24 days. The results were
statistically evaluated by SAS® analysis (Statistical Analysis System Inst., Cary, North
Carolina). The fungi grown in the forages, produced hydrolytic and oxidative enzymes during
the fermentation process that worked in forage transformation. The amount of proteins
increased significantly in the chopped sugarcane and Buffel, inoculated with P. ostreatus and
P. albidus CCB 068 fungi. The Aruana grass was the one that responded better to fungi
treatments. With P. sajor-caju at the 18th day of incubation, the concentration of acetate was
1.24 times higher than the control sample, and the concentrations of other short chain fatty acids
(SCFA), such as propionate and butyrate, tended to decrease and the C2:C3 ratio increased.
Sugarcane incubated with P. albidus CCB068 at day 18 decreased acetate, propionate and
butyrate concentrations and increased the C2:C3 ratio in 0.86, 0.58, and 0.71 - 1.48 fold,
respectively. The bagasse inoculated at the 24th day with P. albidus caused an increase in
acetate, propionate and butyrate concentrations and a decrease in the C2:C3 ratio in 1.14, 1.75,
and 1.32 - 0.64 fold, respectively, and with P. ostreatus showed the same behavior. With the
other treatments, no significant effect was observed by the Tukey test. However, there is a
tendency to increase the C2:C3 ratio with the fungus treatment. In the production of gases and
in vitro degradability of forages, using the enzymatic extracts, an increase with the applied
concentrations occurred. Significant effects were observed for the Brachiaria forage at 5%,

while forage Buffel, sugarcane bagasse and chopped sugarcane did not show significant
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differences by Tukey's test at 5%. Differences in the SCFA analyzes were not significant, by
the Tukey's test at 5%, within the concentrations or incubation period of the fungus, in the six
forages studied. However there is an interaction with the activities of the enzymes and the
C2:C3, the highest concentration tested (6 mL) of the fungi extracts, incubated for 12 days, can
be recommended to obtain increase in nutritional value of the diets. It is concluded that both
the fungi inoculated on the forage and their enzymatic extracts were able to modify the original
bromatological composition of the forage. The degradability, increase of nutritional value and
environmental sustainability, can vary substantially for different types of forages, species of
fungus and incubation time. The results suggest that Pleurotus is an appropriate fungus for
improving the nutritive value of forage crops as feed for ruminates, improving the bromatoligic

composition, but also enhancing the degradability.

Keywords: biological treatment. lignocellulolytic enzymes. tropical forages. chemical
composition. fiber. degradability. gas production
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1. INTRODUCAO

Cogumelos sdo apreciados como alimento, pelo seu sabor, valor econdmico e medicinal,
no mundo todo, desde a antiguidade. Cerca de 300 espécies de cogumelos sdo comestiveis,
entretanto cerca de dez sdo importantes comercialmente (BARNEY, 2009). Possuem
composicdo quimica atraente sob o ponto de vista nutricional, com cerca de 30% de proteinas,
sais minerais, vitaminas do complexo B, fibras, baixo teor de gorduras e carboidratos, com valor
calérico entre 250 a 350 cal kg (LABORDE, 1995; SANCHEZ, 2004). Os cogumelos do
género Pleurotus sdo o segundo mais cultivados, depois de Agaricus bisporus (SANCHEZ,
2004), sdo do grupo dos basidiomicetos conhecidos como da podriddo-branca, os quais
apresentam um sistema enzimatico ligninolitico capaz de colonizar e degradar varios substratos,
inclusive sdo utilizados em processos de biorremediacdo de substancias toxicas poluentes
(FERREIRA et al., 2010; GASSARA et al., 2010).

As forrageiras apresentam alta concentragdo de carboidratos estruturais e baixos niveis
de proteina, bem como alto teor de lignina e tecidos lignificados. Estas caracteristicas acarretam
baixa digestibilidade da matéria seca e consumo suficiente apenas para mantenca dos animais,
dependendo do estado de amadurecimento da planta no momento da colheita e do processo de
fenacdo (REIS; GARCIA; SILVA, 1990). A lignina é resistente a degradacdo quimica, ndo
sendo digerida pelas bactérias do rimen; integrando complexas associa¢cdes com a celulose e a
hemicelulose, reduzindo a digestibilidade das fibras (VAN SOEST, 1994). Segundo Souza e
Santos (2004) a digestibilidade de materiais lignoceluldsicos pode ser melhorada submetendo-
0s a tratamentos fisicos, quimicos ou bioldgicos.

Devido a praticidade do uso de enzimas na transformacdo de produtos, o
desenvolvimento de tecnologias dos processos enzimaticos, sua utilizacao estdo disponiveis no
mercado em diferentes graus de pureza e apresentam as mais variadas aplicacfes e estdo
presentes nos mais diversos setores da industria, tais como: detergentes e polpacéo, celulose e
téxteis, farmacéutica, alimentos e racdes (BON et al., 2008).

Como uma tecnologia voltada para aplicagdo na industria de racdo, as enzimas podem
ser empregadas visando melhorias na qualidade e na digestibilidade dos alimentos reduzindo
os efeitos antinutricionais de substancias contidos nos alimentos tais como: taninos, alcaldides,
alguns inibidores de amilase e outras substancias toxicas. Também podem minimizar a geragédo
de subprodutos e residuos. Na nutricdo de ruminantes o papel das enzimas é de potencializar a

utilizacdo dos alimentos fibrosos, aumentando sua digestibilidade e aproveitamento da fracéo
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de carboidratos, assim o alimento sera melhor aproveitado, fornecendo energia e aumentando a
eficiéncia do processo de fermentacdo ruminal (SCHMIDT et al., 2003a).

A biomassa vegetal é constituida de células com parede que sdo formadas durante a
fotossintese. O citoplasma das células vegetais € prontamente digerido pelos ruminantes,
entretanto a parede celular é constituida de material lignocelulésico, ou seja, de celulose,
hemicelulose e lignina de dificil digestdo. As paredes celulares das plantas superiores possuem
esses polimeros fortemente interligados e quimicamente unidos por forcas ndo covalentes e por
ligacBes covalentes cruzadas (SANCHEZ, 2009).

Os fungos filamentos séo considerados melhor adaptados ao processo de degradacéao
das fibras ligninocelul6sicas porque tém facilidade de acesso ao substrato, sendo que as hifas
do micélio penetram mais facilmente, nos tecidos vegetais melhor do que bactérias e
actinomicetos e dessa forma, tém acesso ao contetdo celular indisponivel para outros
microrganismos do mesmo ambiente.

Dessa forma, a pesquisa da producéo de enzimas despolimerizantes de material vegetal,
a partir de basidiomicetos, em residuos agroindustriais, para utilizacdo em dietas de ruminantes
pode ser um processo vantajoso. Primeiro, porque pode vir melhorar a degradabilidade da
forrageira consumida ou transformar o substrato lignocelulésico em alimento de alta qualidade
para ruminantes e segundo, converter residuos em produtos de maior valor agregado (EL-
NASSER; HELMY; EL-GAMMAL, 1997).

Neste contexto, as forrageiras e 0s subprodutos agroindustriais, tais como: Brachiaria
decumbens cv. Basilisk, Pennisetum purpureum Schum. cv. Napier, Cenchrus ciliaris cv.
Buffel, Panicum maximum cv. Aruana, cana-de-agUcar picada e bagaco de cana-de-agUcar
podem ser aprimorados com tratamentos bioldgicos e oferecer excelente opgdo como

alimentacdo alternativa para os ruminantes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

O objetivo desse trabalho foi de aumentar a degradabilidade das fragdes fibrosas das
forrageiras: Brachiaria decumbens cv. Basilisk, Pennisetum purpureum Schum. cv. Napier,
Cenchrus ciliaris cv. Buffel, Panicum maximum cv. Aruana, bagaco de cana-de-agucar e cana-
de-agUcar picada, por meio de enzimas lignoceluloliticas produzidas por fungos do género
Pleurotus, crescidos nas forrageiras;

Em uma segunda etapa, o fungo P. sajor caju foi selecionado, a partir da sua eficiéncia
na producdo de enzimas, para ser cultivado em meio submerso, utilizando a vinhacga. As
enzimas produzidas foram analisadas quanto a atividade enzimaticas e para verificar a sua
utilizacdo na transformacdo das forrageiras produzindo possiveis mudancas na producdo de
gases e degradabilidade in vitro e AGCC.

2.2. Objetivos Especificos

Para alcancar os objetivos foram realizados o0s seguintes experimentos:
- avaliacdo bromatolégica das forrageiras tratadas ou ndo-tratadas com fungos;
- avaliacdo da producdo de gases e degradabilidade in vitro pds tratamento biolégico com
cultivo das quatro espécies de fungos;
- avaliacdo de acidos graxos de cadeia curta, das forrageiras submetidas ao tratamento bioldgico
com cultivo das quatro espécies de fungos;
- avaliacdo da producéo de gases e degradabilidade in vitro com adic¢do de enzimas produzida
pelo P. sajor-caju em vinhaca;
- avaliacdo de &cidos graxos de cadeia curta, das forrageiras com adi¢do de enzimas produzida

pelo P. sajor-caju em vinhaga.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Biomassa lignocelulosica

O aumento da demanda energética e fontes renovaveis de energia pelo mundo tém
atraido a atencdo de todos. Motivo pelo qual, os materiais de origem lignoceluloliticos
provenientes da agricultura como o bagaco de cana-de-acUcar, vinhaca, palha, madeira e
culturas de gréos, tém sido aproveitados visando a utilizacdo nos processos para renovacgao
energetica.

A poténcia outorgada pela Agencia Nacional de Energia Elétrica (ANEEL) de julho de
2016 informa que na matriz elétrica do Brasil indica que a biomassa € responsavel por 8,83%
do total nacional, o equivalente a 14.019.781 kW. Das fontes de biomassa o0 bagaco da cana-
de-agUcar representa 78,2% do total com 11.008.691 kW.

Segundo a Unido da Industria de cana-de-acucar (UNICA, 2016), indica uma moagem
de 590,00 milhdes de toneladas na safra de 2015/2016, sendo produzido, aproximadamente,
27,3 bilhGes de litros de etanol, alta de 4,33% no comparativo da safra anterior.

A biomassa lignoceluldsica é essencialmente constituido por celulose, hemicelulose e
lignina (Figura 1). A parede celular das plantas sdo compostas por diferentes camadas, que
diferem uma das outras em respeito a estrutura e a composicdo quimica. A celulose forma um
esqueleto que € formado por fibras de estruturas (hemicelulose) e envoltorias (lignina); essas
fibras estdo fortemente associadas e ligadas covalentemente (FENGEL; WEGENER, 1989;
TAIZ; ZEIGER, 2004; CANILHA et al., 2010).
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Figura 1 — Estrutura da biomassa lignocelulésica

Biomassa lignocelulésica

Célula vegetal

Parede celular Microfibrilas de celulose

Fonte: Ritter (2008).

3.1.1. Celulose

A celulose € um polimero linear de unidades de D-glicose unidas entre si através de
ligagdo B-1,4 com grau de polimerizagdo que pode variar de 2.000 a 25.000 (KUHAD; SINGH,;
ERIKSSON, 1997). De uma forma mais detalhada, as cadeias de celulose sao mantidas por
indmeras ligagBes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares as quais sdo responsaveis
pela formacdo de microfibrilas rigidas, insolUveis e cristalinas, podendo ser observada na Figura
2. Os compostos celuldsicos sao estruturalmente heterogéneos e possuem regides tanto amorfas
guanto cristalinas em sua cadeia (WYMAN, 2003). A cristalinidade da celulose esta
inteiramente relacionada com o elevado nimero de ligaces de hidrogénio entre as cadeias de

celulose.

Figura 2 — Estrutura quimica parcial da celulose
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Fonte: Ferreira e Rocha (2009).
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3.1.2. Hemicelulose

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos complexos compostos por D-glicose,
D-galactose, D-manose, D-xilose, L-arabinose, acido D-glucurbnico e é&cido
4-O-metil-glucurénico, (Figura 3). Porém, sua natureza quimica varia de acordo com tipo de
tecido vegetal e espécie da planta. Sua estrutura apresenta ramificagdes que interagem com a
celulose, dando estabilidade e flexibilidade ao agregado (FENGEL; WEGENER, 1989).

Figura 3 — Estrutura quimica parcial da hemicelulose
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Fonte: Ferreira e Rocha (2009).

3.1.3. Lignina

Ja lignina é um polimero vegetal derivado dos compostos fendlicos alcool trans-para-
cumérico, alcool-trans-coniferilico e &lcool-trans-sinapilico (Figura 4). A lignina, juntamente
com a hemicelulose e a pectina, preenche os espacos entre as fibras de celulose, além de atuar

como material ligante entre os componentes da parede celular (FERRAZ, 2001).

Figura 4 — Estrutura quimica parcial da lignina
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Segundo Vitti (1988), uma variedade de fungos e bactérias conseguem degradar o
material lignocelulésico usando enzimas hidroliticas e oxidativas. A celulose e a hemicelulose
podem ser hidrolisadas formando agucares que sdo posteriormente convertidos quimicamente
ou por microrganismos, em etanol ou butanol e acidos organicos (WYMAN, 2003).

Em adicdo, dois grupos de enzimas sdo responsaveis pela degradacdo da lignocelulose,
as enzimas oxidativas e as hidroliticas. As enzimas oxidativas, como lacase, manganés
peroxidases e lignina peroxidase, atuam na degradacdo da lignina e destoxificam o meio de
crescimento alterando os metabolismo gerados. A degradacéo e/ou biotransformacdo da lignina
permitem que as enzimas hidroliticas, como a celulose e a xilanase entre outras, atuem nas
fontes de carbono possibilitando a absorcdo de polissacarideos pelo micélio, os quais
constituem fonte de carbono principalmente para a formacao das frutificacdes (KAMIDA et al.,
2005).

3.2. Residuos e subprodutos agroindustriais
3.2.1. Vinhacga

A vinhaca ¢ um residuo gerado na producdo do etanol, aproximadamente de oito
a 18 litros de vinhaca é obtido por 1 litro de alcool produzido e sua composicdo varia de acordo
com o material de origem e dos equipamentos utilizados no processo de obtenc¢édo do etanol
(KUMAR et al., 1998; WADT, 2008).

Anterior ao advento do Proalcool em 1975, a vinhaca era lancada como efluente em rios
e poluindo as aguas e lencdis freaticos de alguns municipios. ApoOs trés anos, normas e
legislacGes estadual e federal foram aprimoradas a fim de minimizar o impacto do langamento
da vinhaca em corpos de &guas, com alto potencial DBO e DQO. Com o conhecimento de sua
composicdo mineral, nos dias atuais a vinhaca é aplicada ao solo como fertilizante
organomineral ou em fertirrigacéo.

Em 2016 foram produzidos 28,2 milhdes m® ano? de etanol (UNICA, 2016) e
consequentemente mais de 280 bilhdes de litros de vinhacga resultante da destilacdo do vinho
obtido do processo de fermentacdo do caldo de cana. O volume sugere alternativas na melhora
do processo fermentativo e outros tipos de utilidade além da adubacéo.

Uma maneira de reaproveitamento da vinhaca que é submetida ao processo de
biodegradacdo e a sua utilizacdo no reuso de agua para os processos de lavagem da cana,
irrigacdo de cultura e outras atividades intrinsecas ao processo industrial, bem como para a

producdo de metabolitos de interesse comercial. Por outro lado, reduz-se a contaminacéo de
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solos e corpos hidricos principalmente pelo seu armazenamento em zonas de sacrificio em

regides que apresentam lencol freatico proximo a superficie (FREIRE; CORTEZ, 2000).
Ferreira et al. (2011) e Souza (2012), mostraram que a vinhaca serve de meio de cultura

para fungos, com aumento da producéao de enzimas ligninoliticas, sendo a vinhaca transformada

em uma possivel dgua de reuso.

3.2.2. Bagaco de cana-de-acucar

A cana-de-acucar foi introduzida no Brasil na década de 30 e sempre teve importancia
destacada na economia brasileira (CONAB, 2015). A partir do programa Proéalcool, a cultura
da cana-de-aglcar recebeu atencdo especial, avancando em tecnologias e lancamento de
variedades com grande potencial de producdo de biomassa e aglcar, observando-se difusdo
desta cultura para regibes tradicionais na producdo de grdos e pecuaria, viabilizando sua
utilizacdo como forrageira na alimentacdo de ruminantes. De forma geral, o calendario de
colheita da cana-de-agUcar coincide com o periodo de escassez de forrageiras no Brasil, o que
beneficia sua utilizagdo para a alimentacdo animal, bem como de seus subprodutos.

O Brasil ndo é s6 o maior produtor de cana-de-aclcar, seguido por india e China, mas
também o maior produtor de acUcar e etanol de cana-de-agucar. A producao nacional de cana-
de-agUcar na safra 2015/2016 obteve, aproximadamente, 590 milhdes de toneladas (UNICA,
2016). Deste total, estima-se que 10 % seja destinada diretamente para a alimentacdo animal
(LANDELL et al., 2002), o que representa aproximadamente 59 milh&es de toneladas de massa
verde. No entanto, no gque tange a alimentacdo de ruminantes, deve-se considerar também a
possibilidade de utilizacdo dos subprodutos provenientes do processamento da cana-de-agucar.

O bagaco in natura € obtido ap6s a moagem da cana-de-agucar e extracao dos agUcares,
tendo como resultado um residuo rico em parede celular com reduzida digestibilidade, proteina
bruta, carboidratos de reserva e energia (Tabela 1), verifica-se que 0 bagaco in natura nao
apresenta potencial nutritivo para ser utilizado em grandes proporcdes na dieta de ruminantes
quando se visa desempenho animal de moderado a alto. O baixo valor nutritivo do bagago de
cana-de-agucar pode ser atribuido a composicdo quimico-bromatoldgica da cana-de-agucar,
diferengas nutricionais entre as variedades de cana-de-agUcar, condi¢des climaticas, manejo e
condigdes de cultivo, idade e numero de cortes da cana-de-agUcar, e com as etapas que

envolvem o processamento da cana-de-agUcar junto a industria.
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Tabela 1 — Composicdo nutricional do bagaco in natura obtido pelo método convencional

Caracteristicas nutricionais, %0 da matéria seca

Autores -
MS MO PB  FDN FDA Lig
Carvalho et al. (2006) 40,1 - 2,3 59,0 38,3 7,3
Carvalho et al. (2009) 41,7 - 24 633 54,8 6,5
Ezequiel et al. (2006) 919 973 12 90,5 64,4 -
Manzano et al. (2000) 42,0 - 0,8 88,3 54,4 12,6
Rodrigues e Peixoto (1993) 15,6 - 2,6 75,6 52,9 8,5
Pires et al. (2004) 50,0 - 1,8 94,3 62,7 16,5
Pires et al. (2006) 58,8 - - 97,4 81,1 15,5
Valadares Filho et al. (2006) 482 926 18 89,1 61,2 13,4

MS = matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro;
FDA = fibra em detergente acido; Lig = lignina. Fonte: Missio (2016).

O bagaco de cana-de-agucar pode ser definido como fonte de fibra integra, ja que, de
forma geral, € composto basicamente por componentes da parede celular. Segundo Karp et al.
(2013) o bagaco de cana de acucar apresenta em torno de 32 - 44 % de celulose, 27 — 32% de
hemicelulose e 19 — 24% de lignina. Na pratica, esta caracteristica se torna importante para
formulacdo de dietas com elevadas propor¢des de concentrado. O grande mérito da utilizacédo
do bagaco in natura da cana-de-agUcar neste tipo de dieta é incentivar a atividade de ruminacao
(MENDES et al., 2010) e, por consequéncia, manter condi¢des favoraveis do ambiente ruminal
para digestdo dos alimentos (BULLE et al., 2002).

Levando em consideracao as caracteristicas nutricionais do bagaco de cana-de-agUcar,
deve-se ficar claro que sua utilizacdo ndo deve ser encarada como op¢do para substituicdo
integral de volumosos tradicionais como a silagem de milho ou sorgo. A inclusdo deste
subproduto em dietas para ruminantes deve ser encarada como alternativa para reducdo de
custos, através da substituicdo parcial destes volumosos em dietas com baixas proporcdes de
concentrado e/ou como fonte de fibra de baixo custo em dietas com elevados teores de graos
para o periodo de terminacdo. A inviabilidade do uso do bagaco in natura da cana-de-agucar
em elevadas propor¢des em dietas para ruminantes ocorre em razdo de seu alto teor em fibra,
baixo teor de proteina (inferior a 2 % na matéria seca) e alto teor de lignina, que determinam
baixa digestibilidade (25 a 35 %), associados a outros fatores ndo menos importantes como a
baixa densidade e os baixos teores de minerais, que levam a reducao do consumo e desempenho
animal (TORRES et al., 2003; SOARES et al., 2015).
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Desta maneira varias pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de melhorar a
utilizacdo do bagaco de cana-de-agUcar, de outros subprodutos vegetais, e aplicacdes de
enzimas lignoceluloliticas para utilizacdo na nutri¢cdo animal (PIRES et al., 2006; GERON et
al., 2010; SOUZA et al., 2015).

3.3. Fungos lignoceluloliticos

Espécies de Pleurotus sdo relatadas como sendo eficientes colonizadores e degradadores
de lignoceluloses. Estes fungos realizam a degradacao enzimatica da por¢éo lignoceluldsica dos
substratos pela elaboracdo das enzimas como celulases, [3-glicosidase, xilanases, lacases,
manganés-peroxidases e lignina peroxidases que estdo envolvidas na degradagdo de
lignoceluloses (PALMIERI et al., 2000; QINNGHE et al., 2003).

Os fungos formadores de cogumelos comestiveis formam um grupo altamente
degradativo que atuam sobre constituintes de residuos ligninoceluldsicos, como a celulose, a
hemicelulose e a lignina (SHISHIDO, 1992).

Atualmente, os maiores usos da celulose concentram-se nas polpas e indudstrias de papéis
e celuloses, em meios tecnoldgicos de alimentacdo, além de terem enorme potencial para a
geracdo de energia como o da producéo de etanol. Os fungos do género Pleurotus realizam a
degradacdo enzimatica da porcao lignoceluldsica dos substratos pela elaboracdo de diversas
enzimas lignoceluloliticas, formando um grupo altamente degradativo, que atuam sobre 0s
constituintes maiores de residuos ligninocelulésicos. Estas enzimas possuem grande valor para
0 mercado biotecnoldgico, devido & sua aplicacdo direta nos processos de biopolpacdo como
também para a industria de alimentos e de producéo de etanol (MENEZES, 2007).

Os fungos lignoliticos, capazes de colonizar diferentes residuos e aumentar a
digestibilidade dos substratos sdo classificados em trés principais grupos: fungos da podridédo
branda, fungos da podriddo marrom e fungos da podriddo branca. Esses fungos degradadores
pertencem a taxonomia dos Basidiomycotina (SZKLARZ et al., 1989; MELO; AZEVEDO,
2008; MISSIO, 2016).

Fungos de podriddao marrom atacam principalmente a celulose, enquanto os de podriddo
branca atacam a celulose e a lignina. Sendo os de podriddo branca os basidiomicetos mais
eficazes para pré-tratamento de material lignoceluldsicos (FAN; GHARPURAY ; LEE, 1987).

O fungo P. sajor-caju CCB 020, possui propriedades nutricionais e terapéuticas, podem
ser cultivados em residuos agricolas, entre eles o bagaco de cana-de-agucar (DIAS et al., 2003).

Estes fungos secretam exoenzimas durante seu desenvolvimento degradando compostos para
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obtencdo de carbono, nitrogénio, enxofre e outros nutrientes necessario ao seu crescimento,
incluindo a glicose, resultante da degradacdo da celulose pelas enzimas lignoceluloliticas
excretadas pelo fungo (DONINI et al., 2005).

3.3.1. Fungos de degradacéao branda

Pertencente a classe Ascomicetos, que decompdem eficientemente a celulose, mas
degradam a lignina lenta e incompletamente. Frequentemente encontra-se este ataque em
lugares umidos, contato com solo ou diretamente com &gua, exemplo as madeira dos pordes,
sOtdo, postes de matéria, entre outros. Os géneros que provocam este tipo de degradagéo sao 0s
Chaetomium e os Cephalosporium (MERINO, 1998).

3.3.2. Fungos de degradacédo marrom

Os fungos de degradacdo marrom promovem a degradacao dos polissacarideos celulose
e hemicelulose, sem alterar a lignina (COWLING, 1961). Esses fungos representam apenas 6%
da classe Basidiomycotina degradadores de madeira (DURAN; ESPOSITO, 2008). Esses
fungos realizam modifica¢fes na lignina, resultando em decréscimo dos grupos metioxilas,
fazendo com que os fendis aumentem significativamente, alterando a lignina para uma
biodegradacao subsequente. Acredita-se que a acdo de glicoproteinas contendo ferro participe
na modificacdo da lignina por via da producdo de radicais hidroxilas (MELO; AZEVEDO,
2008).

De acordo com Lee e Moon (2003) e Melo e Azevedo (2008), as células das paredes da
madeira sdo atacadas por esses fungos formando poros e erosdes, devido a quebra das
microfibrilas da celulose. Devido a essa acdo, as hifas dos fungos de degradacdo marrom pode
se dividir em duas categorias: a que degrada os componentes da parede celular, e a que somente

modifica a lignina enquanto degrada a celulose e/ou hemicelulose.
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3.3.3. Fungos de degradacéo branca

Os basidiomicetos, responsaveis pela degradacdo branca, degradam a lignina presente
na parede celular, sem afetar muito o conteddo de celulose e hemicelulose de alimentos
lignocelulosicos. Estes fungos degradam polissacarideos a partir de enzimas hidroliticas como
as celulases e xilanases, e a lignina por enzimas ligninoliticas oxidativas, tais como: lignina
peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP), peroxidases e lacase (KARP et al., 2013;
MAHESH; MOLHINI, 2013). Os fungos do género Pleurotus produzem MnP, peroxidases e
lacase, mas ndo produz LiP (COHEN; PERSKY; HADAR, 2002). Recentemente analises mais
enfaticas estdo sendo na MnP, por que essa enzima é produzida pela maioria dos fungos de
degradacéo branca.

A degradacdo seletiva de lignina pelos fungos da podridao branca ocorre durante a fase
inicial da colonizacdo, seguido por um estadio de frutificacdo em que polissacérideos sdo
degradados. Durante o crescimento dos fungos, o nitrogénio da biomassa lignocelulésica é
incorporado nas proteinas fungicas, que juntamente com a degradacdo de outros nutrientes,
causam um enriquecimento de nitrogénio do residuo tratado, e assim, uma elevacdo do
contetido de proteina bruta pode ser encontrada. Os tratamentos biol6gicos, no entanto, levam
a inevitaveis perdas de matéria organica, o que implica na necessidade de aumento da
digestibilidade da matéria organica para compensar estas perdas (MAHESH; MOLHINI, 2013).
O periodo de tratamento, neste sentido, segundo Owen, Smith e Makkar (2012), deve ser entre
6-8 dias a fim de reduzir perdas de massa seca. Entretanto, o elevado periodo de tratamento,
segundo Karp et al. (2013), é uma das principais desvantagens da deslignificacdo pelo
tratamento bioldgico.

Quanto a utilizacdo para a alimentacdo de ruminantes, grande parte das pesquisas com
animais alimentados com alimentos fibrosos tratados com fungos relataram resposta positiva
em termos de utilizacdo de nutrientes, balanco de nitrogénio e ganho de peso corporal, embora
estas respostas ndo sejam compativeis com todos os tipos de fungos de podriddo branca
(MAHESH; MOLHINI, 2013). A titulo de exemplo, Mahrous e El-Shafie, Abdel-Khalek
(2011) avaliaram o tratamento do bagaco da cana-de-acucar com fungos Trichoderma viride
sobre a composicdo nutricional dos alimentos e dietas, bem como sobre o desempenho de
cordeiros. Estes autores verificaram que o tratamento bioldgico elevou o teor de proteina bruta
e reduziu o teor de fibra bruta do bagaco tratado. Segundo estes pesquisadores a substituicdo
do concentrado por até 50 % de bagaco tratado com fungos, poderia, apesar dos menores

coeficientes de digestibilidade e do desempenho animal, apresentar maior lucro em razao do
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menor custo com alimentacdo nas dietas com bagaco tratado. Estes pesquisadores chamaram
atencdo também para a auséncia de efeitos adversos para a saude dos animais. No entanto,
segundo Mahesh e Molhini (2013), embora ocorra melhoria do valor nutricional dos alimentos
fibrosos tratados biologicamente, muitos processos ndo sdo econdmicos e ainda nao foram
adaptados as condigdes de campo. Dessa forma, para a consolidagdo desta tecnologia é
importante que as pesquisas busquem isolar e identificar novos fungos lignoliticos na natureza.
E importante também o desenvolvimento de biotecnologias para manipulacdo genética de
fungos, de forma que se possam produzir fungos estritamente lignoliticos, ou seja, que nédo
degradem nenhum hidrato de carbono da parede celular (MAHESH; MOLHINI, 2013).

3.4. Enzimas lignoceluloliticas

3.4.1. Lacase (E.C. 1.10.3.2)

As lacases sao polifendis oxidantes produzidos por fungos, na grande maioria fungos
basidiomicetos e por bactérias, algas e plantas, numa menor propor¢do, suas massas
moleculares estdo entre 60 — 100 kDa. As lacases catalisam oxidacGes por extrato de um elétron
(e") de substratos fendlicos gerando radicais que, de acordo com as condi¢cGes do meio, se
envolvem em rea¢des ndo cataliticas que resultam em polimerizaces, oxidacdes, desmetilacdes
e quebras alquil-arilicas. A habilidade da lacase de quebrar substratos fenélicos pode ter surgido
como um mecanismo de defesa contra moléculas arométicas altamente reativas, ocasionando a
polimerizacdo destas moléculas, elas se tornam menos reativas, consequentemente, produzem
menos radicais de oxigénio e diminuem o estresse oxidativo nos organismos (LANG; ELLER;
ZADRAZIL, 1997; GIARDINA et al., 1999; DURAN et al., 2002; AZEVEDO, 2004).

A atividade da lacase em cultivos de fungos pode ser aumentada com a adicdo de
diferentes compostos no meio e também diferentes espécies de fungos produtores de lacase
secretam diferentes formas de lacase devido a suplementacdo de compostos aromaticos, como

toluidina, acidos vanilico, acido p-hidrobenzoico e anilina (FAHREUS, 1962).
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3.4.2. Peroxidase (E.C. 1.11.1.7)

As peroxidases sao um grupo de enzimas oxidoredutases, capazes de fragmentar uma
variedade de substratos, que catalisam a reducdo do peroxido (H202) e a oxidacdo de uma
variedade de substratos organicos e inorganicos (NAKAYAMA; AMACHI, 1999; IKEHATA,;
BUCHANAN; SMITH, 2004).

Sdo enzimas extracelulares dependentes de H»O» para atuarem sobre a lignina,
desempenhando importantes papel durante a degradacéo do substrato (POMPEU, 2010).

As mesmas possuem como grupo prostético, uma protoporfirina que contém Fe*3, No
primeiro estadio da catélise, o Fe*3 sofre oxidagdo pelo H.O2, originando um intermediario
instavel (composto 1) e a uma molécula de agua (H20) por sofrer reducdo do H2O>. Na etapa
seguinte, o composto | oxida e substrato, dando origem ao composto Il e liberando um radical
livre. Posteriormente, o composto Il sofre reducdo por um segundo substrato, o que permite a
regeneracdo do Fe™, provocando a liberagdo de mais um radical livre (HAMID; REHMAN,
2009).

3.4.3. Manganés Peroxidase (E.C. 1.11.1.13)

A manganés peroxidase (MnP) é uma enzima extracelular, glicosilada de massa
molecular de 45 — 47 kDa e possui um grupo prostético heme (MOORE; ROBSON; TRINCI,
2011). E dependente de peroxido (H202) e do ion Mn*? e a-cetodcidos com lactato s&o
responsaveis por estabilizar sua atividade (KUHAD; SINGH; ERIKSSON, 1997; AZEVEDO,
2004).

Outra caracteristica é de catalisar a oxidacdo de Mn*?a Mn*3, necessitando de &cidos
organicos como quelantes do instavel Mn*3, (4cidos malico ou oxalico). O complexo Mn*3
quelante é capaz de oxidar diretamente a lignina ou acidos graxos insaturados e seus hidro
perdxidos, gerando radicais acil e peroxil, respectivamente, consequentemente aumentando a

taxa de degradacdo de lignina, denominado como peroxidacao lipidica (SZKLARZ et al., 1989).
3.4.4. Endoglucanase (E.C. 3.2.1.4)
As endoglucanases (1,4-b-D-glucana-4-glucano-hidrolase), sdo as enzimas do

complexo celulolitico responsavel por iniciar a hidrélise; ndo atacam as celobioses, mas

hidrolisam as celodextrinas, combinac6es de celulose e acido fosforico e outros substitutos de
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celulose, por isso sua especificidade ndo pode ser definida perfeitamente. As ligacOes
glicosidicas sdo quebradas nas regiGes amorfas da celulose, assim abrindo espago para as
celobio-hidrolases (ZHANG; LYND, 2006; CASTRO; JUNIOR, 2010). O sitio ativo das
endoglucanases possui a forma de uma chave, possibilitando a acdo da enzima ao longo da
cadeia de celulose e reduzindo o grau de polimerizagdo de maneira consideravel. As regifes de
menor organizagdo estrutural sdo mais facilmente atacadas, pois possuem cadeias que néo estéo
envolvidas em interacdes de hidrogénio intermoleculares tdo fortes quanto as que ocorrem nas
regides cristalinas, levando consequentemente, a uma maior exposicédo das ligacoes glicosidicas
mais internas das cadeias de celulose (ELISASHVILI, 1993).

3.4.5. Exoglucanase (E.C. 3.2.1.91)

O grupo das exoglucanases é constituido por 1,4-b-D-glucana-glucano-hidrolase e 1,4-
b-D-glucana-celobio-hidrolase, que atacam unidades de celobiose nas terminacgdes deixadas
pelas endoglucanases. A enzima ndo ataca outros substitutos de celulose, refletindo numa alta
especifidade da molécula em comparacdo com as endoglucanases, tornando as
celobiohidrolases enzimas de maior afinidade com a celulose. Essa enzima também é capaz de
hidrolisar moléculas cristalinas de celulose com, aproximadamente, 80% de degradagdo, em
um meio contendo celobiohidrolases pura (ZHANG; LYND, 2006; CASTRO; JUNIOR, 2010).

O sitio ativo das celobio-hidrolase possui a forma de um tanel por onde a cadeia de
celulose penetra e sofre hidrélise de suas ligacdes glicosidicas terminais, liberando celobiose.
As ligacOes do substrato € constituida por 40 aminoécidos e tem a finalidade de promover a
adsorcdo da proteina ao substrato, atribuindo estabilidade ao agregado e admitindo a melhor
aproximacdo da cadeia de celulose ao sitio ativo. A adsorcdo ocorre através da interacdo de
residuos de tirosina presente no dominio de ligacdo com as unidades de glucopiranose presente
na superficie da celulose (AWAFO, 1997; ZHANG; LYND, 2004).

3.4.6. Xilanase (E.C. 3.2.1.8)

As xilanases sdo enzimas extracelulares, produzidas principalmente por bactérias e
fungos, que fazem a hidroélise das ligagdes B 1,4 na xilana principalmente. A xilana ¢ composta
por residuos de B-xilopiranose, unidos por ligagdes P 1,4, com graus variaveis de substituigdes
em suas cadeias laterais. Os produtos da hidrolise das xilanases sdo constituidos de mondmeros
D-xilose e xilo-oligossacarideos de diferentes tamanhos (HECK, 2006; JANIS et al., 2007).
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As xilanases apresentam vasto emprego industrial, sua aplicabilidade no setor
alimenticio e processamento do papel (HAROS; ROSELL; BENEDITO, 2002; JIANG; BAIL,;
WU, 2008; BAE; KIM; KIM, 2008). A aplicacao biotecnologica das xilanases termoestaveis
tém sido usadas na industria de panificacdo, aumentando a maciez e o volume a firmeza da
migalha e diminuindo a recristalizagcdo da amilopectina (JIANG; BAIL; WU, 2008). Sendo
assim, as xilanases termoestaveis se colocam como boa estratégia para a aditivacdo de produtos
panificados nas etapas de producédo e armazenamento (HAROS; ROSELL; BENEDITO, 2002;
JIANG; BAIL; WU, 2008).

3.5. Forrageiras tropicais

No Brasil, a grande maioria das areas de pastagem é constituida por plantas forrageiras
tropicais, destacando-se as dos géneros Brachiaria, Cynodon, Panicum e Pennisetum,
(EUCLIDES; MEDEIROS, 2005). Essas plantas podem atingir produgfes de,
aproximadamente, 80 toneladas MS ha* ano™, sendo encontrada, na maior nas parte regido sul,
sudeste e centro-oeste do Pais, concentrando sua producdo em estacdo chuvosa e quente e queda
de producéo na estacdo seca ou fria do ano, precisando desta forma buscar alternativas para
suprir a falta de forrageiras (SANTOS et al., 2003).

As forrageiras sdo 0s componentes mais importante na dieta dos ruminantes; é através
da ingestdo de matéria seca que 0s nutrientes essenciais, carboidratos, proteinas, lipidios,
vitaminas e minerais, sdo metabolizados no trato gastrico intestinal e absorvidos para corrente
sanguinea através de mecanismos quimicos e fisioldgicos ao nivel do sistema digestorio dos
ruminantes. Desta forma, é necessario adotar nas propriedades destinadas a producdo animal o
manejo de pastagem, pois é através da ingestdo de matéria seca do pasto, que 0s animais
conseguem maximizar o seu desempenho produtivo e reprodutivo.

A fracdo fibrosa das forrageiras é constituida, principalmente, por trés componentes
ligados entre si: celulose, hemicelulose e a lignina, sendo a lignina considerada o principal fator
limitante a digestibilidade das forrageiras (VAN SOEST, 1994).

A elevacdo do valor nutritivo da forragem é possivel mediante tratamento fisico,
quimico ou biologico, que tem como finalidade principal torna-la mais aproveitavel no ramen,
mediante alteracdes de parede celular. Entre os tratamentos quimicos destaca-se a amonizacao,
com amonia anidra ou ureia como fonte de amdnia. A amonizagdo promove alteracdes na
composi¢do quimica do volumoso, solubilizando a hemicelulose e aumentando o contetdo do
composto nitrogenado (REIS; RODRIGUES; PEREIRA, 1996).
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Outros trabalhos quimicos encontrado constituem em utilizar o hidroxido de sédio
(NaOH), o que entretanto, pode gerar danos ao meio ambiente (LENDOWSKI et al., 2015). No
que tange a alimentacdo animal, alguns cuidados devem ser tomados, dentre os quais aqueles
relacionados com a quantidade de sdédio na dieta, uma vez que o tratamento com doses
crescentes de NaOH, pode elevar o contetido de sédio do bagago da cana-de-agucar (PIRES et
al., 2006). Sendo assim, presume-se que o tratamento do baga¢o da cana-de-agtcar com NaOH
deve estar associado ao ajuste da quantidade de cloreto de sédio (NaCl), da dieta. Além disso,
a utilizacdo do NaOH tem acdo corrosiva sobre 0s equipamentos, o0 que pode levar ao aumento
dos custos com depreciacdo. Devido aos problemas relacionados a utilizacdo do NaOH, tem
sido pesquisado outros agentes hidrolizantes, como a cal virgem e hidratada.

O tratamento bioldgico de forrageiras de baixa qualidade surge como alternativa ao
tratamento quimico, em tempos onde os “produtos organicos” estdo em alta, pois ndo necessita
da adi¢do de substancias quimicas, nem acarreta polui¢do do ambiente. Este tratamento consiste
em inocular microrganismos que degradam a fracdo fibrosa e aumentam a digestibilidade do
material. Os fungos basidiomicetos do género Pleurotus degradam celulose, hemicelulose e
lignina, sendo a lignina preferencialmente atacada, em comparacdo aos polissacarideos
(MOYSON; VERACHTERT, 1991).

A utilizacdo de tratamento bioldgico para melhoria do valor nutritivo de forrageiras de
baixa qualidade ainda ndo é muito utilizado até o presente momento, mas podem vir a ser um
dos mais promissores métodos no futuro. A evolucéo desta tecnologia depende da identificacédo
e cultivo de novos fungos lignoliticos na natureza, que ndo utilizem os componentes da parede

celular importantes para a nutricdo de ruminantes.

3.6. Ovinocultura

Em 2014 o rebanho mundial ovinos era da ordem de 1,2 bilhdes (FAO, 2015). A
evolugdo da ovinocultura mundial num periodo recente, apresenta uma taxa de 1,5% de
crescimento anual nos Gltimos 5 anos. Observa-se que o cenario mundial para 2016 aponta para
uma tendéncia de uma pequeno crescimento para 0s ovinos.

No Brasil, o efetivo de ovinos apurado em 2014 pelo IBGE foi de 17.614.454 milhdes
de cabecas. A maior concentracdo do rebanho estd na regido nordeste 57,5% e na regido sul
29,3%, o Brasil aparece como o 18° rebanho mundial de ovinos.

Os ruminantes se adaptam em funcéo do tipo de alimento disponivel e ndo sdo capazes

de produzir as enzimas necessarias para o processo de digestdo de fibra no rimen, mas
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proporcionam o desenvolvimento de importantes populagdes de microrganismos que realizam
essa fungdo (BERCHIELLI; PIRES; OLIVEIRA, 2006).

O rumen, Figura 5 € um ecossistema anaerdbio, definido como uma camara de
fermentacao estavel capaz de fornecer nutrientes na forma de alimento e agua recém ingeridos,
resultado da atividade fisica e microbioldgica do rimen, e tem como principais produtos finais
a amonia, proteinas microbiana, acidos graxos de cadeia curta, vitaminas do complexo B e
vitaminas K e produtos ndo desejaveis para o animal e para a microbiota ruminal como o nitrato
e géas hidrogénio, gas carbbnico e metano (OWENS; GOETSCH, 1993).

Figura 5 — Diagrama esquematico do rimen e sistema gastrintestinal
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Fonte: Madigan et al. (2016)

A composicao e proporcao de microrganismos no rimen variam de acordo com a dieta,
com a interacdo microrganismo versos animal hospedeiro e habitat (CHEN et al., 2008). A
microbiota ruminal é constituida de trés importantes microrganismos: protozoarios, bactérias e
fungos.

Os protozoarios foram os primeiros microrganismos identificados no rumen, sua
presenca aumenta diretamente a digestéo da celulose e hemicelulose (FONDEVILA, 1998). Os
protozoarios presentes no rimen sdo organismos eucariotos unicelulares, anaerobios, ndo
patogénicos, que tem as bactérias como a fonte principal de nitrogénio (HUNGATE, 1966;
OGIMOTO; IMALI, 1981; OLIVEIRA; ZANINE; SANTQOS, 2007). As bactérias constituem a
fonte preferida de nitrogénio para os protozoarios (WILLIAMS, 1986). Esta predacdo reduz
significamente 0 numero de bactérias no liquido ruminal (HUNGATE, 1966). Alguns

protozoarios sdo celuloliticos, entretanto, os agucares soluveis e amido sdo 0s principais
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substratos utilizados, os quais sdo assimilados e estocados na forma de amilopectina (LENG,;
NOLAN, 1984).

A predacdo por grandes populacbes de protozoarios reduz a biomassa bacteriana livre
no liquido ruminal; aumenta a reciclagem intra-ruminal e a perda de N pelo hospedeiro e reduz
o fluxo de proteina microbiana para o intestino delgado do hospedeiro, tanto pela menor
populacédo bacteriana quanto pela retencéo dos protozoarios no ramen (LENG; NOLAN, 1984).
A defaunacdo, que nutricionalmente é definida como a eliminacao dos protozoéarios do rimen,
pode trazer alguns beneficios. Em alguns programas de alimentacdo, como em dietas com alta
energia e ricas em nitrogénio ndo protéico a auséncia dos protozoarios resulta numa melhoria
da performance do animal. Mas contrapondo a presenca de protozoarios no rimen parece ser
um fator fundamental para o processo fermentativo, pois através da ingestdo de particulas
alimentares e pelo armazenamento de amido, eles podem controlar o nivel de substrato
disponivel, uniformizando a fermentagdo entre os intervalos de alimentacdo. Os protozoarios
podem servir também como uma fonte continua de nitrogénio para as bactérias apos sua morte
e degradacdo, pois grande parte da proteina do protozoario foi formada a partir da proteina das
bactérias (TEIXEIRA, 1991).

A populacdo bacteriana é a mais diversificada no rimen (nimero de espécies e tipos
metabdlicos). No processo de degradacdo da fibra vegetal estdo relacionados os principais

grupos de bactérias ruminais:

- Bactérias celuloliticas tém a habilidade bioquimica de produzir a enzima extracelular
celulase, através da hidrdlise da celulose. As celulases da maioria dos microrganismos
celuloliticos estdo associadas as células aderidas firmemente as particulas fibrosas do contetido
ruminal. A adesdo inicial é feita através do glicocélice, a medida que a celulase vai degradando
a fibra, fragmentos do envelope celular passam a compor a matriz de glicocélice, dentro da
quais as celulases continuam a digerir a celulose (CHENG; COSTERTON, 1986). Os &acidos
graxos de cadeia ramificada sdo necessarios ou estimulatorios para o crescimento das bactérias
celuloliticas (DEHORITY, 1987);

As espécies celuloliticas produzem, principalmente, acetato, propionato, butirato,
succinato, formato, CO2 e Hy; sdo liberados também etanol e lactato (HUNGATE, 1966;
BERCHIELLLI; PIRES; OLIVEIRA, 2006). Segundo Dehority (1987) e Van Soest (1982), as
principais espécies celuloliticas sdo Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus,

Bacteroides succinogenes e Butyrivibrio fibrisolvens.
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- Bactérias Amiloliticas sdo as responsaveis pela degradacdo do amido (que se da pela
enzima amilase), que é fermentado por espécies do género Bacteroides, dentre estas,
Bacteroides amylophilus que utiliza amido, mas é incapaz de utilizar glicose ou outros
monossacarideos. Ja Streptococus bovis e Selenomonas ruminantium fermentam amido e
acucares soluveis produzindo acetato, quando estes carboidratos sdo abundantes mudam para
acetato, formato e etanol ou acetato e propionato, quando a concentragdo de substrato
prontamente fermentavel decresce. Esta Ultima rota metabdlica maximiza a producdo de
Adenosina Trifosfato (ATP), (RUSSELL, 1988);

- Bactérias Proteoliticas presentes no rimen sdo capazes de degradar proteina. Existem,
no entanto, bactérias essencialmente proteoliticas, que utilizam aminoacidos como fonte de
energia primaria (Bacteroides amylophilus e Bacteroides ruminicola). A proteina contida no
alimento do animal pode ser degradada pelos microrganismos do rimen, com liberacdo de
amonia e &cidos graxos volateis. A excessiva degradacdo protéica no rimen causa reducéo na
retencdo de N pelo hospedeiro (TEIXEIRA, 1991; VAN SOEST, 1982);

- Bactérias Metanogénicas (anaerdbias estritas) sdao organismos capazes de produzir
metano. Estas bactérias sdo especialmente importantes para o ecossistema ruminal, pois tem
um papel importante na regulacdo de fermentacdo pela remoc¢do das moléculas de H:
(TEIXEIRA, 1991). Praticamente todo o metano é produzido pelas rea¢des de reducdo de CO>
acoplada ao fornecimento de elétrons pelo H.. O género Methanobacterium desempenha
importante papel no equilibrio quimico no ecossistema ruminal ao utilizar o Hz presente no
meio, contribuindo para a regeneracdo de co-fatores, como NAD* e NADP* (ARCURI;
MATQOS, 1992; BERCHIELLI; PIRES; OLIVEIRA, 2006).

- Fungos Anaerobios presentes no rumen desenvolvem a degradacdo da fibra,
degradacéo parcial da lignina, hemicelulose e pectinas (MADIGAN et al., 2016). A acdo dos
fungos sobre a parede vegetal diminui a rigidez estrutural das forragens e favorece sua ruptura
em particulas aumentando também a superficie acessivel para a agdo das bactérias, sendo
capazes de fermentar a celulose em AVGs (FONDEVILA, 1998).

Segundo Berchielli, Pires e Oliveira (2006) a microbiota é composta basicamente pela
populacdo do liquido ruminal onde sdo aptos a colonizarem alimentos recém ingeridos ou
superficies de tecidos recém expostos, acarretando grande atividade metabdlica, e uma outra
populacdo aderente a fracdo sélida esta relacionada a degradacao dos alimentos fibrosos e a

populacdo ligada a parede do ramen, microrganismos anaerobios facultativos, que digerem
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células epiteliais mortas e apresentam importante atividade ureolitica, num ambiente situado na

interface entre o tecido bem oxigenado e o conteudo ruminal anaerdébio.

3.7. Producéo de gases in vitro

A técnica in vitro de producdo de gases se baseia na degradacdo dos alimentos pelos
microrganismos ruminais tornando possivel mensurar o desaparecimento de material no
decorrer do tempo assim visualizar a cinética fermentativa, e medir a formacéo de subprodutos
da acdo microbiana durante o processo de degradacdo (BUENO, 2002). Desta forma a
degradabilidade do alimento é estimada por correlacdo entre a produ¢do microbiana de gas e a
matéria organica fermentada (BERCHIELLI; VEJA-GARCIA; OLVEIRA, 2011).

O ensaio é feito pela simulacdo do ambiente ruminal, utilizando alimentos moidos, meio
anaerobio e indculo preparado a partir de uma mistura de microrganismos ruminais
(WILLIAMS, 2000). O volume de gases produzidos pode ser aferido por predi¢des do volume
a partir de dados de pressdo, com o uso de um transdutor (THEODOROU et al., 1994).

Embora a técnica in vitro de producdo de gases permite simular o ambiente ruminal,
esta exclusivamente relacionada a fermentacdo que ocorre no rimen e ndo a digestibilidade que
ocorre em todo o trato gastrintestinal. Também néo considera as condi¢cBes comportamentais
do animal podendo, um alimento, apresentar 6timo resultado em relacéo a sua degradacao pelos
microrganismos ruminais, mas nao ser aceito pelos animas para o consumo. Sem ddvida
alguma, a melhor forma de avaliar a introducdo de um alimento na dieta do ruminante é pelo
ensaio de desempenho animal (CAMPQOS, 2014).

3.8. Relacgdo &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e metano (CHa)

Outro aspecto importante da fisiologia ruminal é a formacdo dos AGCC pelos
microrganismos ruminais, pois sendo energéticos, suprem de 60 a 80% da energia dietética dos
ruminantes (FURLAN; MACARI; FARIA FILHO, 2011). Os principais AGCC encontrados
no ambiente ruminal sdo acidos acético, propibnico, isobutirico, butirico, isovalérico, valérico,
2-metil-butirico, hexanoico e heptandico e sdo produzidos a partir de pequena quantidade de
compostos organicos, mediante o padrdo microbiano especifico. Sendo absorvidos
continuamente no rdmen, os acidos acético, propionico e butirico sdo os AGCC predominante
produzidos principalmente na fermentagdo de carboidratos como celulose, hemicelulose,

pectina, amido e agucares. O acetato € a principal fonte de energia metabolizavel para o
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ruminante, por ser o principal AGCC produzido no rumen, enquanto que o propionato é o
principal substrato gliconeogénico, importante para a manutencdo dos niveis plasmético de
glicose (BERGMAN, 1990).

A razdo acetato:propionato (C2:C3) é principalmente influenciada pela relacdo
volumoso:concentrado das dietas, sendo indicativo do valor nutricional destas (ANTUNES;
RODRIGUEZ; SALIBA, 2011). O excesso de concentrado na dieta favorece a formacéo de
acidos lactico favorecendo a queda do pH e inibicdo de microrganismos importantes para a
digestdo das fibras, entretanto, dietas baseadas em niveis 6timos de concentrado favorecem a
reducdo do Hz pela formacéo de propionato, reduzindo assim a razdo C2:C3. Em contrapartida
dietas baseadas em alimento volumosos favorecem a producéo de acidos acéticos, aumento da
razdo C2:C3 e excesso de Hz2 no rimen (ANDRIGUETTO et al., 2002). Para o reequilibrio das
condicdes de fermentacdo no rimen, as arqueias metanogénicas utilizam o excesso de H» para
reducdo do CO; transformando-os em CHa, que sera totalmente eliminado pelos processos de
eructacdo e expiragdo, resultando em perdas energéticas que podem variar de 2 a 12% da
energia bruta consumida (JOHNSON; JOHNSON, 1995) e prejuizo econdmico, uma vez que
parte da energia fornecida pelo alimento, acaba ndo sendo utilizada pelo animal e é desviada
para o ambiente (REIS; MORAIS; SIQUEIRA, 2006).

Sendo assim, o conhecimento de como ocorre e qudo eficiente é a degradacdo dos
alimento pelos microrganismo ruminais é de extrema importancia em estudos de nutri¢do para
ruminantes. As técnicas in vitro sdo altamente viaveis, pois sdo capazes de representar o
processo de fermentacdo que ocorre no rimen e estimam quantitativamente a taxa e o grau de

degradacéo, similar aos resultado obtidos in vivo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismos

Foram utilizadas quatro espécies de basidiomicetos Pleurotus sajor-caju CCB 020,
Pleurotus albidus CCB 068, Pleurotus ostreatus e Pleurotus ostreatus var. shimeji,
pertencentes a colecdo de culturas do Laboratorio de Ecologia Aplicada do Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de Sdo Paulo — CENA/USP, Piracicaba, Sdo Paulo. As
culturas foram mantidas por repiques sucessivos em meio sélido de extrato de malte
(30 g L* extrato de malte, 3 g L™ peptona e 15 g L™ agar) crescidas em incubadora tipo B.O.D.
por 7 — 14 dias, a 28°C. Os estoques das culturas foram mantidos em gréos de trigo conforme
descrito por Bononi et al. (1995).

4.2. Manutencéo das culturas dos fungos em gréos de trigo

Os fungos foram mantidos em grdos de trigo previamente cozidos com &gua por
30 minutos em autoclave somente tampada, na propor¢do de 1:2 (peso/volume). Apds o
cozimento, os grdos foram escorridos e acrescentou-se 0,2% de carbonato de calcio e 0,8% de
sulfato de célcio na proporcao do peso dos graos (BONONI et al., 1995). Amostras de 75 g
foram separadas em saquinhos de polietileno (10 x 15 cm) fechados com espuma e barbante e
esterilizados em autoclave por 30 minutos, a 121°C. Entéo, os saquinhos contendo as amostras
foram colocados em camara de fluxo, sob luz ultravioleta, até esfriarem. Em seguida, foi
realizada a inoculacdo com o fungo desejado. Os saquinhos inoculados foram incubados em
estufa por 20 dias, na temperatura de 28°C e tendo os micélios crescidos foram armazenados
sob refrigeracdo a 4°C e renovados a cada 6 meses. Esta metodologia é utilizada tanto para a

manutencdo quanto para ativagdo das culturas dos microrganismos.

4.3. Forrageiras

Quatro amostras de forrageiras tropicais, Brachiaria decumbens cv. Basilisk,
Pennisetum purpureum Schum. cv. Napier, Panicum maximum cv. Aruana e Cenchrus ciliaris
cv. Buffel, utilizadas foram cedidas pelo Laboratdrio de Nutricdo Animal do Centro de Energia

Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo — CENA/USP, Piracicaba, Sdo Paulo.
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4.4. Vinhaca, bagaco e cana-de-agUcar

As amostras de vinhaca, a variedade da cana-de-agucar (Sacchararum spp.) RB 867515,
picada a 30 mm e o bagaco de cana-de-acUcar foram fornecidas pela Usina Iracema, pertencente

ao grupo Séo Martinho, localizada em Iracemépolis / S&o Paulo.

4.4.1. Caracterizagdo da vinhaga

A vinhaca foi enviada para analise quanto ao contetido de: célcio; fésforo; indice de
fenois; magnésio; potassio; sodio; solidos dissolvidos totais; s6lidos suspensos totais; sulfato;
demanda bioldgica de oxigénio; demanda quimica de oxigénio; N-Kjeldahi; nitrato; nitrito e
nitrogénio total, conforme as metodologias para efluentes descritas no Ensaio NBR ISSO/IEC
17025 de 2005. Os resultados estdo disponiveis na Tabela 5.

4.4.2. Caracterizacdo do bagaco de cana-de-acUcar

As amostras de bagaco de cana-de-agUcar foram secas em estufa de aeracdo forcada a
35°C. Foram utilizadas 250 mg da amostra seca para a andlise fisico e quimica pelo método de
material organico, no Laboratério de Anélises de Solos na ESALQ/USP, conforme metodologia
descrita no manual de métodos analiticos oficiais para fertilizantes e corretivos
IN 28 SP-5189-6 (BRASIL, 2013), Tabela 7.

4.5. Producéo de enzimas em vinhaga in natura

Em frascos Erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 100 mL de vinhaga in natura com
0 pH ajustado para 6,0 e fechados com rolha de algoddo. Em seguida, os frascos foram
esterilizados em autoclave por 20 minutos, a 121°C. Depois de atingirem a temperatura
ambiente, em camara de fluxo, os frascos foram inoculados com trés discos (1,0 cm diametro)
de meio de cultura contendo o micélio dos fungos, crescidos em meio MEA, por sete dias. Os
frascos foram incubados por 24 dias em incubadora Tecnal modelo TE-420 com agitacao orbital
de 180 rpm, a 28°C (x 2°C), sob condicdo de escuro. O controle consistiu em material sem a
inoculacdo dos microrganismos. Apds desenvolvimento dos fungos, o meio liquido foi separado

por filtragdo a vacuo e, o sobrenadante foi utilizado para avaliacdo da atividade enzimatica.
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4.6. Producéo de enzimas em forrageiras

4.6.1. Substratos para a cultivo de fungo no estado solido

Foram utilizados seis substratos para o cultivo: Brachiaria decumbens cv. Basilisk,
Pennisetum purpureum Schum. cv. Napier, Panicum maximum cv. Aruana e Cenchrus ciliaris
cv. Buffel, cana-de-acucar picada e bagaco de cana-de-agucar. Os materiais foram secos a 40°C
até peso constante, moidos e peneirados em granulometria de aproximadamente 5 mm. Os
materiais foram esterilizados em autoclave a 121°C, por 30 minutos e utilizados como controle
e como substrato para o cultivo dos fungos.

O cultivo de fungo foi realizado em sacos plasticos contendo 50 g do substrato (peso
seco), a umidade em cada amostra foi corrigido com a adi¢do de vinhaca para 60%, condicGes
ideal para o crescimento do fungo segundo recomendacdes (KIEHL, 2012), como fonte de
nitrogénio (N). O material foi inoculado com 3 discos (1,0 cm didmetro) de cultura pura obtida
através do crescimento do micélio por sete dias em MEA, em placas de Petri, a 28°C,
(crescimento visivel e amplo do micélio). A cada seis dias, por um periodo de 24 dias, trés sacos
de cada forrageira foram retirados da incubadora. Cada amostra foi, tratada com nitrogénio
liquido para rapido congelamento, transformado em p6 em almofariz sob nitrogénio liquido, e
congelada -18°C por no minimo 4 h, quando entdo foi liofilizado e mantido em freezer. A
atividade enzimatica foi determinada na fracdo liquida obtida a partir de 0,1 g do material com
adicdo de 10 mL de agua destilada, ap6s homogeneizacéo e centrifugacdo a 4.000 rpm, durante
10 min. O melhor tempo de incubacdo do substrato com o fungo foi determinado apds medidas

das atividades enzimaticas produzidas, como observado e descritos nos itens a seguir.

4.7. Determinacéo das atividades enzimaticas ligninoliticas

4.7.1. Preparo dos reagentes
e Tampao Citrato-Fosfato: em 50 mL de HO destilada, adicionou-se 0,48 g de acido
citrico e 0,67 g de fosfato de sddio dibasico e ajustou-se o pH para 5,0.

¢ Siringaldazina: adicionou-se 0,05 g siringaldazina (SIGMA) em 50 mL de etanol.

e Peroxido de hidrogénio: em 50 mL de H2O destilada, adicionou-se 33uL de H20:..
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e Lactato de sodio: em 50 mL de H,O destilada, adicionou-se 1,2 mL de lactato de
sodio.

e Albumina bovina: em 50 mL de H,O destilada, adicionou-se 0,25 g de albumina
bovina (Albumin Bovine Fraction V, MP Biomecals).

e Peroxido de hidrogénio em tampao succinato de sodio: em 50 mL de H20 destilada,
adicionou-se 2,7 g de succinato de sodio, ajustou-se o pH para 4,5 e acrescentou-se 33uL
de H20..

e Sulfato de Manganés: em 50 mL de H.O destilada, adicionou-se 0,017 g de MnSOs..
e Vermelho de fenol: em 50 mL de H»O destilada, adicionou-se 0,05 g de vermelho de
fenol.

e Hidroxido de sodio: em 50 mL de H.O destilada, adicionou-se 4,0 g de NaOH.

Todos os reagentes foram estocados em refrigerador a 4°C.

4.7.2. Determinacao da atividade enzimatica da Lacase (E.C. 1.10.3.2)

A atividade da enzima lacase foi determinada segundo a metodologia de Szklarz et al.
(1989), utilizando a siringaldazina como substrato enzimatico, oxidando até formacdo de
quinona. Em tubos de ensaio foram colocados 0,6 mL de sobrenadante, 0,3 mL de tamp&o
citrato-fosfato 0,05 Molar (pH 5,0) e 0,1 mL de solugéo de siringaldazina 0,1% (em etanol),
considerada o iniciador da reacdo. As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro, com
absorbancia de 525 nm, no inicio da reacdo (chamado de TO) e ap6s 10 min (T10). Para o
branco, o sobrenadante foi fervido a 100°C, por 20 min e em seguida foi realizada a leitura. A
atividade enzimatica é determinada em pmol min litro (Ul L), pela equacéo descrita no item

4.7.5. considerando o valor do coeficiente de absorgdo molar (g) de 65.000 L M cm™,

4.7.3. Determinacéo da atividade enzimatica da Peroxidase (E.C. 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi determinada segundo a metodologia de Szklarz et al.
(1989), utilizando a siringaldazina como substrato enzimatico, oxidando até formacdo de
quinona, na presenca de H>O» exdgeno no meio de reagdo. Adicionou-se 0,6 mL de
sobrenadante, 0,2 mL de tampé&o citrato-fosfato 0,05 Molar (pH 5,0), 0,1 mL de solucdo de
H>02 0,002 Molar (em &gua destilada) e 0,1 mL de solucéo de siringaldazina 0,1% (em etanol),

considerada o iniciador da reagdo. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro, com
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absorbancia de 460 nm, no inicio da reacdo (TO) e apds 10 min (T10). Para o branco, o
sobrenadante foi fervido a 100°C, por 20 min e em seguida foi realizada a leitura. A atividade
enzimética foi determinada em pmol min litro* (Ul L), pela equagdo descrita no item 4.7.5.

considerando o valor do coeficiente de absor¢do molar (g) de 29.400 L Mt cm™,

4.7.4. Determinacdo da atividade enzimética da MnP (E.C. 1.11.1.13)

A atividade da enzima MnP foi determinada segundo a metodologia de Kuwahara et al.
(1984), quantificada através da oxidagdo do vermelho de fenol na presenca de Mn*? e H;Os,.

Para esta reacdo, foram adicionados em 0,6 mL de sobrenadante; 0,1 mL de solugdo de
lactato de sddio 0,25 Molar; 0,1 mL de solucéo de albumina bovina 0,5% (em agua destilada);
0,1 mL de tampéo succinato de sodio 0,2 Molar (pH 4,5); 0,05 mL de solucdo de MnSQO4 0,002
Molar; 0,05 mL de H20. 0,002 Molar e 0,1 mL de vermelho de fenol 0,1% (em &gua destilada),
considerado o iniciador da reagdo. Para o branco, o sobrenadante foi fervido a 100°C, por 20
min e em seguida foi realizada a leitura como descrito anteriormente. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro, absorbancia de 610 nm, no inicio da reacdo (TO) e apds 10
min a reacdo € interrompida pela adicdo de 0,04 mL da solucdo de NaOH 2,0 N, sendo realizada
nova leitura (T10). A atividade enzimatica foi determinada em umol min litro* (UI LY), pela
equacdo descrita no item 4.7.5. considerando o valor do coeficiente de absor¢do molar (g) de
4460 L Mtcem™.

4.7.5. Calculo das atividades enzimatica

(A Abs)

Atividade Enzimatica (Ul L) = € x 108
RxT

Onde:

A Abs. = absorbancia [ADbs. fina (T10) — AbS. iniciat (T0)]
¢ = coeficiente de absorcédo molar (L M* cm?)
R = volume do caldo enzimatico (mL)

T = tempo da reacéo (minutos)
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4.8. Determinacéo das atividades enzimaticas Celuloliticas e Xilanoliticas

4.8.1. Determinacdo das atividades enziméticas de Endoglucanase, (E.C. 3.2.1.4) e
Exoglucanase (E.C. 3.2.1.91)

As atividades das enzimas celulolicas endoglucanase e exoglucanases foram
determinadas de acordo com metodologia descrita por Wood e Bhat (1988). Como substrato foi
utilizado a carboximetilcelulase e as atividade encontradas foram emitidas em 1,45 pmoles de
glicose mint mL* liberada da carboximetilcelulose. As atividades foram medidas em 39°C, pH

6,6 nas condicOes consideradas ideais para o ambiente ruminal.

4.8.2.Determinacao da atividade enzimética da Xilanase (E.C. 3.2.1.8)

A atividade enzimatica da xilanase foi determinada de acordo com metodologia descrita
por Bailey, Biely e Poutanen (1992). A xilana foi utilizada como substrato e a atividade
encontrada foi de 102,5 umoles de xilose min™ mL™? liberado de xilana. A atividade foi medida
em 39°C e pH 6,6 condi¢Ges consideradas ideais para o ambiente ruminal.

4.9. Avaliacdo bromatoldgica das forrageiras tratadas ou ndo-tratadas com fungos

As andlises de composicdo bromatoldgica das forrageiras utilizadas foram realizadas de
acordo com procedimentos da AOAC (2011), nos quais foram determinados teores de matéria
seca (MS), matéria mineral (MM), fibras em detergente neutro (FDN), fibras em detergente
acida (FDA), lignina (Lig) e proteina bruta (PB). As amostras, foram trituradas em moinho de
facas tipo Willey, dotado de peneira com malha com furos com 1 mm de didmetro, e

acondicionadas em potes plasticos de 80 mL para entdo serem avaliados.

4.9.1 Determinacédo da matéria seca (MS)

Foi pesado 1 g das amostras de cada substrato em cadinhos de porcelana, previamente

tarados e levados para estufa a temperatura de 100°C até peso constante. Em seguida as
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amostras foram novamente pesadas, obtendo-se a quantidade de matéria seca atraves da
diferenga entre os pesos. O célculo da MS esta representado no item 4.9.1.1.

49.1.1. Calculo

[(peso cadinho + amostra seca) — tara cadinho] x 100
% MS =

peso amostra (g)

4.9.2. Determinacdo da matéria organica (MO)

A matéria organica foi estimada pelas diferencas entre a matéria seca e matéria mineral.

4.9.3. Determinacéo da fibra em detergente neutro (FDN)

Para determinacao da FDN foram pesados 0,5000 g das amostras secas e moidas a1 mm
em saquinhos previamente tarados. Os saquinhos foram colocados no aparelho ANKON e
adicionados 2 ml de solugédo de amilase aos substratos que apresentavam elevado teor de amido.
Em seguida, os saquinhos foram lavados com solucéo aquecida de FDN por 1 hora, logo apds
a solucdo foi escoada. Depois, os sacos foram lavados com agua destilada aquecida por 5
minutos. Esse procedimento foi repetido até totalizar 4 lavagens.

Foi retirado o excesso de umidade dos saquinhos com auxilio de papel absorvente, e
depois 0s mesmos foram imersos por 5 minutos em solucdo de acetona PA. Apos este tempo 0s
saquinhos foram retirados e colocados em estufa 105°C “overnight”, sendo posteriormente

pesados.

4.9.4. Determinacédo da fibra em detergente acido (FDA)

Os residuos da determinagdo do FDA foram submetidos ao mesmo procedimento do

item 4.9.3., sendo substituida a solugdo de FDN pela solucdo de FDA.

4.9.5. Determinacéo da lignina

Os residuos da determinacdo sequencial de FDN e FDA foram colocados em contato

com solucéo de &cido sulfarico 72%, por 3 horas. Em seguida, os saquinhos foram lavados com
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agua destilada aquecida. Entdo, foram deixados por cinco minutos em agua fervida e escoados
em seguida, repetindo a operacdo por mais trés vezes. Novamente os saquinhos foram lavados
com agua destilada aquecida por 5 minutos, repetindo o procedimento até totalizar quatro
lavagens. Foi retirado o excesso de umidade dos saquinhos com auxilio de papel absorvente, e
entdo os mesmos foram imersos por 5 minutos em solugdo acetona PA. Apds este tempo, 0s
saquinhos foram retirados e colocados em estufa 105°C “overnight”. Posteriormente foram
pesados e colocados em cadinhos previamente tarados e posteriormente levados para a mufla,

a 500°C, por 4 horas e seus pesos determinados.

4.9.6. Determinacédo da proteina bruta (PB)

A determinacdo da proteina bruta foi realizada de acordo com o0 método micro-Kjeldahl.
Esse procedimento se baseia na quantificagdo do nitrogénio total em 3 etapas: digestdo,

destilacdo e titulagéo.

4.9.6.1. Digestdo da amostra

Foram pesados 100 mg dos substratos, em tubos de ensaio e levados ao bloco digestor.
Em seguida, foram adicionados 5 mL de solucéo digestora. A temperatura inicial da digestdo
foi 150°C, sendo aumentada gradativamente até alcancar 350°C. Ao término da digestdo,

iniciou-se o processo de destilacéo.

4.9.6.2. Destilacdo da amostra

Foram adicionados 15 mL de hidroxido de s6dio 10 N em cada tubo de ensaio com as
amostras ja digeridas. A solucédo receptora utilizada foi o acido bérico, no volume de 10 mL,
onde recebia o NH3 liberado.

4.9.6.3. Titulacdo da amostra

As amostras destiladas foram tituladas com &cido sulfurico 0,05N. Para o célculo do
N total em % foi utilizado a formula apresentada no item 4.9.7.3.1. e a proteina bruta

multiplicando o valor encontrado por 6,25.
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4.9.6.3.1. Calculo (N):

% N = Normalidade do &cido sulfurico usado na titulagdo x miliequivalente do nitrogénio x
(100/peso amostra) x mL de cidos gastos na titulacdo

4.10. Ensaio in vitro de producéo de gases

A degradacdo ruminal e os produtos da fermentacdo ruminal foram estimados pela
técnica in vitro semi-automatica de producdo de gases, segundo Bueno et al. (2005), utilizando
um transdutor de pressao e armazenador de dados (Pressure Press Data 800, LANA, CENA-
USP, Piracicaba, Brasil).

Em garrafas de vidro com capacidade para 160 mL e head space de 85 mL foram
inseridos saquinhos secos pré-pesados (Ankom # F57; sacos 50 x 40 mm, tamanho do poro
2510 pum; ANKOM, Technology Corporation, Fairport, EUA) contendo 0,5 g dos substratos
a serem avaliados. Nas garrafas foram adicionados 25 mL de in6culo ruminal com 50 mL de
solucdo nutritiva. Em seguida as garrafas foram vedadas com rolhas de borracha (Bello Glass
Inc. Vineland, NJ, EUA), homogeneizadas manualmente e mantidas em estufa (Marconi
MA35) a 39°C, por 24 horas. A pressdo do gases no head space foi medida as 4, 8, 12 e 24
horas apds incubacéo.

No dia anterior a incubacdo preparou-se 0 meio de cultivo tamponado
(THEODOROU et al., 1994), apresentado nas Tabelas 2 e 3, que foi mantido em estufa a 39°C.

Tabela 2 — Composi¢do do meio tamponado para a producdo de gases in vitro

Reagentes Quantidades (mL)
Solugdo de macrominerais 2497,20
Solugdo de microminerais 1,32
Solugdo tampédo 2497,20
Solugdo de rezasurim 12,00
Agente redutor 748,80

Agua destilada 6243,60
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Tabela 3 — Composigéo das solu¢es do meio tamponado

Reagentes Quantidades (g L?)

Solugéo de macrominerais

NazHPO4 3,75
KH2PO4 3,32
MgSO, 7H,0 0,60

Solucéo de microminerais

CaCl,2H,0 132,00
MnCl;4H,0 100,00
CoCl; 6H.0 10,00
FeCl36H.0 80,00

Solucéo tampéo

NH4HCO3 4,00
NaHCO3; 35,00
Rezasurim 0,1

Agente redutor

Cisteina HCI 625,00?
Agua deionizada 95,00°
NaOH 1M 4,00°

Na,SOs 328,132

a=mg/100 mL; b = mL/100 mL

As solucdes foram misturas em uma garrafa de 20 litros na seguinte ordem e proporcao:
6243,60 mL de &gua deionizada; 2497,20 mL de solucdo tampéo; 2497,20 mL de solugéo de
macrominerais; 1,32 de mL solu¢do de macrominerais; 12,00 mL de solugdo de rezasurim;
748,80 mL do agente redutor ao meio de cultivo tamponado, totalizando 12000 mL de meio de
cultivo, que foi devidamente agitado para que as solucdes se homogeneizem e em seguida
saturado com CO: por, aproximadamente, 3 horas até que o pH atingisse 6,8 (solucdo de cor

rosa).
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Foi utilizado como indculo o material do rimen coletado de seis ovinos machos adultos,
castrados, da raca Santa Inés, providos de canula permanente no rimen, e alimentados a pasto
com a suplementacao diaria de 500 g de concentrado comercial, que pertence ao Laboratério
de Nutricdo Animal do CENA/USP, Piracicaba/SP.

4.10.1. Produg&o de metano (CHa)

Para analise da producéo de metano (CH4), foram coletados 2,5 mL de gases de cada
garrafa as 4, 8, 12 e 24 horas apés o inicio da incubacdo e foi armazenado em tubos de ensaio
com capacidade para 10 mL. A coleta foi realizada com auxilio de uma seringa de 5 mL (Beaton
Dickson Ind. Cirargica Ltda, Curitiba-PR). Apds cada coleta, a pressao interna das garrafas foi
liberada com auxilio de uma agulha, agitadas e recolocadas na estufa.

O metano foi determinado por cromatdgrafo gasoso (Shimadzu GC2014, Tokyo, Japan),
equipado com coluna microempacotada Shincarbon ST 100/120 (1,5875 milimetros OD, 1,0
mm ID, 1 m de comprimento; Ref 19.809; Restek, Bellefonte, PA, EUA). As temperaturas da
coluna, injetor e detector de ionizacdo de chama foram 60, 200 e 240°C, respectivamente. O
gés de arraste foi 0 Hélio (10 mL min™) e a concentragio de CHa foi determinada por calibragéo
externa com curva analitica (0, 3, 6, 9 e 12%) obtida com CHa puro (White Martins PRAXAIR
Gases Indutriais Ltda. Osasco — SP; 99,5% pureza). O metano produzido durante a incubacao

foi calculado de acordo com Longo et al. (2006):
CHs4 mL = (gases total, mL + head space, 85 mL) x CHs%
Apbs as leituras de pressdo, foi subtraido do total de gases produzido nas garrafas com
as amostras daquele obtido nas garrafas sem o alimento (branco). A quantidade de gases foi

calculada de acordo com Aradjo et al. (2011):

V =7,365xp,

Onde V é o volume de gases produzido (mL) e p é a pressdo medida (psi).
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4.11. Caracteristicas da fermentacdo e da degradacao ruminal

Ap0s o periodo de incubacdo (24 horas), as garrafas de 160 mL foram colocadas em
bandejas com agua e gelo para cessar a atividade microbiana. Os saquinhos de cada garrafa
foram retirados, lavados em agua corrente, tratados com solugdo detergente neutro por uma
hora e depois lavados com &gua destilada quente e acetona. Os saquinhos foram colocados na
capela para evaporacgdo da acetona, depois em estufa a 105°C, por 16 h e incinerados em mufla
a 550°C, por quatro horas. Foram determinados os teores de matéria organica verdadeiramente
degradavel (MOVD) e o fator de particdo (FP) — calculado pela razéo entre mg de MOVD e
volume de gases (mL) em 24 h de incubagdo (BLUMMEL; MAKKAR; BECKER, 1997).

No contetdo liquido restante das garrafas foram realizados a medicdo de pH em

peagametro digital (Tecnal® modelo TEC-2).

4.12. Avaliacdo da dose enzimatica na digestibilidade in vitro das fibras vegetais pela

producao de gases

Foram utilizados trés concentragdes de extrato enzimatico em trés periodos para avaliar
a digestibilidade dos substratos. As concentragdes das solucdes enzimaticas foram
2,4 e 6 mL (Tabela 4), e os periodos em dias foram 6, 12 e 18. Esses periodos foram os dias de
maior atividade das enzimas (lacase, peroxidase e MnP) de acordo com Souza (2012).

A técnica utilizada foi a de producdo de gases in vitro (item 4.10), descrita
por Mauricio, Mould e Dhanoa (1999), a qual apresenta comprovado potencial para descrever
a cinética de fermentagdo no ramen, mostrando a proporc¢édo da degradacdo das forrageiras com

medidas da formacao dos produtos sollveis e insolUveis, a partir do substrato, pela fermentacao.

Tabela 4 — ConcentracGes do extrato enzimatico em ensaio in vitro de producéo de gases

Grupo Concentragdes de Extrato Enzimatico
G 0,5 g amostra de volumoso + 6,0 mL &gua + 50,0 mL solugéo nutritiva + 25,0 mL inoculo
G1 0,5 g amostra de volumoso + 2,0 mL solugao enzimatica + 4,0 mL 4gua + 50,0 mL solucéo nutritiva + 25,0 mL inoculo
G2 0,5 g amostra de volumoso + 4,0 mL solucéo enzimética + 2,0 mL &gua + 50,0 mL solug&o nutritiva + 25,0 mL inoculo

G3 0,5 g amostra de volumoso + 6,0 mL solugéo enzimética + 50,0 mL solucéo nutritiva + 25,0 mL inoculo
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4.13. Avaliacéo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC)

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), foram separados e quantificados por meio da
técnica de cromatografia gasosa, como descrito por Nocek, Hart e Polan (1987); Palmiquist e
Conrad (1971), com modificagdes na programacdo da temperatura da coluna (temperatura
inicial de 115°C, mantido por 3,20 min., 123°C mantido por 1,25 min. e 126°C mantido por 5
min.). Primeiramente, a amostra do fluido ruminal foi centrifugada a 11.000 rpm por 30 min. a
4°C. Em seguida foram coletados 800 pL do sobrenadante e adicionados 100 pL de &cido 2-
etil-butilico (padrao interno) e 200 L de &cido formico (PA). Da mesma maneira, foi preparada
a solucéo de padrdo externo contendo concentragdes conhecidas de cada AGCC (&cidos acético,
propibnico, isobutirico, butirico, isovalérico e valérico) para calibracdo do integrador. Foram
injetadas amostras de 1 L em cromatografo a gases Shimadzu (HP7890A; Injetor HP 7683B,
Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA — 2014), acoplado a um detector de lonizacdo de
Chama (FID) com uma coluna GP 10% SP-1200/1 H3PO4 80/100 Chromosorb WAW.

4.14. Andlise Estatistica

Foram realizados dois estudos separadamente: o primeiro delineamento estatistico do
estudo foi um fatorial 5x4 (5 dias observados e 4 fungos); e o segundo delineamento estatistico
foi um fatorial 4x3 (4 concentracdes enzimatica e 3 dias observados) todas as variaveis foram
analisadas utilizando o software SAS® v. 9.4 (Statistical Analysis System Inst., Cary, North
Carolina). Foram testados os parametros de producdo de gases (PG), analise bromatdgica e
acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Dados onde o residuo estudentizado externalizado
estava fora do intervalo -3 a 3 foram considerados como outlier ou valores influentes e por sua
vez foram descartados da estatistica, as variaveis foram testadas de forma isolada para cada um
dos substratos avaliados e foram considerados os efeitos principais (fungo e dias),
(concentracdo enzimética e dias) e suas interaces, sendo considerado significativamente
diferente médias com p<0,05 a partir do teste Tukey. As varidveis significativamente distintas
de producéo de gases para os parametros de dia e dose foram submetidos ao teste de contraste
ortogonal (linear e quadrético).



54

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Producéo de enzimas lacase, peroxidase e manganés peroxidase (MnP) produzidas

por fungos crescidos nas forrageiras

Os perfis de producéo de enzimas das forrageiras foram tracados ao longo de 24 dias de
cultivo. Os fungos foram capazes de crescer e de produzir enzimas hidroliticas e oxidativas
durante o processo de fermentacdo dos substratos lignoceluldsicos. Os resultados sdo
apresentados em graficos, nas Figuras de 6 a 11, mostrando os valores encontrados nos cinco
dias analisados, para os quatro fungos, para as enzimas lacase, peroxidase e manganés
peroxidase, com os substratos Brachiaria, Napier, Buffel, Aruana, cana-de-agucar e bagaco de
cana-de-acgucar.

Foram observados crescimento dos fungos e as atividades enziméaticas em todas
forrageiras e pelo menos uma enzima no periodo analisado, para cada espécie de fungo.

As atividades enzimaticas da lacase, peroxidase e MnP, no cultivo dos fungos
P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. albidus CCB 068 e P. ostreatus, na
forrageira Brachiaria decumbens cv. Basilisk, foram bastante expressivas como mostra a
Figura 6. O fungo P. sajor-caju CCB 020 (29,92 Ul L), teve pico ao sexto dia, de incubagdo
e o fungo P. ostreatus var. shimeji apresentou atividade em todos periodos analisados, com pico
a0 18° dia de incubagdo (48,55 Ul L1). Para o P. albidus CCB 068 apresentou atividade no
sexto e no 18° dia de incubagdo (40,04 Ul L1). Ja o P. ostreatus apresentou o inicio e pico da
atividade ao 18° dia de cultivo (9,85 UI L?).

Para a atividade enzimaética da peroxidase, no cultivo dos fungos P. sajor-caju CCB 020,
P. ostreatus var. shimeji, P. ostreatus e P. albidus CCB 068, tiveram inicio ao sexto dia
incubacéo. Os fungos P. sajor-caju CCB 020 e P. ostreatus tiveram pico da atividade ao 12°
dia de cultivo (55,63 — 25,66 Ul L, respectivamente), para o P. ostreatus var. shimeji e
P. albidus CCB 068 apresentaram pico de atividade ao 18° dia (101,12 — 30,03 UI L%,
respectivamente).

A atividade enzimatica da manganés peroxidase no cultivo de fungos
P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji e P. ostreatus, tiveram inicio ao sexto dia de
incubacdo, excecdo para P. albidus CCB 068 que teve inicio e pico das suas atividades ao 18°
dia (10,02 Ul LY. Para o fungos P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji e P. ostreatus
tiveram picos ao 12° dia (12,51 — 6,71 — 3,39 UI L, respectivamente).
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Figura 6 — Atividades enzimaticas da lacase, peroxidase e manganés peroxidase por
P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. ostreatus P. albidus CCB 068, cultivado
na forrageira Brachiaria decumbens cv. Basilisk, durante 24 dias de cultivo, pH 6,0 a 28°C+2
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Para as atividades enzimaticas da lacase, peroxidase e MnP, no cultivo dos fungos
P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. albidus CCB 068 e P. ostreatus, na
forrageira Pennisetum purpureum Schum. cv. Napier, como mostra a Figura 7. Para o fungo
P. sajor-caju CCB 020 observou atividade enzimatica da lacase inicial ao sexto dia de
incubac&o, com picos das atividades, aos 12° e 24° dias, (57,87 — 48,55 Ul L%, respectivamente).
Para o fungo P. albidus CCB 068 teve inicio e pico da atividade ao 12° dia de cultivo (3,38 Ul
L1). J4 com o fungo P. ostreatus var. shimeji a atividade foi detectada ao sexto, com picos aos
120 e 240 dias (49,44 Ul L™* respectivamente). O pico da atividade para P. ostreatus foi ao sexto
dia (10,36 Ul L?) e, manteve a presenca da enzima durante o periodo de incubagéo.

Para a atividade enzimatica da peroxidase no cultivo de fungos P. sajor-caju CCB 020,
P. ostreatus var. shimeji, P. ostreatus e P. albidus CCB 068, tiveram inicio ao sexto dia de
incubagdo. Os fungos P. sajor-caju CCB 020 e P. ostreatus var. shimeji tiveram pico da
atividade ao 12° dia de cultivo (76,98 — 54,20 Ul L™, respectivamente). Ja o fungo P. ostreatus
teve pico na atividade ao 18° dia (18,69 Ul L) e o P. albidus CCB 068 apresentou pico de
atividade ao sexto dia (27,57 Ul L),

Ja a atividade enziméatica da manganés peroxidase no cultivo de fungos P. sajor-caju
CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. ostreatus e P. albidus CCB 068 tiveram inicio ao sexto
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dia de incubacéo e pico das suas atividades ao 18° dia (6,45 — 5,29 — 2,86 — 3,09 Ul L?,
respectivamente).

Figura 7 — Atividades enzimaticas da lacase, peroxidase e manganés peroxidase por
P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. albidus CCB 068 e P. ostreatus, cultivado

na forrageira Pennisetum purpureum Schum cv. Napier, durante 24 dias de cultivo, pH 6,0 a
28°C+2
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Para as atividades enzimaticas da lacase, peroxidase e MnP, no cultivo dos fungos
P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. albidus CCB 068 e P. ostreatus, na
forrageira Panicum maximum cv. Aruana, observado na Figura 8.

Os resultados mostraram que as atividades enzimaticas da lacase no cultivo de fungos
P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, e P. ostreatus na forrageira Panicum
maximum cv. Aruana, tiveram inicio ao sexto dia, exceto para P. albidus CCB 068 que teve
inicio e pico da atividade ao 12° dia de cultivo (45,91 Ul L), para os fungos P. sajor-caju CCB
020 e P. ostreatus var. shimeji apresentaram pico de atividade ao 12° (53,68 — 33,88 Ul L*,
respectivamente) e P. ostreatus apresentou pico de atividade ao 18° dia de incubagéo
(8,07 Ul L.

Na atividade enzimatica da peroxidase no cultivo de fungos P. sajor-caju CCB 020,
P. ostreatus var. shimeji e P. ostreatus, tiveram inicio ao sexto dia de incubag&o. Para o fungo
P. albidus CCB 068 teve inicio e pico da sua atividade ao 12° dia (64,36 Ul L). J4 com os
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fungos P. sajor-caju CCB 020 e P. ostreatus var. shimeji tiveram picos das atividades ao 18°
dia de cultivo (50,54 — 35,07 Ul L™ respectivamente) e, P. ostreatus teve pico na atividade ao
12° dia (17,01 UI LY.

Entretanto para a atividade enzimatica da manganés peroxidase no cultivo de fungos
P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. ostreatus e P. albidus CCB 068 tiveram
inicio ao sexto dia de incubagdo e com pico das suas atividades ao 18° dia
(7,54 — 8,64 — 7,03 — 10,85 Ul L%, respectivamente).

Figura 8 — Atividades enzimaticas da lacase, peroxidase e manganés peroxidase por
P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. albidus CCB 068 e P. ostreatus, cultivado
na forrageira Panicuim maximum cv. Aruana, durante 24 dias de cultivo, pH 6,0 a 28°C+2
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Para as atividades enzimaticas da lacase, peroxidase e MnP, no cultivo dos fungos
P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. albidus CCB 068 e P. ostreatus, na
forrageira Cenchrus ciliaris cv. Buffel, estdo demosntrados na Figura 9.

Observaram que as atividades enzimaticas da lacase no cultivo dos fungos na forrageira
Cenchrus ciliaris cv. Buffel tiveram inicio ao sexto dia, para os fungos P. sajor-caju CCB 020,
P. ostreatus var. shimeji, P. ostreatus e P. albidus (4,11 — 1,91 — 1,75 — 25,85 Ul L7,
respectivamente). Para P. sajor-caju CCB 020 e P. ostreatus var. shimeji os picos das suas
atividades foram ao 12° dia (39,02 — 23,28 Ul L, respectivamente). Para P. ostreatus e
P. albidus CCB 068 os picos foram ao sexto dia (0,14 e 25,85 Ul L%, respectivamente).

Para a atividade enzimatica da peroxidase no cultivo de fungos P. sajor-caju CCB 020,
P. ostreatus var. shimeji e P. ostreatus tiveram inicio ao sexto dia de incubacdo, para o fungo
P. sajor-caju CCB 020 a maior atividade foi ao 12° dia de (2,09 Ul L), para o P. ostreatus var.
shimeji a maior atividade foi ao 24° dia (14,45 Ul L) e P. ostreatus teve atividade somente no
sexto dia (2,32 Ul L). J& com o fungo P. albidus CCB 068 teve inicio e maior atividade ao
sexto dia de incubac&o (13,80 Ul L™).

Para a atividade enzimatica da manganés peroxidase no cultivo de fungos P. sajor-caju
CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. ostreatus e P. albidus CCB 068 tiveram inicio ao 12°
dia de incubacéo, sendo que somente o P. sajor-caju CCB 020 com maior atividade no 18° dia
de (180,50 Ul L) e P. ostreatus var. shimeji tiveram atividades do 12° dia até ao final do
periodo. P. ostreatus var. shimeji manteve a atividade alta ao redor de (192,00 UI L™).
P. albidus CCB 068 apresentou atividade somente ao 18° dia (44,44 Ul L) e P. ostreatus n&o
apresentou atividade da MnP.
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Figura 9 — Atividades enzimaticas da lacase, peroxidase e manganés peroxidase por
P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. albidus CCB 068 e P. ostreatus, cultivado
na forrageira Cenchrus ciliaris cv. Buffel, durante 24 dias de cultivo, pH 6,0 a 28°C+2
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Para os resultados sobre as atividades enzimaticas da lacase, peroxidase e MnP, no
cultivo dos fungos P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. albidus CCB 068 e
P. ostreatus, na forrageira bagaco de cana-de-aglcar, como mostra a Figura 10.

A atividade enzimatica da lacase no cultivo de fungos P. sajor-caju CCB 020,
P. ostreatus var. shimeji, P. ostreatus e P. albidus CCB 068 em bagaco de cana-de-agucar
tiveram inicio ao sexto dia de incubacdo, para os fungos P. ostreatus e P. albidus CCB 068
tiveram pico da atividade ao 12° dia de cultivo (40,45 — 55,05 Ul L™, respectivamente), ja 0s
fungos P. sajor-caju CCB 020 e P. ostreatus var. shimeji apresentaram pico de atividade ao 18°
dia (42,581 — 37,71 Ul L), respectivamente.

Entretanto para a atividade enzimatica da peroxidase no cultivo de fungos P. sajor-caju
CCB 020, P. ostreatus var. shimeji e P. ostreatus e P. albidus CCB 068 tiveram inicio ao sexto
dia, com pico das suas atividades ao 12° dia de incubacdo (49,06 — 41,27 — 51,44 e
68,35 Ul L, respectivamente). Excecéo para P. sajor-caju CCB 020 que teve seu maior pico
de atividade ao 24° dia de cultivo (72,22 Ul L?).

Para a atividade enzimatica da manganés peroxidase no cultivo de fungos P. ostreatus

var. shimeji, P. ostreatus e P. albidus CCB 068 e P. sajor-caju CCB 020 tiveram inicio ao sexto
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dia, com valores abaixo de (1 Ul L) e seus picos ao 18° dia (6,96 — 7,63 — 6,39 — 11,40
Ul L), respectivamente.

Figura 10 — Atividades enzimaticas da lacase, peroxidase e manganés peroxidase por
P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. albidus CCB 068 e P. ostreatus, cultivado
na forrageira bagaco de cana-de-acgucar, durante 24 dias de cultivo, pH 6,0 a 28°C+2
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As atividades enzimaticas da lacase, peroxidase e MnP, no cultivo dos fungos
P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. albidus CCB 068 e P. ostreatus, na
forrageira cana-de-agUcar picada, demosntrado na Figura 11.

Para a atividades enzimaticas da lacase no cultivo de fungos P. sajor-caju CCB 020,
P. ostreatus var. shimeji, P. ostreatus e P. albidus CCB 068 sob cana-de-agucar picada, tiveram
inicio ao sexto dia de incubagdo, para o fungo P. albidus CCB 068 a maior atividade ao 12°
dia de cultivo (3,38 Ul L), enquanto que para P. sajor-caju CCB 020, teve inicio e maior
atividade ao 12° dia de (2,05 Ul L) o mesmo ocorrendo para P. ostreatus var. shimeji com
inicio no 12° e pico da atividade (2,79 Ul L) e para P. ostreatus inicio das atividades ao 12°
dia e maior atividade ao 18° dia de (3,15 Ul L}).
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A atividade enzimatica da peroxidase no cultivo de fungos P. sajor-caju CCB 020,
P. ostreatus var. shimeji, P. ostreatus e P. albidus CCB 068, tiveram inicio ao sexto dia de
incubacdo. Para o fungo P. albidus CCB 068 a maior atividade manteve no sexto dia cultivo
(2,86 Ul L1), enquanto que para P. sajor-caju CCB 020, teve inicio e maior atividade ao 12°
diade (9,16 Ul L'). Parao fungo P. ostreatus var. shimeji teve inicio no 12° e pico da atividade
a0 24° dia de (6,97 Ul L), o mesmo ocorrendo para P. ostreatus com pico de atividade 24° dia
de (6,40 UI LY.

Para a atividade enzimatica da manganés peroxidase no cultivo de fungos P. sajor-caju
CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. ostreatus e P. albidus CCB 068, verificaram inicio ao
sexto dia de incubacdo. Os picos de atividades ocorreram ao 18° dia para
P. sajor-caju CCB 020 (9,53 Ul L) e P. albidus CCB 068 (30,80 Ul L), para P. ostreatus
var. shimeji o pico foi ao 24° dia incubago (149,88 Ul L) e o P. ostreatus, observou atividade
somente ao 12° dia (19,01 Ul LY.

Figura 11 — Atividades enzimaticas da lacase, peroxidase e manganés peroxidase por
P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. albidus CCB 068 e P. ostreatus, cultivado
na forrageira cana-de-acucar picada, durante 24 dias de cultivo, pH 6,0 a 28°C+2
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Todos os fungos exibiram respostas diferentes quanto ao crescimento e producdo de
enzimas em relacdo aos substratos lignoceluldsicos utilizados, sendo observado o crescimento
do micélio mais acentuado em algumas espécies de forrageiras. As enzimas tiveram seus picos
de atividade em dias diferentes na mesma forrageira, variando ao redor de 30-60 Ul L para
lacase. Para peroxidase os picos ficaram ao redor de 9-100 Ul Lt e MnP entre 6-200 Ul L. Os
maiores picos de atividade enzimética de lacase foram observados em Napier com o fungo P.
sajor-caju CCB 020, e 0 menor para a cana-de-agucar. Para peroxidase a maior atividade
enzimatica ocorreu ao 18° dia de incubacdo com P. ostreatus var. shimeji para Brachiaria e a
menor para cana-de-acucar. Para MnP a forrageira Buffel com P. sajor-caju CCB 020 e P.
ostreatus var. shimeji, também ao 18° dia tiveram as maiores atividades. Na cana-de-agUcar a
MnP apresentou picos maiores do que observados para Brachiaria, Napier, Aruana e bagaco,
foram produzidas por gquase todos os fungos, durante todo o periodo analisado. As possiveis
explicacOes para as diferengas encontradas na atividade das enzimas produzidas podem estar
relacionadas: a compactacao do substrato que diminui a transferéncia de oxigénio e calor entre
as particulas; a composicdo relativa dos polissacarideos (quantidade de celulose e
hemicelulose); a forma como esses polissacarideos estdo arranjados na parede celular vegetal
(interagdes, tipos de ligacOes); a quantidade de lignina presente em cada residuo e a forma como
ela interage com a celulose e hemicelulose e a presenca de compostos aromaticos nos materiais
lignoceluldsicos que atuam como indutores naturais na sintese e secrecdo de ligninases
(ELISASHVILI; KACHLISHVILI; PENNINCKX, 2008).

Com estas mesmas forrageiras onde os quatros fungos cresceram e produziram enzimas
em meio fermentacdo de estado solido FES e foram realizados posteriormente ensaio de
bromatologia, producdo de gases e degradabilidade in vitro. Foi escolhido o fungo P. sajor-
caju CCB 020, por sua atuacdo nas forrageiras, para producao de enzimas em meio submerso,
utilizando a vinhaca. As enzimas produzidas foram analisadas quanto as atividade enzimatica
e para verificar a sua utilizacdo na transformacdo das forrageiras produzindo possiveis

mudancas na producéo de gases e degradabilidade in vitro e AGCC.
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5.2. Producdo de enzimas lacase, peroxidase e manganés peroxidase (MnP) por
P. sajor-caju CCB 020 crescido em vinhaga

O fungo P. sajor-caju CCB 020 foi cultivado em vinhaca in natura, durante 24 dias e
as atividades enzimaticas da lacase, peroxidase e MnP, foram determinadas. Esta espécie de
fungo vem sendo estudada em trabalhos anteriores no mesmo laboratorio, sendo observado que
a vinhaca proporciona bom crescimento do micélio, aumenta os valores das atividades
enzimaticas, no periodo de seis a 24 dias de incubacdo (FERREIRA et al., 2011; SOUZA,
2012). Os resultados apresentados na Figura 12, mostram atividades enziméticas de lacase e
peroxidase e MnP. Ao 6° dia foram observados o inicio das atividades de lacase e peroxidase e
tiveram maiores atividades enzimaticas no 12° dia (54,83 — 58,95 Ul L™, respectivamente). Nos
12°, 18° e 24° dias de incubacdo, as trés enzimas ligninoliticas apresentaram a MnP que teve
maior atividade ao 18° dia (206,65 Ul L™). Desta maneira foram utilizados os extratos
enzimaticos obtidos do 6° ao 18° dia de incubac¢do para degradacdo das fibras das forrageiras,

verificacdo da producao de gases in vitro e AGCC.

Figura 12 — Atividades enzimaticas produzidas pelo P. sajor-caju CCB 020, cultivado em
vinhaca in natura, durante 24 dias de cultivo, pH 6,0 a 28°C+2
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A literatura confirma os dados obtidos onde se observa diferencas quanto ao perfil

enzimético variando com o tempo, organismo empregado, meio e condi¢bes de cultivo
(RODRIGUEZ et al. 2003).
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Para Aguiar Filho (2008) as atividades de lacase e MnP em meio com bagaco de cana-
de-agUcar umedecido com vinhaga, P. sajor-caju CCB 020, teve pico de atividade ao sexto dia
e caiu proximo a zero ao nono dia, enquanto que MnP teve inicio no sexto dia e pico maximo
ao 12° dia, com atividades de ambas as enzimas com valores bem menores
(10 — 17 Ul LY que encontradas aqui. Por outro lado, as atividades encontradas por Ferreira
(2009) para lacase em vinhaca in natura, com o pH corrigido para proximo de 7,0 e em meios
com vinhaca + glicose; e vinhaca + meio sintético, aos nove dias de cultivo, com
P. sajor-caju CCB 020, foram duas vezes superiores (400 — 450 Ul L) as encontradas aqui.
No mesmo estudo, Ferreira (2009) encontrou 0 méaximo de atividade para MnP ao 12° dia
(60 — 80 Ul L1) para os tratamentos de vinhaga in natura, vinhaca + MSF e
vinhaca + glicose, indicando que o fator de estresse nutricional € um dos responsaveis para a
sintese desta enzima que é comprovadamente produzida durante o metabolismo secundario dos
fungos, mantendo a atividade por todo o periodo de avaliacdo (FERREIRA, 2009).

Estudos realizados por Silva (2014) utilizando o fungo P. sajor-caju CCB 020, cultivado
em vinhaca in natura ao 12° dia para lacase e MnP, encontraram valores variando de (0,55+0,28
—1,87+1,14 Ul L, respectivamente). Bitencourt (2016) avaliou a atividade enzimatica de P.
sajor-caju CCB 020, em uma 1:2 (lodo de ETA/bagaco de cana-de-agucar, v/v), com inicio e
pico ao 12° dia de lacase e MnP (7,53 — 3,35 Ul L). A enzima MnP aumentou a atividade ao
24° dia (9,21 Ul L) e reduziu ao 48° dia (0,32 Ul LY).

5.3. Atividade enzimatica de celulases e xilanases produzidas por P. sajor-caju CCB 020

crescido em vinhaca

Com relacdo a producdo de enzimas extracelulares hidroliticas, foram quantificadas a
endoglucanase, exoglucanase e xilanase. O uso dessas enzimas € uma das formas de se melhorar
0 aproveitamento das forrageiras tropicais. O tratamento enzimatico desses alimentos favorece
a liberacdo dos aclcares fermentesciveis e, consequentemente, pode haver um aumento nos
microrganismos ruminais e melhora no processo de digestdo por disponibilizar mais energia
metabolizavel.

O fungo P. sajor-caju CCB 020, cultivado em vinhaga in natura, mostrou a presenga de
enzimas fibroliticas no periodo analisado de 6° a 24° dias, sendo que aos seis dias foi observado
atividade da enzima endoglucanase (1,05 Ul mL*? +0,04) e no periodo todo a xilanase,

demonstrado na Figura 13.
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Figura 13 — Atividades enzimaticas hidroliticas produzidas pelo P. sajor-caju CCB 020,
cultivado em vinhaca in natura, durante 24 dias de cultivo, pH 6,0 a 28°C+2
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Né&o foi observada atividade enzimatica de exoglucanase em P. sajor-caju CCB 020
cultivado em vinhaca in natura. Como a vinhaca € um composto altamente rico em nutrientes
e com alto teor de fendis, acredita-se que esses compostos possam ter inibido a atividade
enzimatica do fungo, como citado por Aguiar Filho (2008).

Ja a atividade da xilanase produzida pelo P. sajor-caju CCB 020 cultivado na vinhaca
in natura teve pico de sua atividade aos sexto e 18° dias de incubagéo de 2,47 e 2,32 Ul mL™!
(x0,11), respectivamente e, a partir do 24° dia um decaimento da mesma, chegando a 0,11
Ul mL™ (+0,05).

Poucos estudos foram publicados com relacdo aos possiveis efeitos de enzimas
ligninoliticas sobre a degradabilidade das fibras vegetais e testaram a adicdo direta dessas
enzimas em dietas de ruminantes. Alguns estudos foram conduzidos para identificar
basidiomicetos da decomposicdo branca que podem degradar as ligagbes entre a lignina
preservando as fibras de celulose, e desse modo melhorar a qualidade dos substratos
lignocelulosicos para alimentacdo de ruminantes (KARUNANANDAA; VARGA, 1996). Séo,
também, poucos os estudos realizados com a utilizacdo de enzimas em forrageiras tropicais, e
tais pesquisas envolvem os mecanismos de acdo de celulase e xilanase (KRUEGER;
ADESOGAN, 2008). Em adicdo, pouca atencdo tem sido dada ao estudo simultaneo de
producédo de enzimas hidroliticas e oxidativas por estes fungos (RODRIGUES et al. 2008).
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5.4. Andlise fisico-quimica da vinhaga in natura

A incubacdo de P. sajor-caju CCB 020 em vinhaga in natura, resultou em uma reducgéo
da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica de oxigénio (DQO) em cultivo

submerso, apds incubagdo a 28 °C+2, por 24 dias (Figura 14).

Figura 14 — Analise de demanda biologica de oxigénio (DBO) e demanda quimica de oxigénio
(DQO) antes e apos 24° dia de tratamento da vinhaca in natura com o fungo
P. sajor-caju CCB 020 a 28 °C +2
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O processo de biodegradacéo pelo fungo P. sajor-caju CCB 020 resultou em alteracdes
nas caracteristicas fisico-quimicas da vinhaca quando comparada com a vinhaca in natura,
(Tabela 5). Os parametros analisados ao 24° dia obtiveram reducdo na maioria dos parametros
analisados, tais como N-Kjeldahi (97%), solidos suspensos totais (96%), fenois (87%),
nitrogénio total (78%), DBO (74%), DQO (73%), célcio (69%), potassio (48%), fosforo (41%)
e nitrito (8%). Por ultimo a quantidade de magnesio, solidos dissolvidos totais, sulfato e nitroato
apresentaram-se 14, 1,02, 4,21 e 1,23 vezes maior quando comparado com a vinhaga in natura.
O saédio apresentou maior quando comparada com vinhaga in natura, caracteristica na qual se
teve a adicdo de NaOH, para o ajuste do pH 6,0 da vinhaca.

Segundo Freire e Cortez (2000), o potassio € o mineral mais abundande presente na
vinhaca, seguidos de sulfato, nitrogénio, célcio, magnésio, nitato, fosforo e nitrito. Estes dados

estédo de acordo coma composi¢do mineral presente na vinhaca utilizada no presente trabalho.
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A concentracdo de fésforo em vinhaca tratada foi 1,70 vezes menor quando compadado
a nao tratada e a vinhaca proveniente do mosto de caldo de cana relatada por Freire e Cortez
(2000), enquanto so valores de calcio e potassio foram 3,2 e 1,91 vezes menor que a vinhaga in

natura.

Tabela 5 — Caracterizacdo de residuo de vinhaca in natura e vinhaca tratada com P. sajor-caju
CCB 020, por 24 dias, 28 °C+2

Parémetros Vinhaga in natura  Vinhaga tratada

pH (20°C) 4,27 5,94
Condutividade (uS cm™) 13,04 13,10
DBO (mg L) 21621 5589
DQO (mg L% 46550 12670

Célcio (mg L) 98,2 30,6
Fosforo (mg L) 1,96 1,16

indice de Fendis (mg L) 0,54 0,07
Magnésio (mg L) 35,8 497
Potéssio (mg L1) 12434 6487

Saédio (mg LY 22,4 1112
Sélidos Dissolvidos Totais (ppm) 20820 21310
So6lidos Suspensos Totais (ppm) 16400 586
Sulfato (mg L) 1128 4752
N-Kjeldahi (mg L) 161 4,45
Nitrato (mg L) 30,5 37,7

Nitrito (mg L) 1,19 1,09
Nitrogénio total (mg L) 193 43,2

O tratamento de vinhaca safra (2007/2008), realizado por Ferreira et al. (2011), com a
mesma linhagem de fungo obteve reducdo nos parametros de DBO (75,29%), DQO
(82,76%) e potassio (7,87%). Provavelmente, ocorre esta diferenca na porcentagem de
eficiéncia do tratamento, por se tratar de vinhaga, um subproduto que possui composi¢do
guimica variavel, sendo dependente do mosto utilizado durante o processo industrial.

Na realizacdo do processo de biodegradacdo pelo fungo P. sajor-caju CCB 020 no
tratamento da vinhaca in natura, safra (2015/2016), por Bitencourt (2016), foi observado
reducdo da condutividadeniciay = 13,04 S cm™ para 1,54 puS cm ™, DBO(iiciay = 31128 mg L
para uma DBOinay = 6135 mg L™ com eficiéncia (80%) e DQOqniciay = 50500 mg L*
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para uma DQOrinaly = 6400 mg L™ com eficiéncia (88%), Potassiognicialy = 12434 mg L para
um Potassioinay = 5567 mg LT com eficiéncia (53%) e Sodiogniciay = 52,7 mg L para
S6dio(rinaly = 501 mg L™ devido ao ajuste de pH 4,2 para pH 6,0.

De acordo com Chang e Miles (1989) e Wadt (2008), os minerais mais abundantes dos
cogumelos séo sodio, potassio, fésforo e magneésio, sendo os minerais absorvidos do substrato
pelo micélio e transferidos para os corpos de frutificacdo, o que mostra a importancia do uso da
vinhaga como substrato para o crescimento do Pleurotus.

Sendo assim os valores de sodio e potassio disponiveis foram avaliados nos micélios do

P. sajor-caju CCB 020 e foram de 10 e 77 g kg, respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6 — Minerais absorvidos pelo micélio do fungo P. sajor-caju CCB 020, periodo de
24 dias 28 °C+ 2

Parémetros Vinhaga in natura  Elementos absorvidos pelo micélio

Potéssio (g kg?) 6217 77

Sadio (g kgl) 53 10

Com os resultados obtidos da vinhaga tratada, o uso sistema vinhaga in natura com o
fungo P. sajor-caju CCB 020 pode ser aplicada em processos de remocdo de cor e na
degradacdo de compostos, ocorrendo destoxificacdo e melhora na sua qualidade podendo ser
indicada como agua de reuso e producdo de enzimas de interesse biotecnoldgico ambiental,
viabilizando a degradacgé@o da fracdo fibrosa das forrageiras corroborando com aumento no

consumo das forragerias.

5.5. Caracterizacdo do bagaco cana-de-acucar

O bagaco de cana-de-acucar utilizado, apresentou um pH proximo na neutralidade; alta
relagdo C/N e varios elementos essenciais para desenvolvimento de outros organismos
(Tabela 7).
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Tabela 7 — Caracterizacdo quimica do bagaco de cana-de-agUcar

Parametros Bagaco de cana-de-acUcar
pH 6,70
Umidade (%) 38,19
Matéria Organica (%) 79,13
C (%) 45,90
N (%) 0,80
P20s (g kgl) 3,80
K20 (g kg?) 4,00
CaO (g kg?) 154
MgO (g kg™) 2,00
SO4(g kg™) 2,00
Cu (mg kg™) 9,70
Fe (mg kg?) 1044,20
Mn (mg kg™) 75,80
Zn (mg kgl) 16,40
C/N (C e N total) (%) 57,38

Fonte: Bitencourt (2016)

O bagaco de cana-de-agticar tem sido utilizado como “suporte” ou “estrutura” para o
desenvolvimento de fungos, sendo fonte de carbono e aeracdo. Tem sido utilizado na producéo
de enzimas, descoloracdo de corantes de industrias téxteis, descoloracdo de vinhaca e inoculo
do fungo para producéo comercial de cogumelos do tipo shimeji e shitake (DELLAMATRICE,
2005; POMPEU, 2010; FERREIRA et al., 2010; SOUZA, 2012; SILVA, 2014; SANTOS,
2014). Santos (2014) e Bitencourt (2016) utilizaram o bagaco de cana-de-agucar inoculado com

P. sajor-caju CCB 020 para biorremediacao do lodo de Estacdo de Tratamento de Agua (ETA).
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5.6. Caracterizacao bromatologica das forrageiras

O estudo da composicao quimica e bromatoldgica dos alimentos é o ponto de partida
para o entendimento dos processos fisiologicos responsaveis pela transformacgéo dos compostos
complexos até a formagdo de produtos de origem animal, principalmente em fungdo da
disponibilidade de energia e de outros nutrientes (LIMA, 2004).

A composicdo quimica das forrageiras Buffel, bagaco de cana-de-acucar, Aruana,
Napier, cana e Brachiaria apresentaram grande variacio dos valores analisados em g kg™ de
MS, sendo significativamente diferentes (Tabela 8). Os maiores valores para MS foram para
Buffel, para MO a cana, para FDN o bagaco, para FDA o maior valor foi para bagago e o menor
valor para Brachiaria, para Lignina o bagaco, para proteinas o Napier, para celulose o Napier e
para hemicelulose a Aruana. Os pequenos valores da porcentagem de proteina bruta e minerais
e alto conteudo em fibras evidenciam o baixo valor nutritivo das forrageiras tropicais. As altas
temperaturas promovem rapido crescimento das plantas o que aumenta o teor dos componentes
da parede celular e, portanto, aumenta o teor das fibras e consequentemente o teor de FDN e da
matéria seca (ALENCAR et al., 2014). Segundo Van Soest, Robertson e Lewis (1991) o
contetdo de FDN é considerado um dos principais fatores limitante no consumo dos volumosos,
corresponde ao contetdo total dos constituintes da parede celular e quando presentes em valores
superiores a 55 — 60% da MS correlacionam de modo negativo com o consumo da forrageira.
Os teores de proteina bruta inferiores a 7% da MS promovem reduc¢éo na digestibilidade, devido
niveis inadequados para 0 bom desenvolvimento da comunidade microbiana ruminal (VAN
SOEST 1994). A porcentagem de FDA em relacdo a matéria seca foi avaliada em ordem
decrescente Bagaco 93%, Aruana 80%, Buffel 76%, Napier 70%, Brachiaria 64% e cana 45%.
A porcentagem de proteinas em relacdo a MS foi Napier 17,80%, Brachiaria 15,64%, Aruana
15,28%, bagaco 4,31% e cana picada 3,11%. Pode-se concluir que das forrageira avaliadas o
capim Napier é 0 que apresenta maior quantidade de proteina e portanto, maior promocéo de
crescimento, além de favoravel quantidade de FDN/FDA. O capim Aruana seria o segundo e

Brachiaria o terceiro considerando a composi¢do quimica total avaliada.
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Tabela 8 — Composigdo quimica dos diferentes volumosos em (g kgt MS)

Parametros Aruana  Bagaco Brachiaria  Buffel Cana Napier
Matéria Seca 940,68 954,27 906,56 958,55 916,63 938,44
Matéria Organica 897,58 932,00 880,46 879,58 984,57 885,78
Fibra em Detergente Neutro 749,35 887,12 581,31 726,00 414,25 659,83
Fibra em Detergente Acida 480,24 676,80 343,50 525,90 292,50 410,88
Lignina 138,49 263,60 74,78 131,32 73,61 102,12

Proteina Bruta 143,78 41,14 141,80 59,08 28,51 167,00
Celulose 341,75 410,16 268,70 394,57 218,90 308,74
Hemicelulose 269,11 213,35 237,82 200,10 121,75 248,95

5.7. Avaliacdo bromatoldgica das fibras vegetais das forrageiras tratadas com os fungos

Em estudos observados por Schimidt et al. (2003b), relatam a importancia do tratamento
bioldgico de subprodutos e residuos agroindustriais, principalmente pela utilizacdo de fungos
basidiomicetos. Esse tratamento tem por finalidade alterar a parede celular, quimica e
estruturalmente, permitindo que haja maior acdo das enzimas produzidas pela microbiota
ruminal. Estudos recentes indicam que o pré-tratamento biolégico pode melhorar a hidrolise
enzimatica da lignocelulose além de ter vantagens como o baixo consumo de energia (YU et
al., 2009). Os basidiomicetos, especialmente os fungos da decomposicédo branca, que podem
degradar eficientemente a lignina, sdo frequentemente usados no pré tratamento bioldgico da
lignocelulose, com algumas variagfes na taxa relativa de degradacdo dos carboidratos e da
lignina (HATAKKA, 2001). Essas modificagdes s&o refletidas nas propriedades
bromatoldgicas do material fermentado.

Os basidiomicetos de decomposicédo branca possuem habilidade para degradar celulose,
hemicelulose e lignina em compostos de baixo peso molecular, devido a sua capacidade para
sintetizar enzimas extracelulares hidroliticas e oxidativas (ELISASHVILI et al., 2008;
ELISASHVILI; KACHLISHVILI; PENNINCKX, 2008) que podem ser assimilados pelos
fungos para nutricdo, crescimento e obtencdo de energia (KIRK; FARRELL, 1987;
ERIKSSON; BLANCHETTE; ANDER, 1990).

As Tabelas 9 a 12 apresentam os dados da composicdo bromatoldgica das forrageiras
tropicais com os fungos P. sajor-caju CCB 020, P. ostreatus var. shimeji, P. albidus
CCB 068 e P. ostreatus crescidos por 24 dias. Ap6s o tratamento, nos diferentes dias, foi
constatado mudancgas na composicdo quimica do material tratado em relacdo a composicédo

original.
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O material avaliado foi retirado a cada seis dias de incubagéo, quando as forrageiras
estavam cobertas com micélio dos fungos inoculados. O desenvolvimento dos micélios é
peculiar para cada fungo, sendo também importante o tempo de incubacdo na analise. Em geral,
as modificacOes de interesse, (proteina e carbohidratos), observadas nas fibras ocorreram do
sexto ao 24° dia. E importante salientar que o fungo secreta enzimas para 0 meio extracelular
com o intuito de despolimerizar as fibras, celulose, hemicelulose e lignina, para utilizar os
produtos da reacdo, como fonte de energia e nutrientes para seu crescimento e manutencao.

Sendo assim foi possivel observar que houve aumento da matéria seca, isto € aumento
na composic¢do (forrageira + fungo), pois ndo € possivel aumentar a biomassa, uma vez que,
ndo houve entrada de fonte de carbono no sistema, bem como os demais parametros apresentam
transformacéo na composicéo.

As caracteristicas quimicas das forrageiras inoculadas com os fungos foram comparadas
com o controle e foi observado o aumento e/ou diminuigdo com o passar dos dias de incubagéo.
Com os fungos P. sajor-caju CCB 020 e P. ostreatus var. shimeji houve aumento da MS, MO,
FDA e diminuicdo de FDN, lignina e proteinas. P. albidus CCB 068, diferente de outros
fungos, aumentou consideravelmente a quantidade de proteinas das forrageiras e
principalmente na cana-de-agucar picada, com diminuicdo na quantidade nos capins Napier e
Buffel. P. ostreatus também aumentou a quantidade de proteinas na cana-de-agucar com
diminuicdo nos capins Napier, Aruana e bagaco de cana-de-agUcar (p<0,05).

Na Tabela 9 observa-se o resultado do tratamento com o fungo P. sajor-caju CCB 020,
apos o 24° dia de incubacdo, em relacdo com a amostra controle, sobre a Brachiaria decumbens
cv. Basilisk apresentaram reducdes de aproximadamente 3% no teor de FDN, 8 % de FDA,
29% de Lig, 8% de PB, 2% de Cel e um aumento de 5% no teor de H-cel. Para o Pennisetum
purpureum Schum. cv. Napier observaram reduc6es de aproximadamente 4% no teor de FDN,
5% de FDA, 2% de Lig, 12% de PB, 6% de Cel e 3% de H-cel. Para o Cenchrus ciliaris cv.
Buffel ocorreram reducfes em 5% de FDA, 12% de Lig, 20% de PB e 3% de Cel e aumentos
aproximados de 1% de FDN e 14% no teor de H-cel. Para o Panicum maximum cv. Aruana
apresentaram redugdes em 8% no teor de FDN, 21% de Lig, 10% de PB e 27% de H-cel e
aumentos de 3% de FDA e 12 % no teor de Cel. No bagaco de cana-de-agUcar observaram
reducdes de 11% de FDN, 3% de FDA, 51% de Lig, 15% de PB e 35 % de H-cel e um aumento
de 21% de Cel. E com a cana-de-acUcar picada ocorreram reduces em 16% de PB e 9% no
teor de H-cel e aumentos de 6% de FDN, 11% de FDA, 19% de Lig e 9% no teor de Cel.
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Tabela 9 — Avaliacdo da composi¢do quimica dos capins submetido ao tratamento biol6égico
com fungo P. sajor-caju CCB 020, por 24 dias. Os resultados foram expressos em

(g kg™ MS)
Brachiaria decumbens cv. Basilisk
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 906,578 880,46~ 581,32C 34350~ 74,78~ 141,79~ 268,71~ 237,820
6° 911,26® 888,30~ 578,76 339,31B° 61,894 11238¢ 277,42A 23945¢€
12° 944,57~ 888,35 618,46~ 33640¢ 73,79~ 11717¢ 262,61~ 282,064
18° 947,16 A 873,134 589,438 341,39BA 79,024 122,05B¢ 262,37~ 248,04B
24° 944,57~ 869,40A 56501P 31564P 52924 130,76 BA 262,714 249,38B
E.P. M. 2,52 9,82 1,78 1,28 389,85 4,03 389,92 0,51
Valor —p <0,01 1,000 <0,01 <0,01 1,000 <0,01 1,000 <0,01
Pennisetum purpureum Schum. cv. Napier
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 938,448 88578~ 659,838 410,88¢ 102,13~ 167,00~ 308,74~ 248,958
6° 930,97 ¢ 899,98~ 692,28~ 426,70~ 7572~ 139938 350,97~ 265594
12° 948,12~ 897,844 652,25¢ 415328 80,66~ 135448 33465~ 236,93°
18° 944,314 896,13~ 576,30F 33570F 55494 137,888 280,21~ 240,60°
240 945,418 890,33~ 632,61° 390,650 100,00~ 147,138 289,76~ 241,96°C
E.P. M. 2,52 9,82 1,78 1,28 389,85 4,03 389,92 0,51
Valor —p <0,01 1,000 <0,01 <0,01 1,000 <0,01 1,000 <0,01
Cenchrus ciliaris cv. Buffel
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 958,56 A 879,58~ 726,00°P 525894 131,324 59,08~ 394,584 200,10°
6° 93597¢ 90360~ 756,87B 507,718 154,714 49,00~ 353,01~ 249,164
12° 959,66 A 898,90~ 777,63~ 527,984 133,874 52,244 394,124 249,654
18° 948,488 893,934 72557P  484,70° 97,154 53,02~ 387,55~ 240,878
24° 964,06 A 883,77 730,76  496,78¢ 114824 4740~ 38196~ 233,98°¢
E.P. M. 2,52 9,82 1,78 1,28 389,85 4,03 389,92 0,51
Valor —p <0,01 1,000 <0,01 <0,01 1,000 <0,01 1,000 <0,01
Panicum maximum cv. Aruana
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 940,68 897,584 749,354  480,24P 138,494 143,18~ 341,754 269,114
6° 951528 896,58~ 726,28 516,444 148,75~ 119,01 367,68° 212,84°€
12° 953,838 891,154 722,63¢ 503558 171,07~ 120,93¢ 332494 219,078
18° 981,91~ 88927” 63880F 448,18 8361~ 11525¢ 36457~ 190,62F
24° 929,89P 909,654 690,93P 49579¢ 108534 128,628 387,26~ 195,14°P
E.P. M. 2,52 9,82 1,78 1,28 389,85 4,03 389,92 0,51
Valor —p <0,01 1,000 <0,01 <0,01 1,000 <0,01 1,000 <0,01
Bagaco de cana-de-agUcar
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 954,274 931,914 887,12~ 673,778 26360~ 4113~ 410,17~ 213354
6° 947,66 AB 949254 878,068 696,04~ 225627 22988 470,424~ 182,02°B
12° 954,60 A 940,16 A 828,68°¢ 653,11¢ 160,71~ 29,6478 49240~ 17557°C
18° 946,318 932,004 737,19F 592,62P 7756~ 30,0078 51506~ 144,56°
24° 933,12¢ 93551~ 787,58P  649,60¢ 130,48~ 3503~ 519,12A 137,98F
E.P. M. 2,52 9,82 1,78 1,28 389,85 4,03 389,92 0,51
Valor —p <0,01 1,000 <0,01 <0,01 1,000 <0,01 1,000 <0,01
Cana-de-agUcar picada
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 916,648 984574~ 41425° 29250 73614 28504~ 218,89~ 121,75¢
6° 919,38® 981,68~ 427,42¢ 31220¢ 12849~ 25964 183,71~ 11523°
12° 932,82~ 886,898 57330~ 358,124 98,734 2322A 259,39~ 215178
18° 938,13~ 869,758 572,27~ 299,66° 100,30~ 23,08~ 199,364 272,614
240 900,01 ¢ 884,028 440,01® 32889B 90,664 24,03~ 23823~ 111,11F
E.P.M.f 2,52 9,82 1,78 1,28 389,85 4,03 389,92 0,51
Valor —p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 1,000 1,000 1,000 <0,01

1 E.P.M. = erro padrdo da média
Letras em comum na vertical implica que ndo existe diferenca estatistica significativa pelo teste de Tukey a 5%
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Na Tabela 10 observa-se o resultado do tratamento com o fungo P. ostreatus var.
shimeji, apds 24 dia de incubacdo, em relagdo com a amostra controle. Sobre a Brachiaria
decumbens cv. Basilisk apresentaram reduc6es em 10% de FDN, 16% de FDA, 32% de Lig,
7% de PB, 12% de Cel e 0,05% no teor de H-cel. Para a forrageira Pennisetum purpureum
Schum. cv. Napier observaram redugdes em 15% de FDN, 16% de FDA, 35% de Lig, 8% de
PB, 9% de Cel e 14% no teor da H-cel. No Cenchrus ciliaris cv. Buffel ocorreram reducées em
3% de FDA, 15% de Lig e 14% de no teor de PB e um aumento nos teores em 1% de FDN,
0,5% de Cel e 11% no teor de H-cel. Para a Panicum maximum cv. Aruana apresentaram
reducdes em 16% de FDN, 7% de FDA, 1% de Lig, 3% de PB, 9% de Cel e 34% no teor de H-
cel. No bagaco de cana-de-acUcar observaram reduces em 14% de FDN, 6% de FDA, 73% de
Lig e 40% no teor de H-cel e um aumento nos teores em 6% de PB e 27% da Cel. Para a cana-
de-acucar picada ocorreram reducdes em 16% de Lig e 18% no teor de PB e um aumento nos
teores em 31% de FDN, 11% de FDA, 19% de Cel e 56% no teor de H-cel.
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Tabela 10 — Avaliagdo da composicao quimica dos capins submetido ao tratamento bioldgico com fungo

P. ostreatus var. shimeji, por 24 dias. Os resultados foram expressos em (g Kg™* MS)

Brachiaria decumbens cv. Basilisk

MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 906,57 ¢ 880,464 581,32C 34350~ 74,78 141,79~ 268,71~ 237,820
6° 886,560 887,494 59159~ 32656¢ 99,384 123,00~ 227,17P° 265,034
120 922,778 885644 574,42P 313,18° 6558P 59118 247608 261,24°B
18° 952,60~ 877,61~ 586,168 335798 6862C 11442~ 267,16~ 250,37°C
240 925418 869,874 52573F 288,02F 5052F 132,24~ 23750¢ 237,71°
E.P.M. T 2,34 84,64 1,67 1,11 0,28 15,82 0,83 0,58
Valor —p <0,01 1,000 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Pennisetum purpureum Schum. cv. Napier
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 938,448 885,78~ 659,838 410,88¢ 102,13B 167,008 308,74¢ 248,958
6° 906,87 ¢ 894,01~ 671,624 42579B 8480° 146,33B 340,988 24583°C
120 941,328 810,414 650,00¢ 675084 165724 253,694 509,354 392,354
18° 943,178 885474~ 63518° 410,46C 100,60¢ 14742B 309,86C 224,72°
240 964,66 A 869,59/ 559,30 345680 66,03 154,218 279,650 213,62F
E.P.M. ¥ 2,34 84,64 1,67 1,11 0,28 15,82 0,83 0,58
Valor —p <0,01 1,000 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Cenchrus ciliaris cv. Buffel
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 958,56 4 879,584 726,00 52589~ 131,32B 59,08~ 394,588  200,10°
6° 919,85¢ 895534 755988 493,920 131,258 40,234 362,67° 262,064
12° 955,84 A 896,51~ 743,44C 520,288 132,47~ 4561~ 387,81¢ 223,16°€
18° 944,728 896,10~ 771,71~ 527,03~ 122,76¢ 43594 404,27~ 244,68 B
240 942,678 886,164 73259P 507,83¢ 111,53P 50,82~ 396,308 224,76 €
E.P.M. ¥ 2,34 84,64 1,67 1,11 0,28 15,82 0,83 0,58
Valor —p <0,01 1,000 <0,01 <0,01 <0,01 1,000 <0,01 <0,01
Panicum maximum cv. Aruana
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 940,688 897,584 749354 480,24° 138,49€¢ 143,18~ 341,75¢ 269,114
6° 917,37¢ 891,83~ 739508 509,854 108,53P 125754 352,104B 229,65B
12° 951,07~ 884,23~ 684,080 496928 157,754 116,90~ 353,92~ 187,16¢€
18° 954,81~ 876,87 69655C 488,13C 143,008 132,80~ 350,16B 208,42P
240 950,27 A 866,83” 626,99F 44893F 13797C 139,30~ 31255P 178,06 °F
E.P.M. ¥ 2,34 84,64 1,67 1,11 0,28 15,82 0,83 0,58
Valor —p <0,01 1,000 <0,01 <0,01 <0,01 1,000 <0,01 <0,01
Bagaco de cana-de-agUcar
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 954,27 48 931914 887,128 673,77® 26360~ 4113~ 410,17F 213,354
6° 927,080 946,154 904,41~ 698,074~ 204,198 23477 493,88C 206,34 B
120 956,524 940,96~ 823,88C 660,99¢ 18963C 31,98~ 471,36° 162,90°¢
18° 944,42¢ 93538~ 780,650 633410 114450 2758~ 518958 147,240
240 947,53 B¢ 913,03~ 759,03F 630,91° 7155F  4376” 559,354 128,12F
E.P.M. ¥ 2,34 84,64 1,67 1,11 0,28 15,82 0,83 0,58
Valor —p <0,01 1,000 <0,01 <0,01 <0,01 1,000 <0,01 <0,01
Cana-de-agUcar picada
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 916,64 ¢ 984,57~ 414,258 292508 7361~ 2850~ 218,89C 121,758
6° 925,998 988,024 32247F 21922F 49,02P° 2339~ 170,20F  103,24°
120 932,82~ 886,89” 393,64C 287,94C 57,03¢ 2322~ 230918 10570°¢
18° 938,13~ 466,71~ 387,730 282,820 7426~ 23,08~ 208550 104,91°¢°P
240 900,01 884,02~ 606,784 331,06~ 61,98 2335~ 269,06~ 275734
E.P.M. ¥ 2,34 84,64 1,67 1,11 0,28 15,82 0,83 0,58
Valor —p <0,01 1,000 <0,01 <0,01 <0,01 1,000 <0,01 <0,01

1 E.P.M. = erro padrdo da média
Letras em comum na vertical implica que ndo existe diferenca estatistica significativa pelo teste de Tukey a 5%
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Na Tabela 11 observa-se o resultado do tratamento com o fungo P. albidus, apds
24 dias de incubacdo, em relagdo com a amostra controle, sobre a Brachiaria decumbens cv.
Basilisk apresentaram reducdes de 4% de Lig e 6% no teor de H-cel e um aumento nos teores
em 0,5 % de FDN, 6% de FDA, 19% de PB e 8% no teor de Cel. Na forrageira Pennisetum
purpureum Schum. cv. Napier observaram reducdes de 57% de PB, 16% de Cel e 3% no teor
de H-cel e um aumento nos teores em 2% de FDN, 5% de FDA e 31% no teor de Lig. Para o
Cenchrus ciliaris cv. Buffel ocorreram reducdes de 23% de FDN, 27% de FDA, 13% de Lig,
31% de Cel e 12% no teor de H-cel e aumento de 62% no teor de PB. Para a Panicum maximum
cv. Aruana apresentaram redugdes de 71% de PB e 19% no teor da H-cel e aumento nos teores
em 3% de FDN, 13% de FDA, 11% de Lig e 14% no teor de Cel. No bagaco de cana-de-agucar
ocorreram reduc@es de 34% de FDN, 39% de FDA, 50% de Lig, 32% de PB, 33% de Cel e
19% no teor de H-cel. Para a cana-de-acUcar picada apresentaram aumentos nos teores de 32%
de FDN, 13% de FDA, 33% de Lig, 81% de PB, 3% de Cel e 56% no teor de H-cel.
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Tabela 11 — Avaliacdo da composi¢do quimica dos capins submetido ao tratamento bioldgico

com fungo P. albidus CCB 068, por 24 dias. Os resultados foram expressos em (g Kg* MS)

Brachiaria decumbens cv. Basilisk

MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle  906,57¢ 880,468 581,32° 34350F 74,78C¢ 141,798 268,71P 237,824
6° 912,83¢ 891,304 655994 423,114 11567~ 147,628 307,448 232,88°B
120 944518 893,89~ 632,758 402,088 98,71B 168,19~ 303,37F 230,67°B
18° 952,60~ 877,61B 620,38C¢ 38850C 7421¢ 171,13~ 314,28~ 231,88°EC
240 952,60~ 877,608 58344P 36580° 71,770 175824 294,03¢ 217,63°P
E.P.M. ¥ 2,20 3,59 1,58 1,11 0,33 6,08 0,80 0,49
Valor —p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Pennisetum purpureum Schum. cv. Napier
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 938,448  88578B 659,83F 410,88% 102,13% 167,00~ 308,74C 248,954
6° 930,41¢ 891,1548 748,734 500,37~ 159,068 49,26°¢ 341,318 248,364
120 950,11~ 8952548 706,658 463,54C 10380° 54,818 359,74~ 243,12°B
18° 943,178 885478 687,13C 489,028 183,70~ 55498 30532P 198,11°¢
240 906,21° 897,72~ 676,52D 434,70° 14857¢ 71,87B 286,12F 241,82FB
E.P.M. ¥ 2,20 3,59 1,58 1,11 0,33 6,08 0,80 0,49
Valor —p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Cenchrus ciliaris cv. Buffel
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 958,56 A 879,588 726,00~ 525894 131,32C 59,08C¢ 394,58~ 200,10 B
6° 917,76 ¢ 883,05B 70857B 500,658 146,378 133288 354298 207,924
120 943,398 878,138 612,48C 43503C¢ 16854~ 138488 266,49P 177,45€
18° 944,728  896,10” 496,24F 34451F 8951F 14235~ 25500F 151,73P
240 942,678 886,168 562,02P 385710 11457P 157,33~ 271,15¢ 176,31°
E.P.M. ¥ 2,20 3,59 1,58 1,11 0,33 6,08 0,80 0,49
Valor —p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Panicum maximum cv. Aruana
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle  940,68°¢ 897,588 749,350 480,240 13849F 143,18~ 341,75F 269,114
6° 940,56 ¢ 948,814 901,73~ 859,02~ 158,29¢ 32,43B 700,73~ 42,700
120 961,114 940,09~ 868,998 654,918 23798~ 31,64B 41693C 214,08 °
18° 954,81 7B  876,87C 872228 654598 218,278 27268 436,328 217,648
240 950,278  866,83C 774,10¢ 556,27¢ 15596° 41,158 400,31° 217,83B
E.P.M. ' 2,20 3,59 1,58 1,11 0,33 6,08 0,80 0,49
Valor —p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Bagaco de cana-de-agUicar
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 954,274 931,918 887,12~ 673,77~ 26360~ 41,13~ 410,17~ 213,354
6° 91560C 981,72~ 43534F 31455F 98,07F 23,7778 21647F 120,80F
120 956,524 940,968 542,60° 383,690 10057° 20,588 283,11¢ 158,91°
18° 708,65P 980,25A 671,028 469,358 122,70¢ 40,11~ 346,658 201,67°B
240 931,518 98159~ 581,81C 40847C 132,158 279748 276,32P 173,34°€
E.P.M. T 2,20 3,59 1,58 1,11 0,33 6,08 0,80 0,49
Valor —p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Cana-de-agUcar picada
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle  916,64° 984,57~ 414,25P 29250F 73,61¢ 2850C¢ 218,89P 121,75F
6° 942,668 864,24C 611,67~ 34328~ 85928 127068 257,36~ 268,39°B
120 932,82C 886,898 576968 32246C 65390 151,94~ 257,07~ 25450°€
18° 987,80~ 834,92P 540,59C¢ 302,490 5871F 125488 243778 238,10°
240 916,02 887,64B 610,90~ 33536B 11026~ 147,62~ 22510C 275544
E.P.M. T 2,20 3,59 1,58 1,11 0,33 6,08 0,80 0,49
Valor —p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

1 E.P.M. = erro padrao da média
Letras em comum na vertical implica que ndo existe diferenga estatistica significativa pelo teste de Tukey a 5%
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Na Tabela 12 observa-se o resultado do tratamento com o fungo P. ostreatus, apos
24 dias de incubacdo, em relagdo com a amostra controle, sobre a Brachiaria decumbens cv.
Basilisk apresentou reducédo de 2% no teor de H-cel e aumento nos teores de 4% de FDN, 10%
de FDA, 1% de Lig, 21% de PB e 12% no teor de Cel. Na forrageira Pennisetum purpureum
Schum. cv. Napier observaram redugdes em 59% de PB e 14% de no teor de H-cel e aumento
nos teores de 6% de FDN, 16% de FDA, 38% de Lig e 4% no teor de Cel. Para o Cenchrus
ciliaris cv. Buffel ocorreram reducdes de 7% de FDN, 12% de FDA, 3% de Lig e 15% no teor
de Cel e aumentos nos teores em 55% de PB e 5% no teor de H-cel. Para a Panicum maximum
cv. Aruana apresentaram redugdes de 71% de PB e 24% no teor de H-cel e aumentos nos teores
em 12% de FDN, 26% de FDA, 43% de Lig e 15% no teor de Cel. No bagaco de cana-de-agucar
observaram reducfes em 56% de FDN, 58% de FDA, 7% de Lig, 33% de PB, 46% de Cel e
50% no teor de H-cel. Para a cana-de-acUcar picada, ocorreu uma reducao 16% no teor H-cel e
aumentos nos teores de 17% de FDN, 26% de FDA, 2% de Lig, 80% de PB e 31% no teor de
Cel.
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Tabela 12 — Avaliacdo da composi¢do quimica dos capins submetido ao tratamento bioldgico
com fungo P. ostreatus, por 24 dias. Os resultados foram expressos em (g Kg* MS)

Brachiaria decumbens cv. Basilisk

MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 906,574 880,464 581,32~ 343508 74,788 141,79B 268,71B 237,827
6° 929,76 A 887,16 653,724 4005478 80,888 17532~ 319,66~ 253,194
120 939,034 892,134 641,89 4124078 109,754 181,16~ 302,6678 22949 A
18° 645,26 A 888,71~ 672,954 430,394 96,3448 172,28~ 334,05~ 242564
240 949,53~ 894,48~ 60577~ 3804078 7561B 178,98~ 304,784B 22538 A
E.P.M.T 33,62 8,21 37,82 24,94 8,52 7,10 17,03 12,87
Valor —p 1,000 0,999 0,997 0,989 <0,01 <0,01 <0,01 0,999
Pennisetum purpureum Schum. cv. Napier
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 938,444 88578~ 659,83¢ 410,88C¢ 102,13P 167,00~ 308,74C 248,95 BC
6° 813,008 905,89~ 916,314 604,23~ 196,03~ 6589°B 408,20~ 312,08~
120 956,27 A 897,77 769,998 512,63B 160,64 68,468 351,99BC 257368
18° 953,524 902,66 726,79BC 503618 129,42C 54548 3742078 223,18 8BC
240 943,67 888,24~ 701,30B¢ 486,61B 164,46 68,85B 322,15¢ 214,69 °¢
E.P.M.T 33,62 8,21 37,82 24,94 8,52 7,10 17,03 12,87
Valor —p 1,000 0,998 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Cenchrus ciliaris cv. Buffel
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 958564 87958~ 726,00~ 52589~ 131,32B 59,08°¢ 394,584 200,10~
6° 938,23~ 897,67~ 701,354 48571~ 136,31 169,11~ 3494078 215644
120 952,76 A 893,27~ 707,27~ 492,62~ 136,00~ 164,82~ 356,62C 214,654
18° 953,14~ 887,79 694,134 482,40~ 102,19€¢ 13227B 380,227B 211,727
240 948,36 A 894,70~ 672,34~ 462,497 127,38 130,97B 335118 209,84 A
E.P.M.T 33,62 8,21 37,82 24,94 8,52 7,10 17,03 12,87
Valor —p 1,000 0,999 0,999 0,999 <0,01 <0,01 <0,01 0,999
Panicum maximum cv. Aruana
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 940,68~ 897,588 749,358  480,24B 138,49C 143,18~ 341,758 269,117
6° 943,634 947,10~ 897,26~ 659,884 236,11% 48538B 42377~ 237,38 48
120 956,784 903,08 867,52 686,94~ 309,77~ 34,088 377,177B 180,58 ¢
18° 936,634 930,89~ 870,72~ 670,78~ 259,83B  34,92FB 410,954 199,93 ¢
240 947,11A 940,41~ 850,467 64570~ 242538 41478 403,17~ 204,75 BC
E.P.M.T 33,62 8,21 37,82 24,94 8,52 7,10 17,03 12,87
Valor —p 1,000 0,961 1,000 0,992 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Bagaco de cana-de-agUicar
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 954274 931,918 887,12~ 673,77~ 26360~ 41,13~ 410,17~ 213,357
6° 927,08~ 946,15~ 39858B  28387B 80,498 32,854 203,388 114,718
120 956,524 940,954 392,68B 284,99 83,008 31,894 201,988 107,688
18° 944,42 A 9353848 406,818 291,18B 79,628 32,23 A 211568 11563 B
240 947,534 913,038 392,74B  286,13B 65,738 27,60 A 220,398 106,618
E.P.M.* 33,62 8,21 37,82 24,94 8,52 7,10 17,03 12,87
Valor-p 0,999 0,993 1,000 1,000 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Cana-de-Acucar picada
MS MO FDN FDA Lig PB Cel H-cel
Controle 916,64~ 98457~ 414258 292508 7361°C 28,50 ¢ 218,898  121,75°B
6° 927,40~ 883,03B 569,764 332,208 987348 164,15~ 233478 237564
12°0 932,82~ 886,898 57330~ 330,48“B 100,30~ 1539048 230,18B 242,824
18° 938,13~ 869,758 572,27~ 3448178 0969048 141468 247918 227464
240 921,70~ 977,98~ 496,48 7B 394,27~ 7529BC 1438448 31898~ 102,208
E.P.M.* 33,62 8,21 37,82 24,94 8,52 7,10 17,03 12,87
Valor-p 0,999 0,989 1,000 1,000 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

1 E.P.M. = erro padrao da média
Letras em comum na vertical implica que ndo existe diferenca estatistica significativa pelo teste de Tukey a 5%.
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Apobs o tratamento fisico, realizado no momento da esterilizacdo das forrageiras
(item 4.6.1), fez com que ocorresse alteracdes na parede celular, permitindo maior atuacdo dos
fungos sobre nas mesmas. Em seguida foi realizado o tratamento bioldgico com a inoculagédo
dos fungos, que atuaram sobre a forrageiras por 24 dias.

A inoculagdo do fungo P. sajor-caju CCB 020 sobre as forrageiras Aruana e Napier
mostrou diminuicdo no teor de PB, para a Brachiaria, Buffel, bagaco de can-de-agucar e cana-
de-acucar picada ndo foram observados, talvez pelo consumo do N, no crescimento do fungo.
Também o fungo P. sajor-caju CCB 020 ndo apresentou variacGes significativas quanto as
degradac0es da Lig e da Cel, mas sim degradou preferencialmente a H-cel do Napier, Aruana,
bagaco de cana-de-agucar e cana-de-agUcar picada, 0 mesmo ndo ocorrendo para a Brachiaria
e Buffel.

No cultivo do P. ostreatus var. shimeji ndo apresentou significamente aumento no teor
de PB para nenhuma das forrageiras. Mas o fungo P. ostreatus var. shimeji atuou sobre as
forrageiras Brachiaria, Napier, Buffel, bagaco de cana-de-aglcar e cana-de-agUcar picada,
degradando a Lig. Para os teores de Cel e H-cel apenas ocorreram degradacdo nas forrageiras
Napier e Aruana, nas demais forrageiras apenas a Cel, para Brachiaria e a H-cel para o bagaco
de cana-de-agUcar.

Para o tratamento bioldgico com fungo P. albidus CCB 068 nas forrageiras Brachiaria,
Napier e Aruana, o fungo demostrou uma afinidade em degradar H-cel de ambas as forrageiras
e somente para a forrageira Brachiaria houve aumento da PB. O tratamento biolégico com o
Buffel demostrou melhor eficiéncia na acdo do fungo, na degradacGes em todo material
lignocelul6sico e um aumento no teor de PB. Entretanto para a cana-de-agUcar picada ndo
ocorreu degradacéo nos teores de Lig, Cel e H-cel, mas um aumento no teor de PB. No entanto
para bagaco de cana-de-agucar houveram degradacdes nas fracdes fibrosas de Lig, Cel e H-cel,
ndo havendo aumento no teor de PB.

Para o fungo P. ostreatus apresentou aumento no teor de PB nas forrageiras Brachiaria,
Buffel e cana-de-acUcar picada, ndo sendo observado nas forrageiras Napier, Aruana e bagaco
de cana-de-agUcar. Na degradagdo da Lig apenas ocorreu no bagago de cana-de-aglcar, ndo
apresentaram variagdes significativas para as demais forrageiras, sendo preferencialmente
degradada a Cel e/ou a H-cel nas demais forrageiras.

Os fungos conseguem suas exigéncias da decomposicdo da MO e constituintes
celuloliticos. 1sso pode explicar as mudancas do cultivo dos Pleurotus cultivados nas
forrageiras. Estes fungos s@o incapazes de suprir todas as suas necessidades de C para seu
crescimento/deslignificacdo (RUGGERI e SASSI, 2003).
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O maior teor de PB apresentados em algumas nas forrageiras pode ser devido a uma das
raz0es: a presenca de microrganismos, enzimas extracelulares e ingredientes de meios residuais
(BALL e JACKSON, 1995; SIDDHANT and SINGH, 2009); A captura de acesso N por
fermentacdo aerobica por fungos (AKINFEMI, 2010); A proliferacdo de fungos durante a
degradacdo (AKINFEMI e OGUNWOLE, 2012).

Resultados semelhantes foram obtidos por (JAFARI, 2007; AKINFEMI e
OGUNWOLE; 2012) onde P. ostreatus cultivado sobre a palha de arroz, causando um aumento
da PB, teor de cinzas e diminuicdo no teores de H-cel, MO, FB, FDA, FDN e Lig.

Segundo Castro et al. (2004) o P. sajor-caju como outros fungos sédo eficientes em
reduzir as fragbes FDN, FDA e aumentar o teor de PB dos substratos a base de residuos de
lixadeira de algodao.

Em estudos observados por Schmidt et al. (2003b), em tempos de incubac6es diferentes
pelo fungo P. ostreatus, na avaliagdo do valor nutricional do feno de braquiaria, por 42 dias
houve reducéo do teor de FDN em 5% e o de H-cel em 30%; e elevou o teor de Lig em 20%,
além de elevar o teor de PB em 13%. Estes resultados sdo comparaveis aos obtidos por Schmidt
et al. (2003a), que verificaram diminuicdo média de 15,3% no teor de FDN e 33,0% no teor de
H-cel, com elevacdo de 39% no teor de PB, apds a incubacdo do feno de braquiéria por 35 dias,
com P. ostreatus, nas mesmas condicgdes.

Observou-se também que o0 aumento nos valores de PB foi com o decorrer da incubagéo,
o fungo Pleurotus ndo fixa nitrogénio atmosférico, e 0 aumento no teor de PB do substrato deve
ser atribuido a perda de carboidratos caracteristica do crescimento fungicos (NICOLINI et al.,
1993). O teor médio de PB foi elevado em 39% entre o inicio e o final da incubag&o. Nicolini
et al. (1993) observaram aumentos de 18,7% no teor de PB ap6s 70 dias de incubacdo com P.
ostreatus na palha de trigo. J& em Bisaria, Madan e Vasudevan (1997), o aumento no teor de
PB, ap6s 20 dias de incubacdo, foi de 141,9%, usando o mesmo fungo e volumoso, em
condigdes de laboratdrio.

Contudo, Moyson et al. (1991) observaram que ap0s 84 dias de incubacdo com duas
espécies do género Pleurotus, houve degradacdo de hemicelulose e lignina (59 e 54%) e uma
pequena diminuigdo no teor de celulose (11%).

Alguns autores afirmam que a incluséo de fonte de nitrogénio, em substratos pobres
destes elementos, proporciona aumento na producdo de fungo, principalmente nas especies
P. sajor-caju (ZADRAZIL, 1980; ROYSE; FALES; KARUNANANDAA, 1991; PERMANA
et al., 2000). No entanto, Bisaria, Madan e Vasudevan (1997) destacaram a importancia da

suplementacéo proteica de substratos pobres em N, mas em pequenas doses, pois 0 excesso de
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nitrogénio (N) também pode inibir a sintese das enzimas degradadoras da lignina, podendo,
desta forma diminuir a degradagéo do substrato e interferir negativamente no crescimento.

Para Gongalves (2007) em estudo com fungos, o P. sajor-caju e Agaricus blazei foram
inoculados em residuo de algoddo para alimentacdo de ruminantes, constatou o aumento da PB,
estando relacionado com a suplementacao de ureia com 1% de N e com a presenca de micélios
dos fungos no substrato. Em relagdo ao Agaricus blazei quando desidratado, € rico em proteinas
e carboidratos contendo aproximadamente 40% de PB e 38% de carboidratos (MIZUNO, 1995;
MORAIS et al., 2000).

Van Soest (1994) relatou ainda que a lignina € resistente a degradacdo quimica ndo
sendo digerida pelas bactérias do ramen, formando, assim, complexas associa¢des com a
celulose e a hemicelulose, reduzindo a digestibilidade da fibra.

Os fungos do género Pleurotus destacam-se por apresentar alto valor nutritivo, pouca
exigéncia em relacdo ao substrato e, segundo Platt, Hadar e Chet (1984), produzem um
complexo enzimatico que inclui, entre outras, as enzimas celulase, hemicelulase, lignase e
lacase. A lacase, uma fenol-oxidase caracteristica dos basidiomicetos causadores da podriddo
branca, degrada lignina fendlica e nao fendlica, produzindo &cidos aromaticos (BUSWELL,
ODIER; KIRK, 1987). Cultivando Pleurotus ostreatus ‘florida’ sobre palha de arroz, Platt,
Hadar e Chet (1984) afirmaram que 40 a 50% do contetdo de lignina pode ser diminuido em
um periodo de 35 a 45 dias, sendo que a degradacéo da lignina é maior durante a fase inicial de
colonizacdo do substrato.

Berger et al. (1994) citaram trabalhos nos quais a fermentacdo sélida de residuos
lignocelul6sicos acarretou perdas de matéria seca de 17 a 42%. Segundo estes autores, estas
perdas, bem como o longo tempo necessario para o tratamento, sdo as principais desvantagens
do uso de fungos da podridao branca no tratamento biolédgico. Os resultados obtidos no estudo
discordam deste, testando as quatro espécies de fungo, no periodo de 24 dias, nas seis
forrageiras a tendéncia foi de aumento da MS.

Essas caracteristicas quimicas das forrageiras apés 24 dias de tratamento bioldgico,
juntamente com o tratamento fisico, muito também se deve as diferengas no tocante & parede
celular, podem ser atribuidas a melhor crescimento dos fungos nas forrageiras. E 0 aumento do
teor de PB das forrageiras deve ser atribuidas a perda de carboidratos, caracteristicas do
crescimento dos fungos e também a adi¢do de N presente na vinhacga na inoculagao dos fungos

nas forrageiras.
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E possivel inferir que o tratamento de forrageiras com os fungos é uma alternativa
interessante e que pode vir a ser usado como ingrediente alimentar nas dietas, com o cuidado
do tempo de incubacdo e escolha da espécie do fungo inoculado na forrageira. Uma analise da

qualidade das proteinas presentes poderia ajudar a concluir qual o melhor tratamento.

5.8. Avaliacdo da producéo de gases e degradabilidade in vitro pos tratamento bioldgico

A técnica in vitro de producdo de gases € capaz de simular o ambiente ruminal e a
digestdo enzimatica; também descrevem a cinética de fermentacdo ruminal e estimam o
consumo, sendo dessa forma, uma opcao para o estudo de diversos alimentos utilizados na dieta
de ruminantes (THEODOROU et al., 1994).

No presente experimento, com a técnica de producdo de gases, foi avaliado seis
forrageiras tropicais cuja composi¢do bromatoldgica foi determinada conforme item 5.7. e
experimento de avaliacdo da degradabilidade conforme consta no item 4.10 do material e
métodos. As Tabelas 13 a 16 mostram o perfil de producéo de gases, indicando os valores de
producdo total de gases em 24 horas.

O fungo P. sajor-caju CCB 020 crescido na forrageira Brachiaria, apresentou
diminuigdo nos pardmetros PG24 (mL/g MS), PG (mL/g MOVD), PG (mL/g FDND), MOVD
(g/kg) e FDND (g/kg) em 1,56 — 1,75 — 2,20 — 1,12 — 1,43 vezes, respectivamente, em relacao
a amostra controle com decorrer do 24° dia de incubagéo.

Para a forrageira Napier, os resultados mostraram diminuigdo nos parametros PG4
(mL/g MS), PG (mL/g MOVD) e PG (mL/g FDND) em 1,23 — 1,29 — 1,53 vezes,
respectivamente, em relacdo a amostra controle com decorrer do 24° dia de incubacdo. N&o
apresentaram variagoes significativas para MOVD (g/kg) e FDND (g/kg).

Para a forrageira Buffel, observou uma diminuicdo nos parametros PG (mL/g MOVD),
MOVD (g/kg) e FDND (g/kg) em 1,62 — 1,38 — 1,53 vezes, respectivamente, em relagdo a
amostra controle com decorrer do 12° dia de incubagéo. N&o apresentaram efeitos significativos
para PG2s (mL/g MS) e PG (mL/g FDND).

Para a forrageira Aruana, foi verificado um aumento no parametro MOVD (g/kg) em
1,20 vezes em relagdo a amostra controle com decorrer do 24° dias de incubacdo. N&o
diferenciaram estatisticamente para PG4 (mL/g MS), PG (mL/g MOVD), PG (mL/g FDND) e
FDND (g/kg).

Para o bagaco de cana-de-agucar, observou um aumento no pardametro MOVD (g/kg)

em 1,76 vezes em relacdo a amostra controle com decorrer do 24° dia de incubacdo. Nao
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apresentaram efeitos significativos para PG4 (mL/g MS), PG (mL/g MOVD), PG (mL/g
FDND) e FDND (g/kg).

Para a cana-de-acucar picada, foi encontrado uma diminuicdo no parametro PG (mL/g
MOVD) em 1,17 vezes em relacdo a amostra controle com decorrer do 18° dias de incubacao.
Para os parametros PG (mL/g FDND) e FDND (g/kg) apresentaram aumento de 4,48 e 4,98
vezes em relacdo a amostra controle com decorrer do 18° dia de incubag&o. N&o apresentaram
variagoes significativas para PGz4 (mL/g MS) e MOVD (g/kg).
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Tabela 13 — Parametros de producédo de gases e degradabilidade in vitro das forrageiras, sob
influéncia do fungo P. sajor-caju CCB 020, em 24 dias de cultivo

Brachiaria decumbens cv. Basilisk

Dias
Pardmetros * 0° 6° 12° 18° 240 E.P.M." Valor-p
PG24 (mL/g MS) 160,334 152,524 14220~ 108,598 102,24B 9,21 <0,01
PG (mL/g MOVD) 93,26 A 85,93 A 82,99 A 54,308 53,158 6,07 <0,01
PG (mL/g FDND) 58,744 50,32 A 57,16 A 28,1768 26,718 6,32 <0,01
MOVD (g/kg) 581,70~ 563,26 A  582,43” 500,208 515,858 26,6 0,005
FDND (g/kg) 366,43~ 329,688 400,20~ 259,648 255,028 36,1 0,001
Pennisetum purpureum Schum. cv. Napier
Dias
Pardmetros * 0° 6° 12° 18° 240 E.P.M." Valor-p
PG24 (MmL/g MS) 146,36 4 1334578 118,978 126,44 /B 120,518 9,21 0,027
PG (mL/g MOVD) 77,34~ 653378 60,8148 66,6078 59,778 6,07 0,041
PG (mL/g FDND) 53,714  44904% 389148 33408 35,038 6,32 0,013
MOVD (g/kg) 524,484 488,614 511,174 527,124 495184 26,6 0,511
FDND (g/kg) 361,654 33518~ 327,12~ 264,67~ 289534 36,1 0,072
Cenchrus ciliaris cv. Buffel
Dias
Parametros * 0° 6° 12° 18° 24° E.P.M.T Valor—p
PG24 (MmL/g MS) 117,02# 114,494~  100,15# 102,15~ 106,024 9,21 0,274
PG (mL/g MOVD) 48,86 40,8448 30,208 35,0248 43,2048 6,07 0,031
PG (mL/g FDND) 34,44 A 26,56 A 19,294 19,454 30,054 6,32 0,079
MOVD (g/kg) 417,60 356,0348C 301,49C¢ 342,53BC 407,37 48 26,6 0,001
FDND (g/kg) 294,394 231,197 19257B 189,978 283,29 A8 36,1 0,009
Panicum maximum cv. Aruana
Dias
Parametros * 0° 6° 12° 18° 24° E.P.M.T Valor—p
PGa4 (mL/g MS) 106,494 116,94~ 112,37~ 105884 118544 9,21 0,532
PG (mL/g MOVD) 43,874 52,83 A 50,514 49,97 A 58,63 A 6,07 0,201
PG (mL/g FDND) 31,484 38,134 36,09 A 28,054 39,67 A 6,32 0,336
MOVD (g/kg) 411,608 4519448 4490948 4724378 495414 26,6 0,038
FDND (g/kg) 205204 326,21~ 320,61~ 26557* 33568% 36,1 0,306
Bagaco de cana-de-agUcar
Dias
Parametros * Qe 6° 120 18° 24° E.P.M.T Valor-p
PGa4 (mL/g MS) 75,47 A 79,99 A 87,07 A 89,47 A 93,514 9,21 0,298
PG (mL/g MOVD) 11,714 13,78 A 20,80 A 23,50 A 25,54 A 6,07 0,107
PG (mL/g FDND) 8,494 8,424 11,894 6,07 A 12,774 6,32 0,822
MOVD (g/kg) 153,52 ¢ 183,79B¢ 230,7478 262,61~ 271,094 26,6 <0,01
FDND (g/kg) 110,784 117,61~  127,25% 67,734 134,184 36,1 0,393
Cana-de-agucar picada
Dias
Parametros * Qe 6° 120 18° 24° E.P.M." Valor-p
PG24 (ML/g MS) 214294 189,96~ 203,53~ 193314 213654 9,21 0,126
PG (mL/g MOVD) 130,494 1158978 123,0878 110,708 124,68 48 6,07 0,017
PG (mL/g FDND)  15,10¢ 19,85 B¢ 79,714 67,754 34,908 6,32 <0,01
MOVD (g/kg) 608,734 608,92~ 60343~ 571,96” 583914 26,6 0,543
FDND (g/kg) 70,068  101,80® 389,714 349,45A 164,054 36,1 <0,01

* PG2s4 MS = producéo total de gases em 24 horas; PG = producdo de gases; MOVD = matéria organica verdadeiramente
degradada; FDND = fibra em detergente neutro degradado. ¥ E.P.M. = erro padrdo da média.
Letras em comum na horizontal, para cada forrageira, implica que ndo existe diferenca estatistica significativa pelo

teste de Tukey a 5%.
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O fungo P. ostreatus var. shimeji crescido na forrageira Brachiaria, os resultados
mostraram uma diminuicdo nos parametros PG24 (mL/g MS); PG (mL/g MOVD) e PG (mL/g
FDND) em 1,38 — 1,43 — 1,85 vezes, respectivamente, em relagdo a amostra controle com
decorrer do 24° dia de incubacdo. Nao apresentaram efeitos significativos para MOVD (g/kg)
e FDND (g/kg).

Para a forrageira Napier, apresentou diminui¢do nos parametros PG (mL/g MOVD) e
MOVD (g/kg) em 2,39 e 4,19 vezes, respectivamente, em relacdo a amostra controle com
decorrer do 12° dia de incubacdo. Para os parametros PG2s4 (mL/g MS) e PG (mL/g FDND)
apresentaram aumento de 1,78 e 1,63 vezes, respectivamente, em relacdo a amostra controle
com decorrer do 12° dia de incubag&o. N&o apresentou efeito significativo para FDND (g/kg).

Para a forrageira Buffel, foi verificado uma diminui¢do nos parametros PG (mL/g
FDND) e MOVD (g/kg) em 1,62 e 1,26 vezes, respectivamente, em relacdo a amostra controle
com decorrer do 12° dia de incubacdo. N&o diferenciaram estatisticamente para PG24 (mL/g
MS), PG (mL/g MOVD) e FDND (g/kg).

Para a forrageira Aruana, observou uma diminui¢do no parametro PG (mL/g FDND) em
1,51 vezes em relacdo a amostra controle com decorrer do 24° dia de incubacdo. Nao
apresentaram efeitos significativos para PGz4 (mL/g MS), PG (mL/g MOVD), MOVD (g/kg) e
FDND (g/kg).

J& para o bagaco de cana-de-agUcar, apresentou aumento nos parametros PG (mL/g
MOVD), MOVD (g/kg) e FDND (g/kg) em 3,03 — 2,44 — 2,24 vezes, respectivamente, em
relacdo a amostra controle com decorrer do 24° dia de incubacdo. Nao diferenciaram
estatisticamente para PGz4 (mL/g MS) e PG (mL/g FDND).

Para a cana-de-agUcar picada, proporcionou uma diminuicdo nos parametros PGas
(mL/g MS) e PG (mL/g MOVD) em 1,40 — 1,55 vezes, respectivamente, em relacdo a amostra
controle com decorrer do 24° dia de incubacdo. Para os parametros PG (mL/g FDND), MOVD
(9/kg) e FDND (g/kg) apresentaram aumento de 3,48 — 1,15 — 4,90 vezes, respectivamente, em
relagdo a amostra controle com decorrer do 24° dia de incubagdo. Com exce¢do ao MOVD

(9/kg) que apresentou aumento ao sexto dia de incubacéo.
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Tabela 14 — Parametros de producédo de gases e degradabilidade in vitro das forrageiras, sob
influéncia do fungo P. ostreatus var. shimeji, em 24 dias de cultivo
Brachiaria decumbens cv. Basilisk

Dias
Pardmetros * 0° 6° 12° 18° 240 E.P.M." Valor-p
PG4 (MmL/g MS) 160,338 160,69~ 1554148 136,198 115,665 15,9 0,025
PG (mL/g MOVD) 93,26~ 96,354 96,82~ 78,398 64,94 B 8,02 <0,01
PG (mL/g FDND) 58,74~ 64,18~ 6507~ 49,66 "8 31,758 6,53 <0,01
MOVD (g/kg) 581,70~ 598,06 4 620,73~ 57546~ 561,16~ 30,4 0,354
FDND (g/kg) 366,434 397,02~ 41524~ 364,37~ 273,907 53,4 0,096
Pennisetum purpureum Schum. cv. Napier
Dias
Pardmetros * 0° 6° 12° 18° 240 E.P.M." Valor-p
PGa4 (ML/g MS) 146,368 148,708 261,06 120,06® 105,18 ° 15,9 <0,01
PG (mL/g MOVD) 77,34~ 76,91~ 32,378 61,47 A 54,92 AB 8,02 <0,01
PG (mL/g FDND) 53,718 53,148 8743~  38,38°BC 27,04 ¢ 6,53 <0,01
MOVD (g/kg) 524,48~ 520,15~ 12521B 51299~ 519,664 30,4 <0,01
FDND (g/kg) 361,654 361,25~ 335847 321,08A 253,18 A 53,4 0,249
Cenchrus ciliaris cv. Buffel
Dias
Parametros * 0° 6° 12° 18° 24° E.P.M.T Valor-p
PG2s (mL/g MS) 117,024 136,304 110,090~ 114,79~ 119,184 15,9 0,539
PG (mL/g MOVD) 48,864~ 57,51~ 36414 42,24~ 51,624 8,02 0,092
PG (mL/g FDND) 34,4478 42977 21258 305578 37,460"8 6,53 0,021
MOVD (g/kg) 417,60~ 421,75” 331,808 367,347 433,364 30,4 0,006
FDND (g/kg) 294,394 315,027 19422A 265367 314,58 A 53,4 0,146
Panicum maximum cv. Aruana
Dias
Parametros * 0° 6° 12° 18° 24° E.P.M.T Valor-p
PGa4 (MmL/g MS) 106,49~ 132,384 111,64~ 107,164 90,22 A 15,9 0,141
PG (mL/g MOVD) 4387~ 62,394 52954 46,56 A 40,00 A 8,02 0,060
PG (mL/g FDND) 31,4848 4797~ 357878 30,88 /B 20,808 6,53 0,002
MOVD (g/kg) 411,60~ 471,76~ 47501A 433,12~ 443,037 30,4 0,202
FDND (g/kg) 29520~ 362,954 321,40~ 286,36” 229,964 53,4 0,169
Bagaco de cana-de-agUcar
Dias
Parametros * Qe 6° 12° 18° 24° E.P.M.T Valor-p
PGa4 (MmL/g MS) 75477 90,914~ 76,834 95,43 A 94,66 A 15,9 0,562
PG (mL/g MOVD) 11,718 11,808 17,0648 31,308 35,56 A 8,02 0,006
PG (mL/g FDND) 8,49 A 8,154 8,57 A 18,59 A 23,574 6,53 0,059
MOVD (g/kg) 153,52 8¢ 126,89¢ 221,23B 326,26~ 375,334 30,4 <0,01
FDND (g/kg) 110,788 86,598 110,567 192,737 248,60~ 53,4 0,017
Cana-de-agUcar picada
Dias
Parametros * Qe 6° 12° 18° 24° E.P.M." Valor-p
PGa4 (MmL/g MS) 21429~ 227,454 205,75~ 154,758 152458 15,9 <0,01
PG (mL/g MOVD) 130,498 160,40 12350® 87,09¢ 83,95°¢ 8,02 <0,01
PG (mL/g FDND) 15,108 22,028 20,448 16,09 B 52,654 6,53 <0,01
MOVD (g/kg) 608,738 705,224 599,708 613,078 549558 30,4 <0,01
FDND (g/kg) 70,068 96,818 98,108 207,06 AB 343,74 AB 53,4 <0,01

* PG2s4 MS = producéo total de gases em 24 horas; PG = producdo de gases; MOVD = matéria organica verdadeiramente
degradada; FDND = fibra em detergente neutro degradado. T E.P.M. = erro padrdo da média.

Letras em comum na horizontal, para cada forrageira, implica que ndo existe diferenca estatistica significativa pelo
teste de Tukey a 5%.
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O fungo P. albidus CCB 068 crescido na forrageira Brachiaria, observou uma
diminuicdo no parametro PG24 (mL/g MS) em 1,24 vezes em relacdo a amostra controle no
decorrer do 24° dia de incubacdo. Ndo observaram efeitos significativos para PG (mL/g
MOQOVD), PG (mL/g FDND), MOVD (g/kg) e FDND (g/kg).

Para a forrageira Napier, apresentaram diminui¢des nos parametros PG2s (mL/g MS),
PG (mL/g MOVD), PG (mL/g FDND) e MOVD (g/kg) em 1,26 — 1,84 — 3,02 — 1,45 vezes,
respectivamente, em relacdo a amostra controle com decorrer do 24° dia de incubacdo. N&o
apresentou efeito significativo para FDND (g/kg).

Para a forrageira Buffel, foi encontrado uma diminui¢&o no parametro FDND (g/kg) em
2,78 vezes em relagdo a amostra controle com decorrer do 18° dia de incubagdo. N&o foram
encontrados efeitos significativos para PG24 (mL/g MS), PG (mL/g MOVD), PG (mL/g FDND)
e MOVD (g/kg).

Para a forrageira Aruana, os resultados mostraram diminui¢cdes nos parametros PGos
(mL/g MS), PG (mL/g MOVD) e MOVD (g/kg) em 1,68 — 5,21 — 3,06 vezes, respectivamente,
em relacdo a amostra controle com decorrer do 18° dia de incubacdo. Os resultados nédo
mostraram efeitos significativos para PG (mL/g FDND) e FDND (g/kg).

Para o bagaco de cana-de-agUcar, apresentaram aumentos nos parametros PGzs (mL/g
MS), PG (mL/g MOVD), PG (mL/g FDND) e MOVD (g/kg) em 3,63 — 10,08 — 5,44 — 2,79
vezes, respectivamente, em relacdo a amostra controle com decorrer do 18° dia de incubacéo.
Né&o apresentou efeito significativo para FDND (g/kg).

Para a cana-de-agucar picada, foram encontrados diminui¢cGes nos parametros PG2s
(mL/g MS) e PG (mL/g MOVD) em 2,55 e 3,14 vezes, respectivamente, em relacdo a amostra
controle com decorrer do 18° dia de incubagéo. Para os pardmetros PG (mL/g FDND) e FDND
(g/kg) apresentaram aumentos de 4,37 e 5,62 vezes respectivamente, em relacdo a amostra
controle com decorrer do 24° dia de incubacdo. Nao foi encontrado efeito significativo para
MOVD (g/kg).
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Tabela 15 — Parametros de producédo de gases e degradabilidade in vitro das forrageiras, sob
influéncia do fungo P. albidus CCB 068, em 24 dias de cultivo
Brachiaria decumbens cv. Basilisk

Dias
Pardmetros * 0° 6° 12° 18° 240 E.P.M." Valor-p
PG24 (mL/g MS) 160,334 134,788 1450178 134,74® 128,36 B 8,49 <0,01
PG (mL/g MOVD) 93,26 A 65,68 A 75,90 A 71,034 73,44 A 7,10 0,346
PG (mL/g FDND) 58,74 A 40,89 A 47,38 A 44,614 45,76 A 7,84 0,921
MOVD (g/kg) 581,70 A 486,94~ 523,14A 523,834 573,404 3,57 0,249
FDND (g/kg) 366,43~ 302,90 326,34~ 326,39~ 358,29 A 40,08 0,358
Pennisetum purpureum Schum. cv. Napier
Dias
Pardmetros * 0° 6° 12° 18° 240 E.P.M." Valor-p
PG24 (MmL/g MS) 146,36~ 106,362 113,448% 120,31® 11598°B 8,49 <0,01
PG (mL/g MOVD) 77,3448 44294 42,80 A 50,538 41,96 A 7,10 <0,01
PG (mL/g FDND) 53,714 32,4848 2309548 30,398 17,76 8 7,84 <0,01
MOVD (g/kg) 524,484 41755% 376514 420,674 359,87 B 3,57 <0,01
FDND (g/kg) 361,654 306,757 210,10~ 253474~ 150,56 A 40,08 0,102
Cenchrus ciliaris cv. Buffel
Dias
Parametros * 0° 6° 12° 18° 24° E.P.M.T Valor—p
PG24 (MmL/g MS) 117,024 124,09~ 106,484 112,89 104,694 8,49 0,153
PG (mL/g MOVD) 48,86~ 59,75 A 47,34 A 57,25 A 50,58 A 7,10 0,204
PG (mL/g FDND) 34,44 A 43,914 21,69 A 12,42 A 19,384 7,84 0,251
MOVD (g/kg) 417,60~ 477,28~ 44337~ 504,81~ 482,614 3,57 0,123
FDND (g/kg) 294,398 348,57” 201,957% 105,798 184,217 40,08 <0,01
Panicum maximum cv. Aruana
Dias
Parametros * 0° 6° 12° 18° 24° E.P.M.T Valor—p
PGa4 (mL/g MS) 106,49~ 68,138 66,88 B 63,03 B 72,228 8,49 0,002
PG (mL/g MOVD) 43,874 9,208 10,67 B 8,418 13,048 7,10 <0,01
PG (mL/g FDND) 31,48 A 6,12 A 6,07 A 8,124 5,954 7,84 0,153
MOVD (g/kg) 411,60~ 136,078 158554B 134,198 180,58 B 3,57 <0,01
FDND (g/kg) 295204 90,954 89,694 129,584 82,434 40,08 0,258
Bagaco de cana-de-agUcar
Dias
Parametros * Qe 6° 120 18° 24° E.P.M.T Valor-p
PGa4 (mL/g MS) 7547P 205,76 183,67B¢ 27412~ 17501°¢ 8,49 <0,01
PG (mL/g MOVD) 11,718 114,75 A 93,28 A 118,12 A 87,094 7,10 <0,01
PG (mL/g FDND) 8,498 0,528 26,9248 46,23~ 26,6748 7,84 <0,01
MOVD (g/kg) 153,528 557,684 508,154 429,07~ 496,384 3,57 <0,01
FDND (g/kg) 110,784 11254~ 147,06” 16596~ 150,334 40,08 0,125
Cana-de-agucar picada
Dias
Parametros * Qe 6° 120 18° 24° E.P.M." Valor-p
PG24 (ML/g MS) 214294 108,26¢ 96,13°®  83,95° 167,978 8,49 0,001
PG (mL/g MOVD) 130,49% 52,76 °¢ 46,55 € 41,58 ¢ 97,878 7,10 <0,01
PG (mL/g FDND) 15,108 29,858 19,928 18,528 66,114 7,84 <0,01
MOVD (g/kg) 608,734 485534 48562 495984 583,114 3,57 0,241
FDND (g/kg) 70,068 273,094 209,314 2215748 394,264 40,08 0,007

* PG2s4 MS = producéo total de gases em 24 horas; PG = producdo de gases; MOVD = matéria organica verdadeiramente
degradada; FDND = fibra em detergente neutro degradado. T E.P.M. = erro padrdo da média.

Letras em comum na horizontal, para cada forrageira, implica que ndo existe diferenca estatistica significativa pelo
teste de Tukey a 5%.
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O fungo P. ostreatus crescido na forrageira Brachiaria, ndo apresentaram efeito
significativo para PG2s (mL/g MS), PG (mL/g MOVD), PG (mL/g FDND), MOVD (g/kg) e
FDND (g/kg).

Para a forrageira Napier, observou-se uma diminuic¢ao nos parametros PG24 (mL/g MS),
PG (mL/g MOVD), PG (mL/g FDND) e MOVD (g/kg) em 1,40 — 1,89 — 2,25 — 1,35 vezes,
respectivamente, em relagéo a amostra controle com decorrer do 24° dia de incubacdo. N&o
diferenciou estatisticamente para FDND (g/kg).

Para a forrageira Buffel, ndo apresentaram variagdes significativas para PGzs (mL/g
MS), PG (mL/g MOVD), PG (mL/g FDND), MOVD (g/kg) e FDND (g/kg).

Para a forrageira Aruana, apresentram diminui¢des nos parametros PG (mL/g MOVD),
PG (mL/g FDND), MOVD e FDND (g/kg) em 3,38 — 4,69 — 2,29 — 3,17 vezes, respectivamente,
em relacdo a amostra controle com decorrer do 24° dia de incubacdo. Nao apresentou efeito
significativo para PGo4 (mL/g MS).

Para 0 bagaco de cana-de-agUcar, foram encontrados aumento nos parametros PG24
(mL/g MS), PG (mL/g MOVD), PG (mL/g FDND) e MOVD (g/kg) em 2,88 — 11,69 — 3,52 —
4,09 vezes, respectivamente, em relacdo a amostra controle com decorrer do 24° dia de
incubacdo. Ndao foi encontrado efeito significativo para FDND (g/kg).

Para a cana-de-agUcar picada, os resultados mostraram uma diminuigdo nos parametros
PG2s4 (mL/g MS) e PG (mL/g MOVD) em 1,39 e 1,36 vezes, respectivamente, em relacdo a
amostra controle com decorrer do 18° dia de incubacédo. Para os parametros PG (mL/g FDND)
e FDND (g/kg) apresentaram aumento de 4,31 e 5,98 vezes respectivamente, em relacdo a
amostra controle com decorrer do 18° dia de incubagdo. Nao foi mostrado efeito significativo
para MOVD (g/kg).
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Tabela 16 — Parametros de producédo de gases e degradabilidade in vitro das forrageiras, sob
influéncia do fungo P. ostreatus, em 24 dias de cultivo

Brachiaria decumbens cv. Basilisk

Dias
Parametros * 0° 6° 12° 18° 240 E.P.M.T Valor-p
PG4 (MmL/g MS) 160,33~ 149,474~ 144,83/~ 149,21~ 132,984 14,2 0,436
PG (mL/g MOVD) 93,26~ 78,854 81,314 84,36 A 78,29 A 8,86 0,442
PG (mL/g FDND) 58,74~ 53,634 56,55 A 63,58 A 52,23 A 8,25 0,670
MOVD (g/kg) 581,70~ 522,23~ 555,19” 560,35” 591,844 39,3 0,449
FDND (g/kg) 366,43~ 351,76 381,784 419,38~ 397,314 50,2 0,698
Pennisetum purpureum Schum. cv. Napier
Dias
Pardmetros * 0° 6° 120 18° 240 E.P.M.T Valor-p
PG24 (ML/g MS) 146,36 A 168,164 131,8278 130,928 104,128 14,2 <0,01
PG (mL/g MOVD) 77,34~ 48,388 48,79 8 48,94 B 40,718 8,86 0,001
PG (mL/g FDND) 53,714 49,7578 350148 29,118  2381°¢ 8,25 <0,01
MOVD (g/kg) 524,48~ 288,098 370,868 372,818 386,79° 39,3 <0,01
FDND (g/kg) 361,654 296,194 266,46~ 221,04~ 223,334 50,2 0,139
Cenchrus ciliaris cv. Buffel
Dias
Parametros * 0° 6° 12° 18° 24° E.P.M.T Valor-p
PG4 (mL/g MS) 117,02~ 124,33~ 125564 122,88~ 127,024 14,2 0,963
PG (mL/g MOVD) 48,86”* 53,694 62,54 A 56,60 A 59,154 8,86 0,598
PG (mL/gFDND) 34,447~ 33924 45,97 A 38,114 36,70 A 8,25 0,599
MOVD (g/kg) 417,60 429,40~ 502,657 461,10” 465204 39,3 0,231
FDND (g/kg) 294,394 269,684 371,854 310,74~ 288,324 50,2 0,314
Panicum maximum cv. Aruana
Dias
Parametros * 0° 6° 12° 18° 24° E.P.M.T Valor-p
PGa4 (MmL/g MS) 106,494 74,747 69,23 A 72,194 72,114 14,2 0,062
PG (mL/g MOVD) 43,87~ 12,538 18,108 9,818 12,96 8 8,86 0,001
PG (mL/gFDND) 31,48~ 9,088 16,01 AB 5,50 B 6,708 8,25 0,014
MOVD (g/kg) 411,60~ 172,51B8¢ 271,418 13424C 179,688 393 <0,01
FDND (g/kg) 295,20~ 126,54 BC 2415348  7440°€ 92,91¢ 50,2 <0,01
Bagaco de cana-de-agUcar
Dias
Parametros * Qe 6° 120 18° 24° E.P.M.T Valor—p
PGa4 (MmL/g MS) 75,478 202,18~ 22095~ 229,08~ 217,764 14,2 <0,01
PG (mL/gMOVD) 11,718 119,49~ 133477 13947~ 136,954 8,86 <0,01
PG (mL/g FDND) 8,49 48 5,898 11,3178 16,3078 29,88 A 8,25 0,042
MOVD (g/kg) 153,528 591,02~ 604,11~ 609,16~ 628,67~ 39,3 <0,01
FDND (g/kg) 110,78~ 29,154 51,324 7250~ 136,754 50,2 0,209
Cana-de-agUcar picada
Dias
Parametros * Qe 6° 120 18° 24° E.P.M.T Valor—p
PGa4 (MmL/g MS) 21429~ 155,13BC 14844C 15355C 194,26 A8 14,2 <0,01
PG (mL/g MOVD) 130,494 99,178 93,378 95,358 115,54 A8 8,86 <0,01
PG (mL/gFDND) 15,10¢ 68414 63,26 A 65,10 A 39,188 8,25 <0,01
MOVD (g/kg) 608,73~ 64391~ 637,997 617,71~ 594,134 39,3 0,701
FDND (g/kg) 70,06 ¢ 448,12~ 439,97~ 418,98~ 200,51 °B 50,2 <0,01

* PG2s4 MS = producéo total de gases em 24 horas; PG = producdo de gases; MOVD = matéria organica verdadeiramente
degradada; FDND = fibra em detergente neutro degradado. ¥ E.P.M. = erro padrdo da média.
Letras em comum na horizontal, para cada forrageira, implica que nao existe diferenca estatistica significativa pelo

teste de Tukey a 5%.
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Desta maneira os parametros avaliados na andlise bromatoldgica, mostrou que o
crescimento dos fungos sobre as forragens proporcionou um efeito na producédo de gases,
deixando claro que a dieta fornecida ao animal influencia diretamente nos parametros ruminais,
bem como a taxa de passagem que a dieta possui, podendo modificar a atividade metabdlica
dos microrganismos ruminais, alterando os produtos gerados pela fermentagcéo ruminal. De
acordo com Manella e EI-Shafie, Abdel-Khalek (2003), o tipo de alimento
altera os produtos da fermentacao 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 é&cido acético. Ja as dietas ricas em amido e/ou proteina, aumentam acdo das bactérias
amiloliticas e/ou proteoliticas, que sdo produtoras de acido propidnico (CHURCH, 1988).

A granulometria do alimento fornecido ao animal influencia na taxa de passagem da
dieta e na fermentagédo ruminal. Segundo Valadares Filho e Pina (2006), dietas com moagem
fina, aumentam a densidade e a ingestdo, promovendo rapida passagem do material insolGvel.
De acordo com esses autores, dietas totalmente moidas, leva ao desaparecimento da
estratificacdo do conteddo ruminal, que é encontrada normalmente em animais alimentados
com forragem, permitindo dessa forma rapida passagem de particulas grosseiras, diminuindo
sua degradacdo e aproveitamento por parte dos microrganismos ruminais.

Outro fator importante é que dietas com alto grau de fermentacéo (com pouca fibra ou
particulas muito pequenas) elevam a producdo de AGCC, levando ao abaixamento do pH
ruminal, desfavorecendo o desenvolvimento de algumas espécies de microrganismos que ndo
toleram essas condi¢cBes. Microrganismos celuloliticos e metanogénicos possuem pouca
tolerancia ao abaixamento do pH ruminal (SATTER; SLYTER, 1974).

Dietas com alto teor de fibra com granulometria adequada estimulam maior taxa de
ruminacdo e maior producdo de saliva, 0 que leva ao aumento da dilui¢cdo do conteddo ruminal
e tamponamento do mesmo, mantendo condi¢cdes adequadas para o desenvolvimento de
bacterias celuloliticas e protozoarios. Segundo Valadares Filho e Pina (2006), dietas a base de

forragem diminuem a concentragdo de acidos ruminais, em relagéo a dietas com concentrado.
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5.9. Producao de acidos graxos de cadeia curta, das forrageiras submetidas ao tratamento
bioldgico com cultivo de quatro espécies de fungos

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) sdo produzidos no ramen decorrente da
fermentac@o microbiana. No processo, a energia é conservada na forma de adenosina trifosfato
(ATP) e posteriormente utilizada pela flora microbiana. Os principais produtos da fermentacédo
ruminal dos alimentos sdo os AGCC, constituidos na sua maioria pelos acidos acético,
propiénico e butirico. Estes &cidos resultam da glicélise de mono e polissacarideos dos
alimentos. O CO e CHa séo subprodutos naturais da fermentacdo microbiana, principalmente
0 acético e o butirico, resultando no CO: e no H2 (HRISTOV et al., 2013; NGULUVE, 2014).

Os AGCC representam a principal fonte energética dos ruminantes, estimada em 50 a
70% da energia total digestivel. Contudo, o acido propidnico € o mais eficiente do ponto de
vista de conservacao e disponibilizacdo de energia para o animal, pois ele ndo é convertido em
CH4(NOGUEIRA; MAURICIO; GONCALVES, 2006). As emissdes de CH4 representam uma
perda 5 — 7% de energia bruta da dieta, que seria aproveitada pelo animal para o seu
metabolismo. (HRISTOV et al., 2013).

A hidrolise de uma molécula de glicose fermentada no rdmen resultaria em duas
moléculas de piruvato, duas moléculas de &cido acético, duas moléculas de propionato e uma
molécula de butirato. Portanto, a fermentacdo ruminal é um processo anaerébio que converte
os carboidratos em, principalmente, acido acético, propionato e butirico na proporcdo
aproximada de 70:20:10 respectivamente, sendo que os trés acidos representam 95 % do total
dos AGCC produzidos no ramen (ELLIS et al., 2008).

No entanto, a razdo acetato:propionato obtido para substratos semelhantes pode alterar
o volume de gases, em que substratos com maior capacidade de producédo de acetato, elevados
teores de carboidratos fibrosos (CF), produzem maiores quantidades de gases quando
comparados aos substratos ricos em carboidratos ndo fibrosos (CNF), os quais proporcionam
maior producdo de propionato e, consequentemente, menor producdo de gases (NGULUVE,
2014).

O perfil dos principais AGCC e a razdo acetato:propionato (C2:C3), em forrageiras
inoculadas com quatro linhagens de Pleurotus, sdo mostrados nas Tabelas 17 a 20. Foi
observado que na forrageira Aruana inoculada ao 18° dia com P. sajor-caju CCB 020 aumentou
aconcentracgéo de acetato 1,24 vezes (p<0,05), em relacdo a amostra controle (Tabela 17), sendo
que as demais concentracgdes de propionato e butirato diminuiu e a razdo C2:C3 aumentou. Para

a cana-de-acucar picada incubada ao 18° dia com o fungo P. albidus CCB 068 mostrou diminuir
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as concentragdes de acetato, propionato e butirato e a aumentar em relacdo aos tempos a razéo
C2:C3em 0,86 — 0,58 — 0,71, 1,48 vezes, respectivamente, observado na Tabela 19. Enquanto
para 0 bagaco de cana-de-acucar, inoculado ao 24° dia com fungo P. albidus foi observado
aumento nas concentracdes de acetato, propionato e butirato e diminuic¢do na razdo C2:C3, em
1,14-1,75-1,32, 0,64 vezes, respectivamente, sendo observado na Tabela 19. E para o bagaco
de cana-de-agUcar inoculado ao 24° dia com fungo P. ostreatus observou aumento nas
concentragdes de acetato, propionato e butirato e diminuicdo na razdo C2:C3, em 1,20 — 1,88 —
1,40, 0,65 vezes respectivamente, sendo observado na Tabela 20. Ndo observou nenhum efeito

significativo para 0s demais tratamentos.
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Tabela 17 — Quantificagdo (mmol L) de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC) em seis
forrageiras, inoculados pelo fungo P. sajor-caju CCB 020, em cinco periodos diferentes

Dias
Forrageiras Pardmetros E.P.M.T Valor-p
0° 6° 120 18° 24°
Acetato 42,098 42208 4328AB 5193A 443448 3,10 <0,01
Propionato 11,574 11,164 11,444 147127~ 11934 1,71 1,000
Panicum maximum Butirato 9,064 9,12A 933A 1123A 935A 1,10 1,000
cv. Aruana
QOutros 3,98 A 3,814 4,004 4,77 A 4,18 A 0,45 1,000
C2:C3 3,654 3,79 A 3,81A 3,78 A 3,73A 0,30 1,000
Acetato 38,10~ 37,68~ 39,06~ 40,70~ 40544 3,10 1,000
Propionato 9,60 A 9,37A 10,38~ 10,73~ 10,754 1,71 1,000
Bagaco de cana-de-aclicar ~ Butirato 8,28~ 820~ 861~ 88~ 8614 1,10 1,000
Qutros 3,944 3,954 3,964 4,024 4,07 A 0,45 1,000
C2:C3 3,994 4,054 3,814 3,824 3,814 0,30 1,000
Acetato 4583A 4443~ 4465~ 4197~ 4151A 3,10 1,000
Propionato 13,354 14,414 14254 1240~ 11,757 1,71 1,000
Brachiariadecumbens g ia0 9984 10434 1032A 944A  912A 110 1,000
cv. Basilisk
Qutros 4324 4324 4234 427 A 4304 0,45 1,000
C2:C3 3,634 3,104 3,14 A 3,404 3,56 A 0,30 0,999
Acetato 41664 43,004 41,16~ 37,07~ 42,184 3,10 0,999
Propionato 11,914 12,604 11,434 10,09~ 12,124 1,71 0,999
Cenchrus ciliaris Butirato 9,414 10,02A 944A  829A  922A 1,10 1,000
cv. Buffel
QOutros 3,974 4,054 4,024 3,614 4,08 A 0,45 1,000
C2:C3 3,534 3,44 A 3,634 3,66 A 3,49 A 0,30 1,000
Acetato 46,06 A 46,814 46,49~ 47317~ 47,7647 3,10 1,000
Propionato 18,844 19,284 19,734 19,18~ 19,644 1,71 1,000
Cana-de-aglcar picada Butirato 12,17A 11,057 1127~ 1122A 11,344 1,10 1,000
QOutros 3,674 3,504 3,50 A 3,554 3,694 0,45 1,000
C2:C3 2,45 A 2,44 A 2,374 2,49 A 2,44 A 0,30 1,000
Acetato 44014~ 43324 43,10~ 42,694 43294 3,10 1,000
Propionato 12,844 12,834 12464 12444 11954 1,71 1,000
Pennisetum purpureum
Schum. Butirato 10,07~ 10,01~ 9,854 9,68 A 9,46 A 1,10 1,000
cv. Napier
Qutros 4184 4174 4,074 4,004 4,16 A 0,45 1,000
C2:C3 3,474 3,394 3,484 3,454 3,654 0,30 1,000

Outros = (Isobutirato + Isovalerato + Valerato)

C2:C3 = razéo acetato:propionato

T E.P.M. = erro padrao da média.

Médias com letras em comum na horizontal dentro de cada dia de incubagdo e em cada forrageiras, implica que néo existe diferenca
pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 18 — Quantificagdo (mmol L) de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC) em seis
forrageiras, inoculados pelo fungo P. ostreatus var. shimeji, em cinco periodos diferentes

Forrageiras Parametros ptes E.P.M.T Valor-p
0° 6° 12° 18° 240

Acetato 42,094 46597 43394 42994 42504 161 0,092
Propionato 11,574 12,622 1157A 11054 11,084 158 1,000
Panicum maximum Butirato 9,064 972A 911A 887A 876A 0,9 1,000
Outros 3982 417~ 402A 3954 401A 038 1,000
C2:c3 3654 373A 3794 3924 389A 034 1,000
Acetato 38104 39,944 39414 40,764 40,07A 161 1,000
Propionato 9,604 9,674 10074 10964 11,154 1,58 1,000
Bagago de cana-de-agticar Butirato 8,28~ 851~ 837~ 858~ 8354 0,96 1,000
Outros 3,947 419A 397A 386~ 384~ 038 1,000
C2:C3 3994 4164 3964 377 363A 034 1,000
Acetato 4583~ 4551A 46364 4497~ 4238% 161 0,996
Propionato 13,354 14384 14914 13854 12264 1,58 0,972
Brachiaria decmbens  putirato 9,984 10,334 10,624 10184 926 0,96 0,999
Outros 4327 425A 434~ 430~ 410~ 038 1,000
C2:c3 3634 318A 3124 327~ 349A 034 0,998
Acetato 41,664 4264~ 4158A 41,704 4197A 161 1,000
Propionato 11,914 1247A 11374 11564 12,164 158 1,000
Cenchrus cliaris Butirato 9417 9587 9174 914A 9104 0,9 1,000
Outros 397~ 3934 407~ 3984 384 038 1,000
C2:C3 3534 344A 3694 364° 3484 034 1,000
Acetato 46,064 4859A 47,23A 4856A 4435A 161 1,000
Propionato 18,844 2075A 19,194 1942A 1406A 158 0,999
Cana-de-acticarpicada  Butirato  12,17A 117174 1133~ 1142A 9982 0,96 1,000
Outros 36748 3678 364”8 36748 437A 038 1,000
C2:C3 2454 236A 2494 2534 3184 034 1,000
Acetato 4401~ 4570~ 4498~ 43574 4390~ 161 1,000
Propionato 12,84~ 13,414 12914 12,394 12,334 1,58 1,000

Pennisetum purpureum
Schum. Butirato 10,074 10244 9794 9594 9394 0,96 0,098

cv. Napier

Outros 4,182 430~ 439~ 420~ 4222 038 1,000
C2:C3 3474 3424 3514 3554 3504 034 1,000

Outros = (Isobutirato + Isovalerato + Valerato)

C2:C3 = razéo acetato:propionato

T E.P.M. = erro padrdo da média.

Médias com letras em comum na horizontal dentro de cada dia de incubagdo e em cada forrageiras, implica que nao existe diferenca
pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 19 — Quantificagdo (mmol L) de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC) em seis
forrageiras, inoculados pelo fungo P. albidus CCB 068, em cinco periodos diferentes

Forrageiras Parametros bies E.P.M.T Valor-p
0° 6° 12° 18° 24°

Acetato  42,09A 37,36A 38404 3745A 3737A 174 1,000
Propionato 11572 9,134  945A  914A 9324 1,67 1,000
Panicum maximum Butirato 9,06 8082  844A  817A  823A 0,84 1,000
Outros  398A 38lA  410A 3964  400° 0,32 1,000
C2:C3  365°  414A  408A  412A  406A 0,34 1,000
Acetato 38,108 45332  4362A 4389A 4325A 174 <0,01
Propionato 9,608 1637~ 17,284 17,62A 1683~ 167 <0,01
Bagago de cana-de-agticar Butirato 8,288 10,31~ 11,30~ 1160~ 10934 0,84 <0,01
Outros 394~ 3834 37548 3668 37078 104 <0,01
C2:C3  399A 2918 2548 2518 2578 0,34 <0,01
Acetato  4583A 4428~  4609A 4396° 4383~ 174 1,000
Propionato 13,354 12,754 13617 13032 12534 167 0,999
Brachiaria decumbens  pButirato 9,984 9874 10484 10064 9,694 0,84 1,000
Outros  432A  411A 4290~ 427~  430A 1,94 1,000
C2:c3 363~ 351A 3424 340~ 351A 0,34 1,000
Acetato 41,664 43907 4350A 4284°A 4325A 174 0,097
Propionato 11,914 11,96 11,944 11917 11394 167 1,000
Cenchrus ¢ llaris Butirato 94174 9207  914A 8g9A  g8g5A 0,84 0,098
Outros  3,97A  403A 441~ 424~  426A 1,94 1,000
C2:C3 353~ 372A 3694  364A 3844 0,34 1,000
Acetato 46,062 44,0578 41178 4004° 44,10A8 174 <0,01
Propionato 18,844 12,348 11348 11118 13918 167 <0,01
Cana-de-aglicar picada Butirato 12,17~ 9,698 8,038 8,678 10,2048 0,84 <0,01
Outros 3,678 4557 442~  441A 41648 194 <0,01
C2:C3 2458 361A 3654 3624 317A 0,34 <0,01
Acetato 44017 4313~ 42,16 4095° 40,19A 174 0,024
Propionato 12,844 12,334 12,53~ 1247~ 12,34~ 1,67 1,000

Pennisetum purpureum
Schum. Butirato 10,072 9,554  991A  965A  948A 0,84 1,000

cv. Napier

Outros 418~ 394~  419A 394A  386A 1,94 1,000
C2:C3 347~ 352A 3404 331~ 331A 0,34 1,000

Outros = (Isobutirato + Isovalerato + Valerato)

C2:C3 = razéo acetato:propionato

T E.P.M. = erro padrao da média.

Médias com letras em comum na horizontal dentro de cada dia de incubag8o e em cada forrageiras, implica que néo existe diferenca
pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 20 — Quantificagdo (mmol L) de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC) em seis
forrageiras, inoculados pelo fungo P. ostreatus, em cinco periodos diferentes

Forrageiras Parémetros DS E.P.M.T Valor-p
0° 6° 12° 18° 240

Acetato 42,094 37,32A 3880A 37,92A 40,094 2,46 0,999
Propionato 1157~ 9,084 946~  921A 10,66~ 2,26 1,000
Panicum maximum Butirato 9,06 8254 8644 8354 888A 106 1,000
Outros 398A 3924 420~ 4,08~ 4157 0,32 1,000
C2:C3 3654 411~ 414~  412A  383A 0,39 1,000
Acetato 38,108 43,1578 438328 427948 45604 2,46 <0,01
Propionato 9,608 158048 16,08~ 15,7878 18,07A 2,26 <0,01
bagaco de cana-de-aglicar Butirato 8,288 10,24~ 10,42~ 10,12~ 11,604 1,06 <0,01
Outros 3,94~ 36478 36648 3,538 3,638 0,32 <0,01
C2:.C3 3,99A 299AB  2098AB  297AB 2,588 0,39 <0,01
Acetato 45834  4513A 4443~ 4137~ 43,607 2,46 0,997
Propionato 13,354 13514 13,344 11,76~ 12,627 2,26 1,000
Brachiaria decumbens  Butirato 9984 10444 1024A  924A  971A 1,06 0,999
Outros 4,324 4,234 4,134 3,904 4,154 0,32 1,000
C2:C3 363A 3354  335A  361A 3524 0,39 1,000
Acetato 41,66~ 42,14~ 4432A  4287A 43,037 2,46 1,000
Propionato 11,914 11,18~ 11,89A 11,63~ 11914 2,26 1,000
Cenchrus cliaris Butirato 9,414  898A 9504 9174 10,69A 1,06 1,000
Outros 397A 3754 399~  384A  381A 0,32 1,000
C2:C3 353A 3794 375~  371A 3624 0,39 1,000
Acetato 46,064 4474~  4339A 4420~ 47,6847 2,46 0,995
Propionato 18,844 1427A 1364~ 13997 18214 2,26 0,999
cana-de-aglcar picada Butirato 12,17~ 10,34~ 10,04~ 10,14~ 11547 1,06 1,000
Outros 367A 424~ 420~  424A 3694 0,32 1,000
C2:.C3 2,454 3,154 3,214 3,184 2,624 0,39 1,000
Acetato 44017 41,457  43,39”A 42,00~ 41,934 2,46 1,000
Propionato 12,844 12,494 1257~ 1241~ 11,904 2,26 1,000

Pennisetum purpureum
Schum. Butirato 10,074 9,574 9,994 9,604 9,414 1,06 1,000

cv. Napier

Outros 4,184 3,704 3,964 4,014 4,084 0,32 1,000
C2:.C3 3,474 3,344 3,464 3,424 3,544 0,39 1,000

Outros = (Isobutirato + Isovalerato + Valerato)

C2:C3 = razéo acetato:propionato

T E.P.M. = erro padrao da média.

Médias com letras em comum na horizontal dentro de cada dia de incubag8o e em cada forrageiras, implica que néo existe diferenca
pelo teste de Tukey a 5%.
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5.10. Avaliacéo da producéo de gases e degradabilidade in vitro com adi¢éo de enzimas

Para avaliar a producédo de gases in vitro, simulando o metabolismo do rumen, foram
utilizados seis alimentos diferentes cuja composi¢cdo bromatoldgica foi determinada (Tabela 8)
e trés volumes de extrato enzimatico, 2, 4 e 6 mL, do fungo P. sajor caju
CCB 020, (Tabela 4) produzidos em vinhaga aos sexto, 12° e 18° dias de incubac¢do. Foram
avaliados os parametros de producdo de gases e degradabilidade in vitro na producéo total de
gases em 24 horas (PG24 MS); producéo de gases (PG); producdo de metano (CH4); matéria
organica verdadeiramente degradada (MOVD); fibra em detergente neutro degradado (FDND),
no tempo de 24 horas.

Na adicdo de concentracdes crescentes do extrato enzimatico, ao 18° dia na forrageira
Brachiaria decumbens cv. Basilisk, apresentada na Tabela 21, observa-se o aumento da PG4
(p<0,01), comparado com o controle “G”. A concentra¢do “G 3” teve um aumento de
1,2 vezes do controle (187,71 vs 162,13 mL/g MS, respectivamente) e apresentou efeito
quadratico (pg <0,01). As concentracdes enzimaticas ndo mostraram diferencas em relacao a
CHs4 (mL/g MS) e CH4 (mL/g MOVD), onde nenhum efeito foi observado (p>0,01), pelo teste
de Tukey. Para a PG mL/g MOVD, foi observado aumento com os extratos enzimaticos com a
concentragdo “G 3”, com aumento de 1,2 da PG (p<0,01) comparado com a amostra controle
“G” de (111,85 vs 91,43 mL/g MOVD, respectivamente) e apresentou efeito quadratico a
(po <0,01). Quanto a PG mL/g FDND, foi observado aumento com os extratos enzimaticos na
concentragdo “G 3” com aumento de 1,5 da PG (p<0,01) comparado com a amostra controle
“G” de (72,89 vs 48,35 mL/g FDND, respectivamente) e apresentou efeito quadratico
(po <0,01). As concentracOes aplicadas, aumentou CHs (p<0,01), 1,5 vezes, comparadas com a
amostra controle “G” com a amostra de maior concentragdo “G3” (6,06 vs 3,87 mL/g FDND,
respectivamente) e apresentou efeito quadratico (po<0,01). A MOVD (p<0,01), apresentou
aumento 1,1 vezes, comparado com a amostra controle “G” com a amostra de maior
concentragdo “G3” (594,45 vs 523,80 g/kg, respectivamente) porém ndo houve efeito
significativo (p=0,42). Paraa FDND (p<0,01), observou aumento de 1,4 vezes, comparado com
o controle “G” com a concentra¢do “G 3” (385,75 vs 278,74 g/kg, respectivamente) também
sem efeito significativo (p=0,43).

Na adicdo de concentracdes crescentes do extrato enzimatico, ao sexto dia na forrageira
Pennisetum purpureum Schum. cv. Napier, apresentada na Tabela 22, observa-se 0 aumento da
PG24 (p<0,01), comparado com o controle “G”. A concentragdo mais concentrada “G 3” teve

um aumento de 1,3 vezes do controle (149,00 vs 110,99 mL/g MS, respectivamente) e
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apresentou efeito quadratico (po<0,01). As concentracbes enzimaticas ndo mostraram
diferencas em relagdo a CH4 (mL/g MS) e CH4 (mL/g MOVD), onde nenhum efeito foi
observado (p>0,01), pelo teste de Tukey. Por outro lado, foi observado aumento visual
gradativo na producéo desses gases com a aplicacdo dos extratos enzimaticos, tento aumento
de 1,8 a 2,0 vezes, em relacdo ao controle. Para a PG mL/g MOVD, foi observado aumento
com os extratos enzimaticos com a concentracdo “G 3” onde ocorreu aumento de 1,5 vezes da
PG (p<0,01) comparado com a amostra controle “G” de (79,59 vs 53,70 mL/g MOVD,
respectivamente) e apresentou efeito quadratico (pg<0,01). Quanto a PG mL/g FDND, foi
observado aumento com os extratos enzimaticos com a concentragdo “G 3, com aumento de
1,6 vezes maior da PG (p<0,01) comparado com a amostra controle “G” de (55,82 vs 34,06
mL/g FDND, respectivamente) e apresentou efeito quadratica (po<0,01). As concentracfes
aplicadas CHa (p<0,01), mostrou aumento 2,3 vezes maior, comparados com a amostra controle
“G” com a amostra de maior concentragao “G3” (4,36 vs 1,92 mL/g FDND, respectivamente)
e apresentou efeito quadratico (pe<0,01). A MOVD (p<0,01), apresentou aumento 1,1 vezes,
comparado com a amostra controle “G” com a amostra de maior concentragdo “G3” (536,46 vs
485,13 g/kg, respectivamente) e apresentou efeito linear (pL=0,04). Para a FDND (p<0,01),
observou aumento de 1,2 vezes, comparado com o controle “G” na concentragao “G 3” (377,73
vs 308,82 g/kg, respectivamente) e apresentou efeito linear (p.=0,04).

Para a forrageira o Cenchrus ciliaris cv. Buffel, apresentada na Tabela 23, observa-se
gue as concentracdes dos extratos aplicados no sexto e 12° dia aumentaram apenas a PG24 mL/g
MS, (137,12 vs 104,73 e 123,96 vs 88,20, respectivamente). Foram observados diferencas
significativas PG (p<0,01) quanto a de maior concentracdo “G 3” em comparagdo a amostra
controle “G” tendo efeito quadratica (pg <0,01). As concentracBes enzimaticas ndo mostraram
diferengas em relagdo a CH4 (mL/g MS), PG (mL/g MOVD), CH4 (mL/g MOVD), PG (mL/g
FDND), CH4 (mL/g FDND), MOVD (g/kg) e FDND (g/kg), (p>0,01), pelo teste de Tukey.

Na adicdo de concentragdes crescentes do extrato enzimatico, ao sexto dia na forrageira
Panicum maximum cv. Aruana, apresentada na Tabela 24, observa-se o aumento da PG4
(p<0,01), comparado com o controle “G”. A concentra¢do mais concentrada “G 3” teve um
aumento de 1,6 vezes do controle (135,81 vs 86,37 mL/g MS, respectivamente) e apresentou
efeito linear (pL<0,01). As concentragdes enzimaticas ndo mostraram diferengas em relagéo a
CHs4 (mL/g MS), CH4 (mL/g MOVD) e CH4 (mL/g FDND), onde nenhum efeito foi observado
(p>0,01), pelo teste de Tukey. Por outro lado, foi observado aumento visual gradativo na
producdo desses gases com a aplicacdo dos extratos enzimaticos, tento aumento de 2,3 - 1,1 e

2,3 vezes, em relacdo ao controle. Para a PG mL/g MOVD, foi observado aumento com 0s



101

extratos enzimaticos na concentragdo “G 3” ocorreu aumento de 1,7 da PG (p<0,01) comparado
com a amostra controle “G” de (59,18 vs 34,72 mL/g MOVD, respectivamente) € apresentou
efeito linear (p.=0,01). Quanto a PG mL/g FDND, foi observado aumento com 0s extratos
enzimaticos com a concentracdo “G 3, ocorreu aumento de 1,8 vezes maior da PG (p<0,01)
comparado com a amostra controle “G” de (44,02 vs 24,38 mL/g FDND, respectivamente) €
ndo apresentou efeito (p=0,31). A MOVD (P<0,01) apresentou aumento de 1,1 vezes,
comparado com a amostra controle “G” com a amostra de maior concentragdo “G3” (434,76 vs
396,59 g/kg, respectivamente) e ndo apresentou efeito (p=0,85). Para a FDND (p<0,01),
observou aumento de 1,1 vezes, comparado com o controle “G” com a concentragdo “G 3”
(322,94 vs 277,39 g/kg, respectivamente) e ndo apresentou efeito (p=0,85).

Para o bagaco de cana-de-acUcar, apresentado na Tabela 25, observa-se que as
concentracdes dos extratos aplicados no sexto e 12° dia aumentaram apenas a PG4 mL/g MS;
foram observadas diferencas significativas PG (p<0,01) quando comparado ao controle e
apresentou efeito quadratico (Po<0,01). As concentra¢cBes enzimaticas ndo mostraram
diferengas em relacdo a CH4 (mL/g MS), PG (mL/g MOVD), CH4 (mL/g MOVD), PG (mL/g
FDND), CH4 (mL/g FDND), MOVD (g/kg) e FDND (g/kg), onde nenhum efeito foi observado
(p>0,01), pelo teste de Tukey.

Para a cana-de-aclcar picada, apresentada na Tabela 26, observa-se que as
concentragdes dos extratos aplicados no sexto e 12° dia aumentaram apenas a PG24 mL/g MS,
(232,66 vs 168,16 e 229,78 vs 209,70 respectivamente) e apresentou efeito linear (pL< 0,01).
Foram observadas diferencas significativas PG (p<0,01) quando comparado ao controle. Para
a PG (mL/g MOVD), as concentracdes dos extratos aplicados no sexto e 12° dia aumentaram
apenas a PGy4 mL/g MS, (147,24 vs 107,36 e 144,05 vs 127,90 respectivamente). Foram
observadas diferencas significativas PG (p<0,01) quando comparado ao controle e apresentou
efeito linear (p.<0,01). As concentracdes enzimaticas ndo mostraram diferencas em relacdo a
CHa (mL/g MS), CH4 (mL/g MOVD), PG (mL/g FDND), CH4 (mL/g FDND), MOVD (g/kg)
e FDND (g/kg), onde nenhum efeito foi observado (p>0,01), pelo teste de Tukey.
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Tabela 21 — Producdo de gases e degradabilidade in vitro da forrageira Brachiaria decumbens cv. Basilisk, tratadas com concentraces crescentes de extrato contendo

enzimas lignoceluldsicas, oriundo da incubacdo do fungo P. sajor-caju CCB 020, durante seis, 12 e 18 dias em vinhaca

6° dia 12° dia 18° dia
Parametros * Doses Enzima (mL) E.P.M.T  Valor—p L Q
G G1 G2 G3 G G1 G2 G3 G G1 G2 G3
PGa4 (mL/g MS) 130,84B> 139,848 154354 162,917 126,97 131,88"B® 140,05°BP 151,83”° 162,138 184,05%* 180,76 187,71%¢ 4,14 <0,01 <0,01 <0,01
CHa (mL/g MS) 7,694 9,82Aab 9,874 13,91%4 6,607 7,250 7,067 10,4972 1420%  14,76°  16,61%%  15,64% 1,18 0,996  <0,01 <0,01
PG (mL/g MOVD) 72,938  76,98ABb 850148  90,67A°  66,80B°  70,24B>  72,17ABb 85 B5GAP  9143B2 96,6782 06,847  111.85% 268 <0,01 <0,01 <0,01
CHs (mL/g MOVD) 4,474 4,52A3 5,42A% 7,827 3,454 3,860 3,634 5,944 7,387 7,804 8,85%4 9,324a 0,75 0,983  <0,01 <0,01
PG (mL/g FDND) 43,924 47267 50,69 54,667  35,84B2 38524 3724ABb 5] 45Ab 483582 51 71Ba 536582 72 80Ad 2,78 <0,01 0,04 <0,01
CH4 (mL/g FDND) 2,748 3,12ABab 3,13ABab 4,85A® 1,814 2,117 1,864 3,607 3,878 4,214 4,86A02 6,062 0,31 <0,01 <0,01 <0,01
MOVD (g/kg) 569,324 569,672  558,847% 564,047 52578A2 532807  51528A 56269 523,808 524,8882 5366840 594 45/ 10,34 <0,01 0,42 0,30
FDND (g/kg) 347,847 34822°%  331,817% 339,68°% 281,73%% 202,38”%  265,83A% 337,64 278,74B2 280,38B2 208,24Aba 385 75Aa 13,69 <0,01 0,42 0,30

* PGa4 MS = producdo total de gases em 24 horas; PG = producédo de gases; CH4 = produgdo de metano; MOVD = matéria organica verdadeiramente degradada; FDND = fibra em

detergente neutro degradado.

G = 0,5 g amostra de volumoso + 6,0 mL agua + 50,0 mL solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G1 = 0,5 g amostra de volumoso + 2,0 mL solucdo enzimatica + 4,0 mL agua + 50,0 mL solucéo
nutritiva + 25,0 mL inoculo; G2 = 0,5 g amostra de volumoso + 4,0 mL solugdo enzimatica + 2,0 mL agua + 50,0 mL solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G3 = 0,5 g amostra de volumoso +
6,0 mL solucdo enzimatica + 50,0 mL solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo.

Efeito de Dia: L = Efeito linear; Q = Efeito quadratico;

Médias com letras mailsculas diferentes dentro de cada dia de incubacéo indica diferenca entre as doses pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias com letras minusculas diferentes indica diferenca
entre a mesma dose nos diferentes dias de incubacéo pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 22 — Producdo de gases e degradabilidade in vitro da forrageira Pennisetum purpureum Schum. cv. Napier, tratadas com concentragdes crescentes de extrato contendo
enzimas lignoceluldsicas, oriundo da incubacdo do fungo P. sajor-caju CCB 020, durante seis, 12 e 18 dias em vinhacga

6° dia 12° dia 18° dia

Parametros * Doses Enzima (mL) E.P.M. T Valor—p L Q

G G1 G2 G3 G G1 G2 G3 G G1 G2 G3

PG4 (mL/g MS) 110,998%° 115,128 130,87A% 149,00%% 105,395 116,258k 125,07Aba 138,328  154,65%% 154,697 140,977 157,583 3,59 <0,01 <0,01 <0,01
CHs (mL/g MS) 6,604 8,417 9,460 11,6874 5,074 6,134 5,064 8,054 9,924 12,1972 1249A2  1333M 1,18 0,999 <0,01 <0,01
PG (mL/g MOVD) 53,708 55,868P 63,9282 79,59A% 47,9480 53,908  60,38A% 68,70 71,99 75684 66,114 73,214 2,32 <0,01 <0,01 <0,01
CHa (mL/g MOVD) 3,124 4,137 4,55Ra 6,234 2,307 2,77ha 2,475 4,067 4,637 5,96/ 5,85A 6,154 0,65 0,997 <0,01 <,001

PG (mL/g FDND) 34,068 35568 40,0982 558243 2827Bb  3254ABb 38 ppARa 45142 43,75 48,6372  40,47A% 44,327 2,41 <0,01 0,33 <0,01

CH4 (mL/g FDND) 1,928 2,66 AB® 2 g7 ABad 4,367 1,354 1,624 1,524 2,614 2,837 3,834 3,574 3,694 0,31 <0,01 0,08 <0,01
MOVD (g/kg) 485,138 483,358% 491,847 536,46”% 454,35B2  466,2782  482,25°%2 498,33/  46547A% 4923272 469,422  466,15%° 10,34 <0,01 0,04 031
FDND (g/kg) 308,828  306,43B2 317,827 377,73 267,508 2835182 304,957 326,337 282,87A% 318,48%% 287,732 283,34% 13,69 <0,01 0,04 031

* PGa4 MS = producdo total de gases em 24 horas; PG = producédo de gases; CH4 = produgdo de metano; MOVD = matéria organica verdadeiramente degradada; FDND = fibra em
detergente neutro degradado.

G = 0,5 g amostra de volumoso + 6,0 mL agua + 50,0 mL solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G1 = 0,5 g amostra de volumoso + 2,0 mL solugéo enzimatica + 4,0 mL agua + 50,0 mL
solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G2 = 0,5 g amostra de volumoso + 4,0 mL solugdo enzimatica + 2,0 mL agua + 50,0 mL solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G3 = 0,5 g amostra de
volumoso + 6,0 mL solugdo enzimatica + 50,0 mL solucéo nutritiva + 25,0 mL inoculo.

Efeito de Dia: L = Efeito linear; Q = Efeito quadratico;

1 E.P.M. = erro padrao da média.

Médias com letras maiusculas diferentes dentro de cada dia de incubacdo indica diferenca entre as doses pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias com letras minusculas diferentes indica
diferenca entre a mesma dose nos diferentes dias de incubacdo pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 23 — Producdo de gases e degradabilidade in vitro da forrageira Cenchrus ciliaris cv. Buffel, tratadas com concentracfes crescentes de extrato contendo
enzimas lignocelul6sicas, oriundo da incubacéo do fungo P. sajor-caju CCB 020, durante seis, 12 e 18 dias em vinhaca

6° dia 12° dia 18° dia

Parametros * Doses Enzima (mL) E.P.M.T  Valor—p L Q

G G1 G2 G3 G G1 G2 G3 G G1 G2 G3

PG24 (ML/g MS) 104,73%° 108,728 118,937 137,12A%  88,20%°  104,197Bb 11254A% 1239642  131,46A% 138,76A% 127,38"% 139,537 3,59 <0,01 <0,01 <0,01
CHs (mL/g MS) 5,024 6,044 8,387 9,72%a 3,43% 4,961 5,194 5,794 7,764 11,2474 9,644 8,25%4 1,18 0,999 0,02 <0,01
PG (mL/g MOVD) 38,774 39,36 43,35%  47,01%  27,26" 38,197 35,0442 39,03% 38,96  44,10% 39,074 38,657 2,32 0,996 0,39 <0,01
CH4 (mL/g MOVD)  1,86% 2,154 3,114a 3,324 1,067 1,897 1,607 1,814 2,314 3,564 2,964 2,26% 0,65 0,999 0,58 <0,01

PG (mL/g FDND) 24,827 24,68% 27,08 2794”2 1437”4 24,237 18,6542 21,067 19,394 24,087 20,394 17,314 2,41 0,860 <0,01 0,03

CH4 (mL/g FDND) 1,194 1,334 1,948 1,96%2 0,562 1,247 0,84%2 0,974 1,154 1,934 1,55%8 0,992 0,31 0,999 0,29 <0,01
MOVD (g/kg) 371,797 362,90%  361,024%  344,44%%  308,40"°  360,82°%  311,40% 313,597 204,28A0 316,42”% 304,56 276,54° 10,34 0,934 <0,01 0,57
FDND (g/kg) 238,897 228,12A2  22583A%  20575A% 162,094% 225607 165,722  168,37A% 144,61°° 171,80°% 157,44 123,49°° 13,69 0,985 <0,01 0,57

* PGa4 MS = producdo total de gases em 24 horas; PG = producédo de gases; CH4 = produgdo de metano; MOVD = matéria organica verdadeiramente degradada; FDND = fibra em
detergente neutro degradado.

G = 0,5 g amostra de volumoso + 6,0 mL agua + 50,0 mL solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G1 = 0,5 g amostra de volumoso + 2,0 mL solucdo enzimatica + 4,0 mL &gua + 50,0 mL solugéo
nutritiva + 25,0 mL inoculo; G2 = 0,5 g amostra de volumoso + 4,0 mL solugdo enzimatica + 2,0 mL agua + 50,0 mL solucéo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G3 = 0,5 g amostra de volumoso +
6,0 mL solucdo enzimatica + 50,0 mL solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo.

Efeito de Dia: L = Efeito linear; Q = Efeito quadratico;

1 E.P.M. = erro padrdo da média.

Médias com letras maiusculas diferentes dentro de cada dia de incubacdo indica diferenca entre as doses pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias com letras minusculas diferentes indica
diferenca entre a mesma dose nos diferentes dias de incubacéo pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 24 — Producéo de gases e degradabilidade in vitro da forrageira Panicum maximum cv. Aruana, tratadas com concentracGes crescentes de extrato contendo enzimas
lignocelulésicas, oriundo da incubacdo do fungo P. sajor-caju CCB 020, durante seis, 12 e 18 dias em vinhaca

6° dia 12° dia 18° dia
Pardmetros * Doses Enzima (mL) E.P.M.T  Valor-p L Q
G G1 G2 G3 G G1 G2 G3 G G1 G2 G3
PG24 (mL/g MS) 86,37°° 103,628 113 507Bb 13581A%  98,48B>  111,767Bd 116,03483 128,18A% 145004 126,904 13537A% 133,924 3,59 <0,01 <0,01 0,06
CH4 (mL/g MS) 4,37A2 8,041 6,944 10,097 3,747 5,73Aa 4,994 7,114 9,314a 9,434 10,4172 9,20A 1,18 0,999 0,03 <0,01

PG (mL/g MOVD) 34,728 4586A% 4756707 59,182 41,217 44,017 49,894 53,8244 58517 525042 560244 50,86 2,32 <0,01 0,01 0,18

CHs (mL/g MOVD) 3,874 3,627 2,944 4,420 1,56% 2,23% 2,12%a 3,06" 3,567 3,807 4,35M 3,487 0,65 0,999 0,88 <0,01
PG (mL/g FDND) 24,3880 34,43A02  3472A% 44, 02A2  20,88Ab 30,614 36,7244 39,124 41417 37,897 40,334 34,44M 2,41 <0,01 0,13 0,31
CH4 (mL/g FDND) 1,43% 2,74ma 2,145 3,307 1,137 1,544 1,554 2,26"e 2,420 2,697 3,154 2,36% 0,31 0,981 0,47 <0,01
MOVD (g/kg) 396,508 441,507  427,89A% 434,768  417,79%% 399,337 428,837 417,387 403,827% 412,782 412,504 379,394% 10,34 <0,01 009 0,85
FDND (g/kg) 277,398 331,017 314,724 322944  302,62°¢ 280,507 315,604 302,134 285,88%% 296,627% 296,28%% 256,58% 13,69 <0,01 009 0,85

* PGa4 MS = producdo total de gases em 24 horas; PG = producdo de gases; CH4 = produgdo de metano; MOVD = matéria organica verdadeiramente degradada; FDND = fibra em
detergente neutro degradado.

G = 0,5 g amostra de volumoso + 6,0 mL agua + 50,0 mL solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G1 = 0,5 g amostra de volumoso + 2,0 mL solucdo enzimética + 4,0 mL &gua + 50,0 mL
solucdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G2 = 0,5 g amostra de volumoso + 4,0 mL solu¢do enzimatica + 2,0 mL &gua + 50,0 mL solucéo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G3 = 0,5 g amostra de
volumoso + 6,0 mL solugdo enzimética + 50,0 mL solucédo nutritiva + 25,0 mL inoculo.

Efeito de Dia: L = Efeito linear; Q = Efeito quadratico;

1 E.P.M. = erro padrao da média.

Meédias com letras maiusculas diferentes dentro de cada dia de incubacdo indica diferenca entre as doses pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias com letras minUsculas diferentes indica
diferenca entre a mesma dose nos diferentes dias de incubaco pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 25 — Producdo de gases e degradabilidade in vitro da forrageira Bagaco de cana-de-agUcar, tratadas com concentragdes crescentes de extrato contendo
enzimas lignocelul6sicas, oriundo da incubacéo do fungo P. sajor-caju CCB 020, durante seis, 12 e 18 dias em vinhaca

6° dia 12° dia 18° dia
Parametros * Doses Enzima (mL) E.P.M.T  Valor—p L Q
G G1 G2 G3 G G1 G2 G3 G G1 G2 G3
PGa4 (mL/g MS) 73,3980 81,04 82548 105,887 68,5980 72,36B® 8522ABa  g591Aa  114,08A% 91,2582  103,737ba 101,547 3,59 <0,01 <0,01 <0,01
CHa (mL/g MS) 5,314 6,854 5,694 6,664 3,807 4,28A2 5,264 4,40%  10,33% 776" 4,240 9,834 1,18 0,997 0,13 0,01

PG (mL/g MOVD) 11,11%% 11,984 10,074 14,5942 122948 g 75M3 12,15% 10,06  1527A% 12844  1523A 12,974 2,32 0,999 005 0,07
CH4 (mL/g MOVD) 0,794 1,004 0,744 0,794 0,734 0,524 0,754 0,542 1,417 1,094 0,594 1,194 0,65 0,999 0,17 0,04

PG (mL/g FDND) 7,914 8,441 6,424 9,904 9,45%4 5,564 8,46"2 7,837 10,2842 8,737 10,5942 8,144 2,41 0,998 0,18 024

CH4 (mL/g FDND) 0,56% 0,70 A 0,492 0,5172 0,574 0,337 0,52A2 0,347 0,734 0,75% 0,727a 0,774 0,31 0,999 0,23 0,07
MOVD (g/kg) 142,547 146,64% 121,53A8 139,21A% 1815448 12222%%  14153A% 12576 132,43A% 139,334 147,932  124,56" 10,34 0,931 0,87 0,45
FDND (g/kg) 99,252 103,55 77,174 95694 140,228 77,8974 98,1972 81,614  88,63%%  09586°% 104,917 79,67 13,69 <0,01 086 0,44

* PGa4 MS = producdo total de gases em 24 horas; PG = producéao de gases; CH4 = produgdo de metano; MOVD = matéria organica verdadeiramente degradada; FDND = fibra em
detergente neutro degradado.

G = 0,5 g amostra de volumoso + 6,0 mL agua + 50,0 mL solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G1 = 0,5 g amostra de volumoso + 2,0 mL solugéo enzimatica + 4,0 mL agua + 50,0 mL
solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G2 = 0,5 g amostra de volumoso + 4,0 mL solugéo enzimatica + 2,0 mL agua + 50,0 mL solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G3 = 0,5 g amostra de
volumoso + 6,0 mL solugdo enzimatica + 50,0 mL solucéo nutritiva + 25,0 mL inoculo.

Efeito de Dia: L = Efeito linear; Q = Efeito quadratico;

1 E.P.M. = erro padrao da média.

Médias com letras maiusculas diferentes dentro de cada dia de incubacédo indica diferenca entre as doses pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias com letras minasculas diferentes indica
diferenca entre a mesma dose nos diferentes dias de incubacdo pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 26 — Producdo de gases e degradabilidade in vitro da forrageira Cana-de-agucar picada, tratadas com concentragdes crescentes de extrato contendo
enzimas lignocelul6sicas, oriundo da incubacéo do fungo P. sajor-caju CCB 020, durante seis, 12 e 18 dias em vinhaca

6° dia 12° dia 18° dia
Parametros * Doses Enzima (mL) E.P.M.T  Valor-p L Q
G G1 G2 G3 G G1 G2 G3 G G1 G2 G3
PG24 (mL/g MS) 168,168¢ 1884580 222454 23266  205,03B 217,814%  209,707Bb 229,784 269,134  236,83B% 237,365 250,487 3,59 <0,01 <0,01 0,12
CHa4 (mL/g MS) 11,4070 10,1940 13,417 16,674 12,7070 10,1970 11,5940 10,1540 19,8742 18,3272 18,7472 22,25R4 1,18 0,995 <0,01 <0,01

PG (mL/g MOVD) 107,36%¢  121,38B¢  144,044%  147,24A% 127,908  137,24ABb 131 04ABb  144,05A° 171,444 1515083 146,308 157,98A% 2,32 <0,01 <0,01 0,04

CHs (mL/g MOVD)  7,2848b 6,51Bb 8,67ABav 10,5642 7,914a0 6,424 7,250 6,344° 12,2748 11,7278 11,494 14,12Aa 0,65 <0,01 <0,01 <0,01

PG (mL/g FDND) 23,65%% 29,057 36,097 29,65% 21,737 26,3142 22,73A® 26,034 37,804 34,247 20,958 30,6270 2,41 <0,01 0,60 <0,01

CH4 (mL/g FDND) 1,624 1,447 2,15% 2,147 1,304 1,294 1,26%2 1,114 2,567 2,647 1,154 2,937 0,31 0,647 0,04 <0,01
MOVD (g/kg) 640,55%% 64553  648,39A% 632,994  624,14”%  630,03%*  624,61%  626,78%  637,81% 641,30% 616,874% 630,94"2 10,34 0,999 0,02 <0,01
FDND (g/kg) 145,69 A2 157,534 164,304 127,714 106,67 A% 120,68A% 107,814 112,96”% 138,55%% 147,467 894142 122844 13,69 0,979 0,02 0,01

* PGa4 MS = producdo total de gases em 24 horas; PG = producédo de gases; CH. = produgdo de metano; MOVD = matéria organica verdadeiramente degradada; FDND = fibra em
detergente neutro degradado.

G = 0,5 g amostra de volumoso + 6,0 mL agua + 50,0 mL solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G1 = 0,5 g amostra de volumoso + 2,0 mL solugéo enzimatica + 4,0 mL agua + 50,0 mL
solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G2 = 0,5 g amostra de volumoso + 4,0 mL solugdo enzimatica + 2,0 mL agua + 50,0 mL solucéo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G3 = 0,5 g amostra de
volumoso + 6,0 mL solugdo enzimatica + 50,0 mL solucéo nutritiva + 25,0 mL inoculo.

Efeito de Dia: L = Efeito linear; Q = Efeito quadrético;

1 E.P.M. = erro padrao da média.

Médias com letras maiusculas diferentes dentro de cada dia de incubacdo indica diferenca entre as doses pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias com letras minusculas diferentes indica
diferenca entre a mesma dose nos diferentes dias de incubacdo pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Um passo inicial e de maneira simples, para o conhecimento dos efeitos de enzimas
sobre pardmetros de fermentacdo ruminal é utilizar a metodologia da degradabilidade de
forrageiras, em estudos in vitro e também a importancia de salientar a presenca de enzimas
lignoceluloliticas e hidroliticas avaliadas nos itens 5.2 e 5.3 respectivamente, produzidas pelo
fungo P. sajor-caju CCB 020 atuando em conjunto. Krueger e Adesogan (2008) sugerem a
utilizacdo de um coquetel multienzimético, contendo misturas de enzimas como Xxilanases,
celulases, entre outras, como um aditivo para aumentar a degradabilidade de forrageiras
tropicais que possuam um baixo valor nutritivo, devido as concentracdes relativamente altas de
lignina. As ligacOes cruzadas entre o acido ferdlico e a lignina limitam o acesso microbiano do
ramen as xilanas digestiveis da parede celular das forrageiras tropicais.

Dessa maneira foi possivel observar que das seis forrageiras avaliadas, apenas trés
aumentaram a degradabilidade das fibras quando tratadas com diferentes concentracdes do
extrato enzimatico de P. sajor-caju CCB 020, mostrando que existe uma correlacdo ideal entre
as atividades enzimaticas ligninoliticas e das endoglucanase e/ou a xilanase ao sexto, 12° e 18°
dias, respectivamente para Napier, Aruana e Brachiaria para se conseguir bons resultados de
degradabilidade.

Os resultados de degradabilidade das fibras com aplicacdo dos extratos enzimaticos
mostraram respostas mais faceis de interpretar do que com o cultivo dos fungos nas forrageiras.
Os fungos modificaram as fibras, diminuindo a hemicelulose total. Os extratos enzimaticos
aplicados sobre as fibras mostraram degradabilidade das fibras transformando-as em material
de maior digestibilidade pelos microrganismos do rumen, sendo que maiores concentracfes dos
extratos aumentaram a degradabilidade, mostrada pelos oito parametros analisados (Tabelas 21
a 26).

A producdo de gases por 24 horas aumentou com o nivel de concentracdo mais elevado
das enzimas, sugerindo que os carboidratos fermentados totais aumentaram. A producao de CHa
aumentou simultaneamente com os niveis das enzimas, em todos os substratos avaliados. Para
0 capim Aruana, apesar do maior nivel de dose exibir diferenca entre doses, quando comparado
a outros substratos, este libera menos CHs, demonstrando que o substrato de boa qualidade
produz menos CHa, 0 que também foi observado por Soltan et al. (2013).

O aumento dos niveis de concentracdo das enzimas melhorou a matéria organica
verdadeiramente degradada (MOVD) e a fibra em detergente neutro degradada (FDND) das
diferentes forrageiras analisadas e isto pode ser devido ao aumento na hidrdélise do substrato e

sinergismo com outras enzimas ruminais.
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Como observado, pelos resultados dos pardmetros de produgdo de gases e
degradabilidade in vitro, constatou que a adi¢do de enzimas afetou a fermentagéo ruminal de
forrageiras de forma diferente, conforme o contetdo de fibra e composi¢do dos polissacarideos
presentes, e ainda verificaram que a concentracao enzimatica foi um fator importante na eficacia
das mesmas (JALILVAND et al., 2008; SOLTAN et al., 2013; HE et al., 2016). A otimizagéo
de dose de enzimas € necessaria para assegurar o uso eficiente da enzima, particularmente
devido ao alto custo da enzima fibrolitica. Quantidades excessivas ou insuficientes de doses
enzimaticas, podem influenciar na digestdo das forrageiras e desempenho do animal
(BEAUCHEMIN et al., 2003; ADESOGAN et al., 2014).

5.11. Produgcéo de Acidos Graxos de Cadeia Curta com Aplicacio de Enzimas

Os microrganismos do rimen, bactérias, fungos, protozoarios, convertem os alimentos
ingeridos (carboidratos, proteinas e aglUcares) em acidos organicos que sdo 0s nutrientes
absorvidos para o desenvolvimento do animal, produzem também compostos indesejaveis ao
ambiente como gas carbdnico (CO2), metano (CHa), compostos nitrogenados e hidrogénio. A
geracdo de CH4 no rimen é necessaria para manter o equilibrio de compostos, sendo utilizado
nas reacOes de enzimas que mantém o nivel de ions hidrogénio. O estudo da producao de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) como acido acético, propidnico e butirico que sdo utilizados
como principais nutrientes, pode mostrar o ganho nutricional proporcionado pelo alimento
ingerido (ZHOU et al., 2011).

Nas analises de AGCC ndo foram detectados efeitos estatisticamente significativos
(p>0,05) das doses enzimaticas dentro de cada periodo de incubacdo, para os parametros
observados, nas seis forrageiras estudadas (Tabelas 27 e 28). Entretanto pode-se observar que
houve uma interagdo significativa encontrada entre as atividades das enzimas e concentragéo
aplicadas nas forrageiras. Pela razdo C2:C3 pode ser recomentada a concentragcdo G3 (6 mL)
do extrato enzimético do fungo incubado durante doze dias em vinhaca.

Em pesquisa realizada por Soltan et al. (2013) foram observados os pardamentros de
AGCC em forrageiras com adi¢do de duas enzimas (endoglucanase e xilanase), as forrageiras
suplementadas com enzima endoglucanases, aumentaram as concentracdes de acetato para o
Aruana, propionato e butirato para Napier, ambas em 24 horas de incubacgéo e, somente para
Buffel foi observado aumento na concentracdo do propionato, apos 48 horas de incubagdo. N&o
observaram nenhum efeito significativo nas demais forrageiras com a suplementacdo das

enzimas endoglucanase e xilanase.
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Resultados obtido por Soltan et al. (2013), mostraram que a incubacdo de Aruana e
Napier com celulase produziram mais CH4 sendo consistente com a mudanga do padréo de
AGCC o0 que sugere que o aumento do CH4 foi reflexo da melhoria da degradagdo da
fermentacdo da fibra e ndo de modificacdo da comunidade metanogénica. O aumento das
concentragdes de acetato e butirato, por incubar estas forrageiras confirmou a suposic¢éo que a
producdo de acetato e butirato estdo associadas com a liberacdo de H», que pode ser usado na
metanogenese para formar o CHa. Por sua vez, com uma mudanca na produgdo de AGCC para
mais propionato sem alteracbes no AGCC total e pH geralmente é esperada uma inibicdo da
producdo de CH4 (GOEL; MAKKAR, 2012). Este foi o efeito que Soltan et al. (2013)
encontraram no Buffel, com maior teor de fibra, quando tratados com adicéo celulases. No
entanto tais efeitos ndo foram constatados para o bagaco de cana-de-acUcar. Soltan et al. (2013)
concluiram que assim, a melhoria na degradabilidade da fibra em forrageiras com alto teor de
celulase pelo tratamento com endoglucanase produziu menos CH4 e propionato mais elevado,
a menos que o bagaco de cana-de-agucar seja altamente lignificado previamente, pode afetar
negativamente os processos gerais de fermentacdo ruminal e degradabilidade de nutrientes
mesmo apos o tratamento do bagaco ainda assim, esta associacdo assumida entre producéo de
CHas e Cel e Lig contida nas forrageiras, precisa ser melhor investigada usando um maior

conjunto de amostras de plantas e variaveis mensuradas.
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Tabela 27 — Quantificacdo (mmol L) de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC) em seis forrageiras, tratadas com quatro concentraces de enzimas produzidas
em trés periodos de incubacéo por P. sajor-caju CCB 020 em vinhaca

6° dia 12° dia 18° dia

Forrageiras Pardmetros Concentragdes de Enzimas (mL) E.P.M.T Valor-p

G Gl G2 G3 G Gl G2 G3 G Gl G2 G3
Acetato 33,154 32,194 3487~ 37,04 3518~ 3628~ 3750~ 39,39A 5265A 5329A 50217 5063~ 1,88 1,000
Propionato  7,69A 835A 9,632 10,047 942~ 10,04 10,66A 11,33~ 12,06A 1314~ 1221~ 12,92A 1,05 1,000
Pa”ic‘i/‘f”;m’;;m“m Butirato 7,30~ 6,94A 746A 7724 626 663~ 6994 746~ 10,654 10,92” 10,094 1059 0,83 1,000
Outros 2,60~ 231~ 246~ 2594 28" 2994 301~ 316~ 4524 450~ 4054 4154 056 1,000
C2:.C3 438~ 393~ 363~ 340~ 374 363~ 353~ 347~ 448~ 419A 420~ 403~ 023 1,000
Acetato 31,427 30,84 31,82~ 3504~ 3353~ 3519~ 3503~ 37,87 5053° 5467~ 4582~ 5145 188 1,000
Propionato  7,10A 7,66~ 8342 10,26A 8532 9154 937A 10,37~ 10,87~ 11,21~ 10,83 13294 105 1,000
Bagagco de cana-de-aclicar ~ Butirato 7,19~ 6,88~ 6,58~ 749~ 5727~ 6,34~ 636~ 7,13~ 9,724 10,01~ 9,39~ 11,244 0,83 1,000
Outros 2,70~ 2,49~ 249A 264~ 280~ 311~ 298~ 323~ 451A 4394 406~ 464~ 056 1,000
C2:.C3 450~ 411~ 384~ 343A 304~ 387A 375A 364A 479A 510~ 431A 412A 023 1,000
Acetato 34,01 30,90~ 36,28~ 3691~ 37,01~ 36,13 3755A 3086~ 5097A 5486~ 5744~ 5575 188 1,000
Propionato  9,71A 9,28A 1157~ 12,00~ 10,99A 11,12A 11,68~ 12,67~ 16,00~ 14,558~ 16,72~ 1612~ 1,05 1,000
praciara decumbens  putirato 8084 732 838~ 818~ 7124 6944 7534 7574 13014 1142° 1264° 1206 083 1,000
' Outros 2,854 254~ 288~ 2827 329A 3254 350A 333A 538A 469° 4994 4794 056 1,000
C2:.C3  355A 347~ 317~ 308~ 337~ 325~ 321~ 314A 378~ 383~ 3582 3582 0,23 1,000

G = 0,5 g amostra de volumoso + 6,0 mL agua + 50,0 mL solucdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G1 = 0,5 g amostra de volumoso + 2,0 mL solucdo enzimética + 4,0 mL &gua + 50,0 mL
solucdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G2 = 0,5 g amostra de volumoso + 4,0 mL solu¢do enzimatica + 2,0 mL &gua + 50,0 mL solucdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G3 = 0,5 g amostra de
volumoso + 6,0 mL solugdo enzimética + 50,0 mL solucéo nutritiva + 25,0 mL inoculo.

C2:C3 = razo acetato:propionato

1 E.P.M. = erro padrdo da média.

Meédias com letras maitUsculas diferentes dentro de cada dia de incubagdo indica diferenca entre as concentracdes pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Continuacao

6° dia 120 dia 18° dia

Forrageiras Parémetros Concentra¢des de Enzimas (mL) E.P.M.T Valor-p
G Gl G2 G3 G Gl G2 G3 G Gl G2 G3

Acetato 32,31~ 31,86~ 3384~ 37,374 3600~ 3578~ 3876~ 4005A 54,17~ 5449~ 5558~ 52504 188 1,000
Propionato 8,19 8454 966~ 11,544 967~ 984A 10,72” 1143~ 1248~ 1322~ 1417~ 1347~ 1,05 1,000
Ce”gc_r;iggaris Butirato 7,542 7,03~ 7,254 810~ 631A 642A 6907 753~ 10,754 10,76~ 11494 10,90~ 0,83 1,000
Outros 2,50~ 2,44~ 243~ 274~ 307~ 310~ 323~ 340~ 488~ 467~ 486~ 450~ 056 1,000
C2:C3 4,02~ 391~ 360~ 3254 373A 3654 362° 350 4454 422A 410~ 397~ 0,23 1,000
Acetato 3583~ 3675 3846~ 4158~ 3849° 4073~ 4147A 42,89 59,024 57,30~ 59,804 6279 1,88 1,000
Propionato 13,704 1399~ 1562~ 17,32A 1445~ 1514~ 15627 16,39~ 19,95A 20,127 22,62° 2423~ 1,05 1,000
Cana-de-agucar picada Butirato 9,42A 923~ 941~ 10,16~ 9,64~ 1048~ 10,724 11,26~ 13,68~ 13,97~ 15,06” 16,194 0,83 1,000
Outros 2247 231~ 2352 2524 20947 327~ 321A 345~ 4182 3095° 425A 431A 056 1,000
C2:C3 2,68~ 2682 251A 240~ 2,66~ 269~ 2,65° 261A 2994 288~ 2782 2754 0,23 1,000
Acetato 34,18~ 3544~ 3665~ 38,80~ 3579~ 3681~ 3854A 39,68~ 5821° 5461 5981A 58254 188 1,000
Propionato 8,83 9,98~ 10,774 11932 9917 1042~ 1127~ 11717 1422~ 1362~ 16,122 1345~ 1,05 1,000
Pe“”iset””;\f“,\rlggireegmSCh“m' Butirato 7,882 7,794 7,93~ 786~ 651~ 668~ 7,16~ 7,66~ 11754 1093~ 12154 1058~ 0,83 1,000
Outros  2,73A 274~ 271~ 2654 3122 324~ 334~ 347~ 515A 463~ 488~ 426° 056 1,000
C2:C3 397~ 358~ 345° 326~ 3624 355 342~ 338~ 4,18° 407~ 3904 446~ 0,23 1,000

G = 0,5 g amostra de volumoso + 6,0 mL agua + 50,0 mL solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G1 = 0,5 g amostra de volumoso + 2,0 mL solucéo enzimatica + 4,0 mL &gua + 50,0 mL
solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G2 = 0,5 g amostra de volumoso + 4,0 mL solucéo enzimatica + 2,0 mL agua + 50,0 mL solugdo nutritiva + 25,0 mL inoculo; G3 = 0,5 g amostra de
volumoso + 6,0 mL solugdo enzimética + 50,0 mL solugéo nutritiva + 25,0 mL inoculo.

C2:C3 = razdo acetato:propionato

1 E.P.M. = erro padrao da média.

Meédias com letras maitsculas diferentes dentro de cada dia de incubagdo indica diferenca entre as concentracdes pelo teste de Tukey (p<0,05).
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6. CONCLUSOES

Com os resultados do presente estudo, conclui-se que os fungos P. sajor-caju
CCB 020, P. ostreatus var, shimeji, P. albidus CCB 068 e P. ostreatus inoculados nas
forrageiras se desenvolveram e foram capazes de produzir enzimas lignoceluloliticas e, que 0s
mesmo modificam a composi¢do bromatoldgica original das forrageiras, havendo alteracoes
nas porcentagens das fibras, apresentado uma variagdo na producdo de gases decorrente das
alteracdes que os quatros fungos ocasionaram nas forrageiras.

O fungos apresentaram diminuicdo da degradacao das fibras, com decorrer dos dias de
avaliacdo, proporcionando uma diminuicdo na PG e degradabilidade das forrageiras.

A inoculacdo do fungo P. sajor-caju CCB 020 sobre as forrageiras ndo proporcionou
aumento de proteina, talvez pelo consumo de nitrogénio no desenvolvimento do fungo. Mas
demonstrou afinidade em degradar hemicelulose das forrageiras Napier, Aruana e bagaco de
cana-de-acgUcar e cana-de-agucar picada, 0 mesmo ndo ocorrendo para Lig e Cel.

No cultivo do P. ostreatus var. shimeji ndo apresentou aumento no teor de PB para
nenhuma das forrageiras. Mas o fungo P. ostreatus var. shimeji atuou sobre as forrageiras
Brachiaria, Napier, Buffel, bagaco de cana-de-acUcar e cana-de-agUcar picada, degradando a
lignina. Ja para as forrageiras Napier e Aruana ocorreram degradacao no teores de Cel e H-cel,
nas demais forrageiras apenas a Cel, para Brachiaria e a H-cel para o bagaco de cana-de-acucar.

Para o tratamento biolégico com fungo P. albidus CCB 068 na forrageira Buffel foi o
gue demostrou melhor eficiéncia na acdo do P. albidus CCB 068, comparada com as demais
forrageiras, apresentando as degradacdes no material lignocelulésico e tendo um aumento no
teor de PB.

Para o fungo P. ostreatus apenas nas forrageiras Brachiaria, Buffel e cana-de-aclcar
picada apresentaram aumento no teor de PB e para 0s demais forrageiras nao apresentaram
variagOes e apenas para 0 bagaco de cana-de-agucar, teve preferéncia na degradacédo da lignina.

A adicdo de extrato enzimatico do fungo P. sajor-caju CCB 020 desenvolvido em
vinhaca durante os periodos de 6, 12 e 18 dias e aplicado sobre as seis forrageiras, mostrou
resultados de degradabilidade. Com a adicdo de extrato enzimético a producdo de gases
aumentou com aplicacdo de 2, 4 e 6 mL, sendo diretamente proporcional a concentragéo,

mostrando a ocorréncia da degradabilidade da fibras.
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Os resultados de degradabilidade e producdo de gases mostraram que para as
concentragoes de extrato enzimatico produzida pelo fungo P. sajor-caju CCB 020, adicionados
nas forrageiras pode variar substancialmente para os diferentes tipos de forrageiras.

Afim de otimizar a eficiéncia da aplicacdo de enzimas lignoceluloliticas faz necessario
aumentar as concentragdes das enzimas, aplicadas sob a forrageiras.

Os resultados obtidos sugerem que os Pleurotus, € um fungo apropriado para melhorar
o valor nutritivo das forragerias como alimento para ruminates, melhorando a composicao

bromatoligica, mas também aumentando a degradabilidade.
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