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RESUMO

SAKITA, G. Z. Producdo de gases, fermentacdo ruminal e desempenho de ovinos
suplementados com enzimas fibroliticas. 2018. 139 p. Tese (Doutorado) — Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2018.

A preocupacdo com a seguranca alimentar e o aquecimento global pressiona a cadeia de
producdo de ruminantes a buscar alternativas para incremento na produtividade e reducdo nas
emissdes dos gases de efeito estufa, uma vez que essa atividade é responsavel por grande
parte das emissdes de metano (CH,) entérico. O desenvolvimento de produtos enziméticos
para uso na nutricdo de ruminantes torna-se de grande valia para contribuir com a demanda
alimentar e reduzir os impactos ambientais. O objetivo do presente estudo foi avaliar o uso de
um extrato de enzimas fibroliticas (EEF), composto por endoglucanases, exoglucanases e
xilanases, produzido pelo fungo Trichoderma reesei utilizando como substrato residuos da
industria canavieira, sobre a digestibilidade, fermentacdo ruminal e desempenho de ovinos em
crescimento, conduzidos atraveés de dois experimentos. No experimento 1, foi avaliado a
adicdo de doses crescentes (0, 10, 100, 1000 e 10000 pL g™ de substrato) do EEF sobre a
producdo total de gases e CH,, degradabilidade e fermentacdo ruminal de trés forrageiras
tropicais (Cynodon spp., Panicum maximum e Cenchrus ciliares L.) em um ensaio in vitro,
com 0 objetivo de verificar a possibilidade de uso do EEF na dieta de ruminantes sem
prejudicar os parametros fermentativos. Verificou-se que os resultados foram dependentes da
dose e do substrato utilizados. Contudo, foi verificado aumento na producao total de gases e
CH, e na degradabilidade de todas as forrageiras utilizadas com a dose mais alta do EEF.
Conclui-se que o EEF pode ser utilizado na dieta de ruminantes como alternativa para
incremento na degradabilidade de forrageiras tropicais. O experimento 2 foi dividido em duas
fases conduzidas com o objetivo de avaliar o efeito do EEF sobre a digestibilidade aparente
dos nutrientes, fermentacdo ruminal, desempenho animal e producdo de CH, entérico de
19 ovinos em crescimento divididos em dois grupos experimentais, controle (CTL) e enzima
(ENZ), recebendo dieta composta de 70% de feno de Tifton-85 e 30% de mistura
concentrada. O EEF foi aplicado diretamente no feno 24 horas antes do fornecimento da
refeicdo. Na Fase I, avaliou-se o efeito de doses crescentes (0, 20, 40 e 80 uL) do EEF sobre a
hidrdlise da fibra e posteriormente a dose com melhor resposta foi utilizada nos estudos de
digestibilidade aparente dos nutrientes e fermentacdo ruminal. A dose de 40 pL foi
selecionada para ser utilizada no ensaio in vivo, pois apresentou melhores respostas sobre a
reducdo nas fracGes fibrosas. Os animais suplementados com o EEF apresentaram maior
digestibilidade da fibra em detergente &cido e maior producdo de valerato. Na Fase Il, foi
avaliado o efeito do EEF sobre o desempenho, salde e producdo de CH,4 entérico de ovinos
em crescimento. Os procedimentos utilizados foram 0s mesmos descritos na Fase I. A
suplementacdo do EEF proporcionou maior percentual médio de ganho de peso e menor
producdo de CH, entérico por kg de matéria seca ingerida. As analises sanguineas
demonstraram que o EEF ndo prejudicou a saude dos animais. Conclui-se que o EEF pode ser
utilizado na dieta animal sem trazer riscos a saude, além de ser uma estratégia para aumento
na produtividade animal e contribuir com a mitigagdo de CH, entérico de ovinos em
crescimento.

Palavras-chave: Producdo de ruminantes. Forragens. Enzimas fibroliticas. Degradabilidade da

fibra. Metano entérico. Sustentabilidade.
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ABSTRACT

SAKITA, G. Z. Gas production, rumen fermentation and performance of lambs
supplemented with fibrolytic enzymes. 2018. 139 p. Tese (Doutorado) — Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2018.

Concern about food security and global warming is pressing the ruminant production chain to
seek alternatives to increase productivity and reduce greenhouse gas emissions, as this activity
accounts for most of the enteric methane (CH,) emissions. The development of enzyme
products for use in ruminant nutrition is of great value in order to contribute to food demand
and reduce environmental impacts. The aim of the present study was to evaluate the use of a
fibrolytic enzyme extract (FEE), produced by the fungus Trichoderma reesei using as
substrate residues from the sugar cane industry, on the digestibility, ruminal fermentation and
performance of growing sheep, conducted through two experiments. In the experiment 1, the
addition of increasing doses (0, 10, 100, 1000 and 10000 pL g) of the FEE on the total gas
and CH,; production, degradability and ruminal fermentation of three tropical forages
(Cynodon spp., Panicum maximum and Cenchrus ciliares L.) in an in vitro assay, with the
objective of verifying the possibility of use of the FEE in the diet of ruminants without
harming the fermentative parameters and, consequently, animal health. The results were
found to be dose and substrate dependent. However, there was an increase in total gas and
CH, production and in the degradability of all forages used with the highest dose of FEE. It is
concluded that the EPS can be used in the diet of ruminants as an alternative to increase the
degradability of tropical forages. The experiment 2 was divided in two phases, with the
objective of evaluating the effect of the FEE on the apparent digestibility of nutrients, ruminal
fermentation, animal performance and enteric CH, production of 19 growing sheep divided in
two experimental groups, control (CTL) and enzyme (ENZ), receiving a diet composed of
70% of Tifton-85 hay and 30% of concentrated mixture. The FEE was applied directly to the
hay 24 hours before the meal. In Phase I, the effect of increasing doses (0, 20, 40 and 80 pL)
of the FEE on fiber hydrolysis was evaluated and the dose with the best response was then
used in the studies of apparent digestibility of nutrients and ruminal fermentation. The 40 pL
dose was selected to be used in the in vivo assay because it presented better responses on the
reduction in fibrous fractions. The animals supplemented with FEE showed higher acid
digestible fiber digestibility and higher valerate production. The other parameters were not
influenced by the addition of FEE. In Phase Il, the effect of FEE was evaluated on the
performance, health and production of Enteric CH, of growing sheep. The procedures used
were the same as described in Phase I. The supplementation of the FEE provided a higher
percentage of weight gain and lower enteric CH4 production per kg of ingested dry matter.
Blood tests showed that FEE did not affect animal health. It is concluded that FEE can be
used in the animal diet without presenting health risks, besides being a strategy to increase
animal productivity and contribute to the mitigation of enteric CH,4 of growing sheep.

Keywords: Ruminant production. Forage. Fibrolytic enzymes. Fiber degradability. Enteric
methane. Sustainability.
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1. INTRODUCAO

O aumento da populacdo mundial, estimada em mais de nove bilhdes de pessoas no
ano de 2050, traz consigo um grande desafio para a cadeia produtora de alimentos (agricultura
e pecuéria), atender a demanda de alimentos para a populacdo e minimizar os impactos
ambientais causados durante o processo de producdo. Nesse contexto, a pressao sobre os
produtores rurais com as questbes ambientais faz com que haja a necessidade de
intensificacdo da producdo por hectare, garantindo maior produtividade sem a necessidade de
aumentar as areas utilizadas, e dessa forma, reduzindo o desmatamento.

Sabe-se que 0s animais ruminantes sdo importantes produtores de proteina animal,
sendo capazes de produzir alimentos de excelente qualidade nutricional e essenciais para a
nutricdo humana a partir de substratos fibrosos como Unica fonte de nutrientes. 1sso é devido
aos pré-estbmagos, que apresentam condi¢cdes favoraveis (anaerobiose, pH e temperatura
controlados) para o desenvolvimento de microrganismos capazes de aproveitarem alimentos
fibrosos como fonte energética através dos processos fermentativos, liberando como produtos
finais da fermentacdo, acidos graxos que serdo utilizados pelos animais como fonte de
energia. Ademais, a utilizacdo de substratos fibrosos (gramineas forrageiras e residuos
agroindustriais) pelos ruminantes coloca-os em um patamar de destaque pelo fato desses
alimentos ndo serem utilizados na alimentacdo humana.

No Brasil, grande parte do sistema de producéo de ruminantes se da com a utilizacéo
de forrageiras tropicais, principalmente forragens de origem africana. O sistema de criagdo a
pasto é considerado um fator favoravel para a cadeia produtora de ruminantes decorrentes do
baixo custo com alimentacdo e da menor utilizacdo de grdos na dieta. Além disso, essas
forrageiras apresentaram uma Otima adaptacdo aos diferentes solos e clima brasileiro,
possibilitando o cultivo dessas forragens em regides com solos de menor fertilidade e com
relevos inadequados, areas que seriam consideradas inapropriadas para a atividade agricola.

No entanto, a alta sazonalidade dessas forrageiras prejudica a produtividade
animal no decorrer do ano. Isso porque, essas forragens apresentam alta producdo de matéria
seca e melhor qualidade nutricional nos periodos chuvosos e baixa produtividade e qualidade
nutricional (menor quantidade de proteina, maior quantidade de parede celular e baixa
digestibilidade) nos periodos secos do ano. Assim, caso ndao ocorra o correto planejamento da

producdo durante o ano, 0s animais apresentardo Otimo desempenho produtivo
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durante o periodo chuvoso, contudo, ocorrendo perda de produtividade durante o periodo
seco, diminuindo a produtividade e eficiéncia e, consequentemente, a sustentabilidade do
sistema de producao.

Outro inconveniente da cadeia de producdo de ruminantes € a producdo de metano
(CH,) entérico, molécula formada durante o processo fermentativo e que, normalmente é
intensificado quando os animais se alimentam com dietas fibrosas. Alguns microrganismos,
conhecidos como arqueas metanogeénicas, utilizam o dioxido de carbono (CO,) e o hidrogénio
(H2) produzidos ap6s o processo de fermentacdo para formacdo do CH,4 que, posteriormente,
serd eructado para a atmosfera. O CH, liberado representa uma perda energética para o
animal, reduzindo sua eficiéncia alimentar, além de ser considerado um gas de efeito estufa
(GEE) com poder de retencéo de calor 25 vezes maior que o CO..

Decorrente a isso, nos ultimos anos, iniciou-se um intenso movimento de pressao
sobre a producéo pecuaria, sendo considerada uma atividade exploratéria que contribui com o
aumento dos gases de efeito estufa e com o desmatamento das florestas.

Todos esses problemas apresentados incentivaram a comunidade cientifica a buscar
estratégias para aumentar a produtividade animal e ao mesmo tempo, reduzir os impactos
ambientais causados pela producdo pecuéria. Umas das estratégias pesquisadas nas ultimas
décadas € a utilizacdo de enzimas fibroliticas exdgenas (EFE), que passaram a ser estudadas
com o objetivo de melhorar a qualidade e digestibilidade dos alimentos utilizados na dieta dos
animais ruminantes além de ser considerado uma possivel forma de mitigacdo de CH,
entérico.

A hipdtese sustentada pelos pesquisadores seria de que essas enzimas seriam capazes
de aumentar o processo de degradacdo da fracdo fibrosa dos alimentos, disponibilizando
maiores quantidades de nutrientes para serem fermentados pelos microrganismos ruminais e,
dessa forma, aumentando a disponibilidade de nutrientes para os animais. Além disso, essas
enzimas poderiam alterar alguns parametros fermentativos, como a relacdo
acetato:propionato, tendo como beneficios diretos, a reducdo na producdo de CH, entérico e
maior aproveitamento energético da dieta.

Normalmente, essas enzimas sdo produzidas por microrganismos que, para
utilizarem os nutrientes provenientes de um substrato, liberam enzimas para 0o meio
extracelular para reagirem com o substrato, catalisando as reagOes de quebra das ligacGes
presentes nas cadeias de carboidratos e utilizando os mondémeros em seu metabolismo. Assim,
torna-se possivel a extracdo e utilizacdo dessas enzimas em outros segmentos, tais como as

industrias téxtil, de alimentos, de bioenergia, de nutricdo animal, dentre outras.
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Estudos estdo sendo desenvolvidos com a utilizagdo de residuos lignoceluldsicos
provenientes da agricultura para a producdo de EFE. A agroindustria brasileira gera uma
grande quantidade de residuos lignocelul6sicos anualmente e que até entdo, ndo eram
utilizados para nenhum fim especifico, o que levava a grandes perdas pela inddstria agricola e
poluicdo ambiental devido a queima e/ou ao descarte incorreto. Dessa forma, a utilizagio
desses residuos para producdo de produtos de maior valor agregado tornou-se uma maneira
sustentavel de reduzir os impactos ambientais proporcionados pelas agroindustrias além de
reduzir suas perdas econémicas.

Nesse sentido, o desenvolvimento de bioprocessos para a produgéo de EFE, oriundas
de fungos que utilizam residuos agroindustriais (residuos lignocelulésicos) para seu
crescimento, estdo sendo cada vez mais pesquisados. Assim, o destino final de utilizacdo
desses produtos torna-se de grande valia, sendo a nutricdo animal uma area de grande
exploracdo. Dessa forma, h& a necessidade do desenvolvimento de pesquisas com a incluséo
de produtos economicamente viaveis na dieta dos animais de producdo com o fim precipuo de
obter resultados positivos sobre o desempenho e saiude animal, além de contribuir com a
reducdo nas emissdes dos gases de efeito estufa e proporcionar maior sustentabilidade dos
sistemas de producéo agricola e pecuério.

Visando contribuir com a reducdo nas pegadas de carbono assim como intensificar a
produtividade animal e desenvolver novas estratégias para elevar o valor nutritivo da dieta dos
ruminantes, poucas pesquisas estdo sendo desenvolvidas no Brasil com a utilizacdo de
enzimas fibroliticas produzidas por fungos, com a utilizacdo de residuos agroindustriais, com
intuito de criar novas alternativas alimentares que promovam o equilibrio entre a produgéo de

ruminantes e 0 meio ambiente.

1.1 Hipdbteses

A hipotese do trabalho é de que a utilizacdo de um extrato bruto de enzimas
fibroliticas exo6genas, produzido por um fungo que consegue se desenvolver utilizando
residuo lignocelulosico de baixa qualidade, nesse caso a palha de cana-de-agucar, € capaz de
elevar a degradabilidade da fracdo fibrosa de forrageiras tropicais. Se o fungo consegue
crescer utilizando esse substrato, isso quer dizer que ele € capaz de produzir um sistema
enzimatico especifico, que é liberado para o meio extracelular, para degradar os polimeros de
celulose e hemicelulose até seus respectivos mondmeros, assim, utilizando-os em seu

metabolismo.
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Dessa forma, é esperado que a inclusdo do extrato enzimatico seja capaz de melhorar
a qualidade nutricional de forrageiras tropicais pelo fato das enzimas presentes no extrato
atuarem na quebra das ligacbes da fracdo fibrosa e, assim, facilitar a aderéncia dos
microrganismos ruminais ao substrato, e consequentemente, reduzir o tempo de colonizagéo,
além de aumentar a quantidade de nutrientes disponiveis para a fermentagdo ruminal.

Quanto maior a quantidade de nutrientes para 0S microrganismos, maiores Seréo as
taxas de fermentacdo, maior estimulo para crescimento dos microrganismos (sintese
microbiana), principalmente os fibroliticos, e maior producdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) oriundos dos processos de fermentacdo. O aumento na producdo de AGCC
disponibilizard maior quantidade de energia para ser utilizada pelo animal, proporcionando
assim, melhor desempenho e saide animal, além de reduzir a producao de CH,4 por unidade de
produto animal produzido, fazendo com que o sistema de producdo seja mais eficiente e

sustentavel.

1.2 Objetivo geral

O objetivo geral do estudo foi avaliar o efeito da adigdo de um extrato de enzimas
fibroliticas (EEF) exdgenas, produzido por fungo utilizando residuos da industria canavieira
como substrato para seu crescimento, sobre a producdo de gases, fermentacdo ruminal e
desempenho de ovinos utilizando técnicas in vitro e in vivo, como uma estratégia sustentavel
para 0 aumento da produtividade e mitigacdo dos gases de efeito estufa na producdo de

ruminantes.

1.2.1 Objetivos secundéarios

e Avaliacdo de doses crescentes do EEF sobre a producdo total de gases e CHy,
degradabilidade da MO, degradabilidade da fibra e parametros fermentativos (pH
e AGCC) de diferentes forrageiras tropicais utilizando o ensaio in vitro de
producdo de gases, com o objetivo de verificar a possivel utilizacdo do EEF na

dieta de ruminantes.
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¢ Avaliacéo da digestibilidade aparente dos nutrientes, sintese microbiana e fermentagédo
ruminal (pH, AGCC e nitrogénio amoniacal) de ovinos em crescimento com
inclusdo do EEF na dieta.

¢ Avaliacéo dos efeitos da adicdo do EEF sobre parametros zootécnicos de ovinos em
crescimento atraves da determinacdo do ganho médio diario de peso, consumo
médio diario de matéria seca e conversdo alimentar e, quantificacdo da producéo

de metano entérico com a utilizacdo de camaras respirométricas.



28



29

2. UTILIZACAO DE ENZIMAS FIBROLITICAS EXOGENAS COMO ESTRATEGIA
PARA INCREMENTO NA PRODUTIVIDADE ANIMAL E SUSTENTABILIDADE
DO SETOR PECUARIO

2.1 Sistema de producdo de ruminantes no Brasil e sua importancia para producéo
nacional e mundial de proteina animal

O Brasil apresenta um rebanho de animais ruminantes com quase 248 milhdes de
cabecas, entre bovinos, bubalinos, ovinos e caprinos. Desse total, em torno de 88% ¢
representado por bovinos, sendo as regides centro-oeste e norte as que apresentam 0s maiores
rebanhos, seguido das regides sudeste, sul e nordeste. No caso dos pequenos ruminantes
(ovinos e caprinos), a regido nordeste concentra grande parte do efetivo, com mais de 60%
dos ovinos e 90% dos caprinos criados no territorio nacional. Ja os bubalinos, com rebanho
bem menor comparado com os demais animais (1,37 milhdes de cabecas), concentram-se na
regido norte, com mais de 60% do efetivo seguido pelas regides sudeste, nordeste, sul e
centro-oeste (IBGE, 2016).

A utilizacdo de plantas forrageiras para a criacdo de ruminantes é a técnica mais
difundida em todo o mundo. Normalmente, cada regido utiliza os cultivares de melhor
adaptacdo as condicdes climaticas e de solo (WILKINSON; LEE, 2018). No Brasil ndo é
diferente, o sistema de producéo de ruminantes mais utilizado € de regime a pasto (FERRAZ;
FELICIO, 2010; SOLTAN et al., 2013), com aproximadamente 90% dos nutrientes obtidos
através desse sistema de criacdo (EUCLIDES et al., 2010).

Grande parte do territorio nacional destinado a criacdo dos animais ruminantes é
composto por forrageiras tropicais, com destaque para o0 género Urochloa spp., que ocupa em
torno de 80 milhdes de hectares (ABDALLA et al., 2012) e também forrageiras do género
Panicum spp., ambas de origem africana e que apresentaram boa adaptacdo aos solos de baixa
a média fertilidade presentes no territorio brasileiro (FERRAZ; FELICIO, 2010). Esse sistema
de producdo com utilizacdo de forrageiras coloca o Brasil em destaque pelo baixo custo de
producdo aliado aos precos relativamente baixos da terra e clima favoravel (FERRAZ;
FELICIO, 2010), demonstrando o potencial dos ruminantes em produzir carne e leite de
qualidade utilizando-se apenas as forragens como fonte de nutrientes (WILKINSON; LEE,
2018), além desse sistema de producdo proporcionar um melhor bem-estar animal e menor
riscos de adquirir doengas (LOBATO et al., 2014).
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E importante salientar que a menor utilizacdo de cereais na alimentagdo animal faz
com que mais pessoas possam ser alimentadas, pois em torno de um bilhdo de toneladas de
cereais que sdo utilizados anualmente para alimentar os animais de producdo poderiam
alimentar mais de trés bilhdes de pessoas (EISLER et al., 2014). Assim, o sistema de criacdo
de ruminantes em pasto ndo gera competicdo com a alimentacdo humana (VAN SOEST,
1994).

Nesse contexto, o Brasil tornou-se um importante produtor nacional e mundial de
proteina animal, favorecido pelo seu numeroso rebanho bovino e grande area destinada a
pastagens para criacOes extensivas (JANK et al., 2014; RUVIARO et al., 2015), classificando-
0 como o segundo maior produtor mundial de carne bovina utilizando as forrageiras como
principal fonte de nutrientes (JANK et al., 2014; DE OLIVEIRA SILVA et al., 2017). Néo
menos importante, a producdo de ovinos e caprinos, representa uma importante atividade de
desenvolvimento social e econdmico em territério nacional, principalmente na regido
nordeste, regido com maior concentracdo de pequenos ruminantes (GUILHERME et al.,
2017). Muitas vezes, os produtos oriundos desses animais (carne e leite) sdo utilizados como
meio de subsisténcia para muitas familias de baixa renda residentes em regides rurais
(MCMANUS et al., 2014).

Como complemento da importancia da criacdo de ruminantes, ndo apenas em nivel
de Brasil, mas em nivel mundial, a atividade pecuaria ajuda as popula¢gdes mais pobres nao
apenas como fonte de subsisténcia, mas também como forma de fazer dinheiro, apds a venda
de alguns animais, para poderem cobrir despesas inesperadas além de fornecerem tracédo,
couro e |& (EISLER et al., 2014).

De acordo com o relatério publicado pela Divisdo Populacional das Na¢des Unidas,
em 2050 a populacdo mundial atingira o patamar de mais de 9,7 bilhdes de pessoas com
projecdo de aumento para 11,2 bilhdes de pessoas em 2100 (UNITED NATIONS, 2017).
Segundo Clay (2011), até o ano de 2050 a renda per capita dos habitantes ird aumentar,
dobrando o consumo quando comparado com os dias atuais, havendo a necessidade de trés
vezes a superficie da terra para poder atender a demanda de alimentos para toda essa
populacgéo.

Vale salientar que, no cenario mundial, quase a totalidade do leite e grande parte da
carne consumidos séo provenientes de animais ruminantes em geral (EISLER et al., 2014).
Isso destaca a importancia da producdo de ruminantes no Brasil, pois em 2050 a demanda
mundial por alimentos aumentard em 70%, sendo que o Brasil podera ser um dos paises que

ird atender boa parte dessa demanda (FAO, 2010). Seguindo essa perspectiva, a comunidade
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cientifica reitera a necessidade da intensificacdo dos sistemas de producdo agropecuario,
contudo sem causar maiores danos ao ambiente (CRIST; MORA; ENGELMAN, 2017).
Nesse cenario, 0 aumento da produtividade animal com a utilizacdo eficiente dos sistemas de
criagdo em pasto poderd ser vista como uma das solucbes para as questdes de seguranca
alimentar visto que, com o crescimento da populagdo mundial a demanda por alimentos
aumentara (MCAULIFFE et al., 2018), tornando-se necessario aumentar a produtividade dos
ruminantes sem que haja aumento nas areas destinadas para esse fim, necessitando de
estratégias que consigam conciliar aumento da produtividade por hectare e reduzir os

impactos causados pela producdo pecuéria (PEREIRA et al., 2018).

2.2 Producdo de ruminantes e as emissdes de gases de efeito estufa

O setor pecuario € responsavel pela emissdo de 7,1 giga toneladas de CO,
equivalente por ano, representando 14,5% das emissfes antropogénicas globais de GEE.
Desse total, uma boa parcela é proveniente dos animais ruminantes, sendo 2,9 giga toneladas
de CO; equivalente emitidos pelos bovinos especializados em producao de carne e também da
carne oriunda de bovinos de leite, 1,4 giga toneladas dos bovinos de leite, 475 milhdes de
toneladas oriundos dos pequenos ruminantes (caprinos e ovinos) e 618 milhGes de toneladas
oriundos do rebanho de bufalos (GERBER et al., 2013a).

Os animais ruminantes contribuem com as emissdes dos gases CH4, CO;, e N,O
(HRISTOV et al., 2013a; HAMMOND et al., 2016; KU-VERA et al., 2018), sendo 39%
representado pelo CH, entérico (GERBER et al.,, 2013a). O gas CH,; é proveniente,
principalmente, da fermentacdo entérica e N,O que é proveniente da decomposicao das fezes
e urina depositadas pelos animais (BERCHIELLI; MESSANA; CANESIN, 2012; CERRI et
al., 2016). Além de contribuir com os GEE, as emissdes de CO,, CH,4 e N,O representam uma
perda de energia (carbono) e nitrogénio, reduzindo a eficiéncia do sistema de producéo
(GERBER et al., 2013a).

A formacéo dos gases no rimen decorre do processo de degradacdo do alimento no
ambiente ruminal, através de um complexo de enzimas produzidas pelos microrganismos
ruminais, até mono ou dissacarideos que sdo posteriormente fermentados, convertendo 0s
nutrientes em AGCC, gases, acido latico, células microbianas (KOZLOSKI, 2016), etanol,
succinato, formato e acidos graxos de cadeia ramificada (JANSSEN, 2010). A amdnia (NHs),
0 H, e 0 CO, sdo os gases gerados através da fermentagdo ruminal (JANSSEN, 2010). J& o
gas CH, é produzido por bactérias ruminais quimiotroficas, também conhecidas como arqueas

metanogénicas (KOZLOSKI, 2016), que utilizam o CO;, e H, provenientes do processo
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fermentativo, realizando uma fermentacdo secundaria e formando o CH, (ABDALLA et al.,
2012; SOLTAN et al.,, 2013). O CH,4 produzido pode ser eliminado ap6s o processo de
absorcdo pelo epitélio ruminal juntamente com o ar expelido (KOZLOSKI, 2016) ou entdo
liberados pelo animal através da eructacdo (ABDALLA et al., 2012).

Além do CH,4 proveniente da fermentagdo entérica, o CH, também pode ser emitido
pelas fezes depositadas pelos animais durante o pastejo, representando outra forma de perda
energética (GERBER et al., 2013a). Da mesma forma, o N,O é emitido através da deposicao
das fezes nas pastagens (OPIO et al., 2013; CARDOSO et al., 2016). Apesar da NH3 ndo ser
considerada um GEE, ela pode contribuir indiretamente com a emissdo de N,O atraves da
volatilizagdo da NHj3 proveniente das fezes e urina, podendo ser depositada no solo e
convertida a N,O (HRISTOV et al., 2011). Estudos realizados em 22 propriedades rurais de
criacdo de bovinos de corte localizadas no estado do Mato Grosso mostraram que 67 - 79%
das emissdes dos GEE provenientes da bovinocultura de corte sdo oriundos da fermentacéo
entérica e 20 — 33% sdo oriundos das fezes e urina depositadas nas pastagens (CERRI et al.,
2016).

Portanto, maior importancia tem sido atribuida a producdo de CH, entérico
decorrente de sua grande contribuicdo para emissdo dos GEE, sendo considerada a segunda
maior fonte de emissdo do setor pecuario e tendo os bovinos como 0s principais contribuintes
(GERBER et al., 2013a). Ademais, maior esforco tem sido direcionado para a mitigagdo do
CH, entérico, pois esse gas apresenta uma meia vida relativamente curta na atmosfera, por
volta de 13 anos, podendo ser uma estratégia de reducdo do aquecimento global no curto
prazo (PETERSEN, 2018).

Como complemento, a producdo de CH, entérico pode variar dependendo de alguns
quesitos como o tipo de dieta utilizada, a espécie, o tamanho e a idade do animal (ABDALLA
et al., 2012), assim como da quantidade de alimento ingerida, do tamanho do rebanho e da
eficiéncia do animal em converter o alimento em produto animal (CERRI et al., 2016). Nesse
contexto, dietas com baixa digestibilidade aumentam a quantidade de gases produzidos pela
fermentacdo entérica; animais abatidos tardiamente permanecem maior tempo nas pastagens
e, consequentemente, emitem maiores quantidades de GEE; sistemas de produgdo menos
eficientes e com baixo peso ao abate ocasionam aumento das emissdes de GEE por kg de
carne/leite produzidos (GERBER et al., 2013a). Assim, a producgédo de CH, entérico pode ser
manipulada para que se consiga atingir menores emissdes provenientes dos processos

fermentativos ruminais, como descrito em varias revisdbes (BEAUCHEMIN et al., 2008;
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COTTLE; NOLAN; WIEDEMANN, 2011; GERBER et al., 2013b; HRISTOV et al., 20133,
2013Db).

Devido aos problemas ambientais proporcionados pela producdo de ruminantes, nos
ultimos anos o Brasil vem sofrendo uma forte pressdo da comunidade internacional
decorrente das emissdes dos GEE, com principal enfoque sobre a producdo de bovinos de
corte (RUVIARO et al., 2015), fazendo-se necessario desenvolver estratégias que consigam

conciliar a producao de ruminantes e 0 meio ambiente.

2.3 Utilizacdo de enzimas fibroliticas exdgenas para incremento da produtividade
animal, reducdo nas emissdes de metano entérico e sustentabilidade da producéo de
ruminantes

Um dos fatores limitantes para 0 aumento da produtividade dos animais ruminantes é
0 baixo aproveitamento dos nutrientes presentes nas forragens, principalmente devido as
grandes quantidades de carboidratos fibrosos presentes na parede celular vegetal, uma vez que
as condicdes ruminais ndo sdo favoraveis para sua digestdo (MEALE et al., 2014). As
forragens constituem a principal fonte de nutrientes dos animais ruminantes em todo o mundo
(WILKINSON; LEE, 2018), e devido a isso, diversas estratégias (tratamentos quimicos,
fisicos e biologicos) passaram a ser estudadas para melhorar a qualidade e digestibilidade da
fracdo fibrosa das forrageiras, porém sem ampla divulgacéo e utilizacdo (ADESOGAN et al.,
2014).

Grande atencdo tem sido dada nas ultimas décadas a utilizacdo de EFE, com o
objetivo de melhorar a degradacdo da parede celular vegetal e aumentar a produtividade da
cadeia produtora de carne e leite, como descritos em algumas revisdes e meta-analises
(BEAUCHEMIN et al., 2003; ADESOGAN et al., 2014; MEALE et al., 2014; ARRIOLA et
al., 2017; TIRADO-GONZALEZ et al., 2018) e visando reduzir os impactos ambientais e
aumentar a sustentabilidade da cadeia produtora de ruminantes (GADO et al., 2017,
HERNANDEZ et al., 2017; HERNANDEZ et al., 2017; KHOLIF et al., 2017; VALLEJO-
HERNANDEZ et al., 2018).

Estudos com utilizacdo de enzimas iniciaram-se na década de 60. No entanto, devido
aos altos custos de producdo, baixa caracterizagcdo bioquimica das enzimas, processos de
cultivo ineficazes e grande variacdo nas respostas animais desestimularam os cientistas a
continuarem com 0 andamento das pesquisas com adi¢do de enzimas na nutricdo animal
(BEAUCHEMIN et al., 2004).
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Com o passar dos anos, 0 menor custo com 0s processos fermentativos, a produgéo
de enzimas mais ativas e melhor caracterizadas e com aumento dos custos de producéo
decorrente da alimentacdo animal incentivaram os cientistas a reavaliarem a utilizacdo das
enzimas na nutricdo animal (BEAUCHEMIN et al., 2004). Decorrente a isso, a partir da
década de 90, estudos comecaram a ser desenvolvidos com a utilizagdo de enzimas exdgenas
para avaliacdo da performance de bovinos de corte, bovinos leiteiros e também em estudos in
vitro e in situ. Efeitos positivos foram observados sobre o ganho de peso e producéo leiteira
(BEAUCHEMIN; RODE; SEWALT, 1995; RODE; YANG; BEAUCHEMIN, 1999), sobre a
estabilidade enzimética em estudos in vitro e sobre a atividade enzimética no fluido ruminal
em ensaios in situ (HRISTOV; MCALLISTER; CHENG, 1998). O principal objetivo de sua
utilizacdo era aumentar a degradabilidade da parede celular vegetal e, consequentemente,
melhorar o aproveitamento das forrageiras pelos ruminantes (BEAUCHEMIN;
COLOMBATTO; MORGAVI, 2004).

Assim, diversas enzimas e misturas enzimaticas passaram a ser estudadas na nutricdo
de ruminantes, tais como as celulases, xilanases, proteases, pectinases e amilases. No entanto,
as mais utilizadas na dieta dos ruminantes foram as celulases e xilanases (enzimas fibroliticas)
que atuam nas ligacbes entre os polissacarideos da parede celular das forragens
(BEAUCHEMIN; COLOMBATTO; MORGAVI, 2004).

Um dos grandes problemas que comegaram a surgir foram os resultados divergentes
encontrados entre as pesquisas com a utilizacdo de EFE. Beauchemin et al. (2003) publicaram
uma revisdo avaliando os resultados publicados com a utilizacdo de aditivos enzimaticos na
dieta de bovinos leiteiros e de corte e estudos in vitro. Esses pesquisadores atribuiram as
divergéncias entre os resultados a formulacdo da mistura enzimatica, erros na caracterizacdo
bioquimica das enzimas, excesso ou falta de atividade enzimatica, métodos incorretos de
aplicacdo, ou mesmo o nivel de producdo dos animais. No entanto, os autores concluiram que
0 uso de enzimas exdgenas na nutricdo de ruminantes constitui uma importante ferramenta
com bom potencial para melhorar o aproveitamento dos nutrientes de dietas fibrosas, além de
servir como uma alternativa a utilizacdo de promotores de crescimento e antibi6ticos.

No mesmo ano, Colombatto e Beauchemin (2003) publicaram um artigo com o
objetivo de padronizar a caracterizagdo bioquimica, através da atividade enzimatica,
decorrente dos resultados inconsistentes encontrados na literatura, muitas vezes atribuidos a
utilizacOes erréneas na unidade de atividade enzimética, além de utilizagdo de temperatura e
pH fora dos condizentes com o ambiente ruminal (temperatura 39°C e pH 6,0 — 6,5). Através

desse artigo, houve uma padronizacdo nos ensaios de atividade enzimaética, onde foram
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determinados parametros importantes para sua caracterizacdo, tais como reagentes utilizados,
temperatura e pH da reacdo, tempo de incubacdo, metodologia de leitura e definicdo da
unidade de atividade enzimatica para cada uma das enzimas utilizadas na dieta de ruminantes,
0 que levaria a maior precisao na caracterizacdo das misturas enzimaticas utilizadas.

Outra revisdo publicada em 2004 prop6s a utilizacdo de ensaios in vitro, com uma
grande quantidade de substratos e doses enziméticas, simulando as condi¢des ruminais, para
selecionarem misturas enzimaticas com potencial de utilizacdo em ensaios in vivo. Além
disso, discutiram que o desenvolvimento de novos produtos enzimaticos de utilizacdo
especifica para ruminantes traria expectativas de melhores resultados, principalmente em
situacBes onde a energia é o fator limitante da dieta e a degradacéo da fracdo fibrosa for baixa
(BEAUCHEMIN; COLOMBATTO; MORGAVI, 2004).

Diversos estudos foram publicados com a utilizacdo de enzimas exdgenas em ensaios
in vitro demonstrando resultados positivos, com adicdo de celulases, xilanases, amilase,
proteases, feruloil esterase e algumas misturas, sobre a producéo de gases, degradabilidade da
matéria seca (DMS), degradabilidade da MO e da fracdo fibrosa, reducdo no tempo de
colonizagdo (“lag time”) dos microrganismos, eficiéncia fermentativa, reducdo na relagéo
acetato:propionato e producdo de CH,4 em diferentes substratos (COLOMBATTO et al., 2007;
EUN; BEAUCHEMIN, 2007a, 2007b; EUN; BEAUCHEMIN; SCHULZE, 2007; EUN;
BEAUCHEMIN, 2008; GIRALDO et al., 2008; KRUEGER et al., 2008; KRUEGER,;
ADESOGAN, 2008).

A diminuicéo na relacdo acetato:propionato observado nos trabalhos in vitro de Eun
e Beauchemin (2007a) e Giraldo et al. (2008) e na relagdo CH4:AGCC no trabalho in vitro de
Giraldo et al. (2008) levantaram a hipdtese da utilizacdo de EFE como uma possivel estratégia
para mitigacdo do CH, entérico produzido pelos animais ruminantes, devido ao fato da
reducdo nessa relacdo ser considerada um mecanismo primario para reducdao na producdo de
CH, (BEAUCHEMIN et al., 2008; GRAINGER; BEAUCHEMIN, 2011). A maior producao
de propionato indica menor disponibilidade de H, para ser utilizado pelas bactérias
metanogénicas para formacdo do CH,4 uma vez que o H, seria consumido no processo
fermentativo para formagéo do propionato (CHUNG et al., 2012).

Assim, varios estudos in vitro e in vivo comecaram a ser desenvolvidos com a
utilizacdo de EFE, tendo como um dos objetivos, a mitigacdo na produgdo de CH, enterico
(ARRIOLA et al., 2011; ZHOU et al., 2011; CHUNG et al., 2012; SOLTAN et al., 2013;
TANG et al., 2013; WANG; XUE, 2016).
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Mais recentemente, pesquisas in vitro foram desenvolvidas avaliando a adi¢do das
EFE em diferentes substratos sobre a producdo de gases, parametros fermentativos,
degradabilidade da fracdo fibrosa e utilizacdo dos nutrientes, visando aumento na
produtividade animal assim como reducdo nos impactos ambientais causados pela producao
agropecudria, promovendo maior sustentabilidade ao setor de ruminantes (DINESHKUMAR
et al., 2014; DIAZ et al., 2015; ROMERO et al., 2015; ELGHANDOUR et al., 2016; LOPEZ
et al., 2016; GADO et al., 2017; HERNANDEZ et al., 2017; KHOLIF et al., 2017;
VALLEJO-HERNANDEZ et al., 2018).

2.3.1 Parede celular vegetal e sistemas enzimaticos celulolitico e hemicelulolitico

A parede celular vegetal é uma estrutura complexa composta por celulose,
hemicelulose, lignina, pectina, proteinas, minerais e acucares sollveis. Esses compostos
podem ser divididos em sollGveis e insoldveis. A celulose e hemicelulose sdo o0s
polissacarideos estruturais mais abundantes nas plantas e junto com a lignina constituem a
porcdo insoluvel (VAN SOEST, 1994) e suas interacfes constroem a estrutura da parede
celular vegetal (SUN et al., 2016). A distribuicdo da celulose, hemicelulose e lignina
apresenta variagdo dependendo do tipo da planta (JARGENSEN; KRISTENSEN; FELBY,
2007)

A celulose é um polissacarideo composto por unidades de glicose unidas entre si por
ligacdes glicosidicas do tipo B-1,4 podendo apresentar grau de polimerizagdo superior a
10,000 unidades (SOMERVILLE et al., 2004; JGRGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007;
SUN et al., 2016), sendo o polimero organico mais abundante na natureza (SUN et al., 2016).
A cadeia linear da celulose permite a formacéo de ligagdes de hidrogénio entre as cadeias,
levando a formacdo das microfibrilas que apresentam em torno de 36 cadeias de celulose
unidas entre si, 0 que a torna de natureza cristalina (regido bem ordenada) e de dificil
degradacdo (SOMERVILLE et al., 2004; VAN DYK; PLETSCHKE, 2012; SUN et al., 2016).
No entanto, algumas regides apresentam natureza amorfa (regido menos ordenada) e de mais
facil degradacdo (VAN DYK; PLETSCHKE, 2012; SUN et al., 2016).

A hemicelulose é um polimero composto por xilose e arabinose (pentoses), manose,
galactose e glicose (hexoses) e acidos urénicos, unidas atraves de ligacdes glicosidicas do tipo
B-1,4, constituindo o segundo polissacarideo mais abundante na natureza (SAHA, 2003;
DASHTBAN; SCHRAFT; QIN, 2009; GIRIO et al., 2010). O grau de polimerizacio da
hemicelulose pode chegar até 200 unidades (SAHA, 2003; SUN et al., 2016). As ramificacOes
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presentes na hemicelulose podem formar ligagdes de hidrogénio com as microfibrilas de
celulose (SOMERVILLE et al., 2004).

A lignina é o composto nao polissacarideo mais abundante das plantas formada pela
polimerizacdo de unidades de fenilpropano constituida de trés mondmeros, o alcool
p-cumarico, alcool coniferilico e alcool sinapilico (JARGENSEN; KRISTENSEN; FELBY,
2007).

Para que ocorra a completa degradacdo da celulose e hemicelulose, ha a necessidade
de um complexo sistema de enzimas envolvidas na quebra das ligagdes B-1,4 presentes em
ambas as moléculas até a liberacdo de seus monossacarideos. Os sistemas enzimaticos
necessarios para hidrdlise da celulose e hemicelulose sdo distintos, onde um atua sobre a
celulose e outro sobre a hemicelulose, e sdo denominados de sistema celulolitico e sistema
hemicelulolitico (GUPTA et al., 2016).

O sistema celulolitico, responsavel pela hidrolise da celulose até glicose, é composto
por trés enzimas (endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidade) que agem em sinergismo. As
endo-1,4-B-glucanases ou endoglucanases (EC 3.2.1.4) sdo as responsaveis pelo
ataque aleatorio as ligacdes internas da cadeia da celulose (regido amorfa) produzindo
polimeros de celulose (terminais redutores e ndo redutores) com diversos graus de
polimerizagdo (HORN et al., 2012; ADESOGAN et al., 2014; GUPTA et al., 2016;).
As exo-1,4-B-glucanases, exoglucanases ou celobiohidrolases atuam nos terminais redutores
(EC 3.2.1.176) e ndo redutores (EC 3.2.1.91) dos polimeros de celulose, liberados apds a acéo
da endoglucanase, produzindo celobiose (duas unidades de glicose unidas por ligagdo -1,4)
(ADESOGAN et al., 2014; GUPTA et al., 2016). As pB-1,4-glicosidades ou celobiases
(EC 3.2.1.21) sdo responsaveis pela hidrolise da celobiose ou celo-oligossacarideos até
glicose (BEAUCHEMIN et al., 2003; ADESOGAN et al., 2014; GUPTA et al., 2016).

O sistema hemicelulolitico, decorrente da hemicelulose apresentar diferentes grupos
laterais de moléculas, possui um sistema mais complexo de enzimas que atuam sobre a
hemicelulose (VAN DYK; PLETSCHKE, 2012; ADESOGAN et al., 2014; GUPTA et al.,
2016). As hemiceluloses mais importantes sdo as xilanas e as glucomananas (GIRIO et al.,
2010), sendo a xilana um dos principais componentes da hemicelulose vegetal (BIELY,
1985). Duas enzimas compdem o sistema Xilanolitico, responsavel pela hidrolise completa
das ligacdes B-1,4 glicosidicas das xilanas. As endo-1,4-B-xilanases ou xilanases (EC 3.2.1.8)
clivam as ligacGes das xilanas até oligossacarideos de diferentes graus de polimerizagéo e as
B-xilosidases (EC 3.2.1.37) clivam os xilo-oligossacarideos e xilobiose (duas unidades de
xilose unidas por ligagdo glicosidica p-1,4) até xilose (GIRIO et al., 2010; VAN DYK;
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PLETSCHKE, 2012). Algumas enzimas acessOrias sdo necessarias para hidrélise da
hemicelulose, como a xilana esterase, feruloil esterase, p-coumaroil esterase, o-1-
arabinofuranosidase e o-glucoronidases (SANCHEZ, 2009).

Apesar de existir um sistema enzimatico especifico para degradacdo da lignina
(GUPTA et al., 2016) deve-se destacar que a lignina ndo sofre degradacdo em condigdes
anaerobias (RODRIGUES; VIEIRA, 2006; VAN KUIJK et al., 2015). No entanto, a interacdo
da lignina com os polimeros de celulose e hemicelulose limita o acesso dos microrganismos a
esses polimeros (GUPTA et al., 2016), dificultando a hidrolise pelas enzimas. Decorrente a
isso, pré-tratamentos quimico, fisico, fisico-quimico e biologico passaram a ser utilizados
com o0 objetivo de aumentar a degradacdo da lignina e incrementar a agdo das enzimas
fibroliticas sobre os polimeros de celulose e hemicelulose (VAN KUIJK et al., 2015).

A celulose e hemicelulose sdo os carboidratos mais abundantes nas dietas dos
animais (SONG et al.,, 2018) e sdo considerados os polissacarideos potencialmente
degradados no rimen (SUSMEL; STEFANON, 1993). Sua degradacdo acontece com a agao
dos microrganismos ruminais, que sdo capazes de produzir as enzimas necessarias para
degradacdo desses polissacarideos da parede celular vegetal, assim, aproveitando os nutrientes
(digestibilidade) provenientes das forragens, porém de forma incompleta, contribuindo com a
maior excre¢cdo de nutrientes no ambiente e limitando a produtividade animal
(BEAUCHEMIN et al., 2003, 2004).

A degradacdo incompleta dos polissacarideos pelos microrganismos ruminais pode
ocorrer devido ao fluxo de saida dos alimentos do rumen, ndo permanecendo 0 tempo
necessario para completa degradacédo da fibra (SUSMEL; STEFANON, 1993), da dificuldade
de colonizacdo e penetracdo dos microrganismos e suas enzimas a superficie do alimento
(BEAUCHEMIN et al., 2003) ou mesmo da quantidade insuficiente de enzimas enddgenas
necessarias (SONG et al., 2018), além do acesso limitado dos microrganismos as fracbes de
celulose e hemicelulose que possuem interacdo e/ou ligacBes quimicas com a lignina
(RODRIGUES; VIEIRA, 2006).

Nesse sentido, a utilizacdo de EFE pode ser uma estratégia para facilitar o ataque e
aderéncia dos microrganismos ruminais as particulas do alimento, diminuindo o tempo de
colonizacéo, pelo fato das enzimas adicionadas servirem como um pre-tratamento, e assim,
disponibilizando maior quantidade de monossacarideos para serem fermentados, ou entéo,
reduzindo o grau de polimerizacdo dos polissacarideos, facilitando a aderéncia dos

microrganismos ao substrato, além de poderem agir em sinergismo com 0s microrganismos
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ruminais e suas enzimas endogenas (NSEREKO et al., 2000; DIAZ et al., 2015;
ELGHANDOUR et al., 2016).

2.3.2 Mecanismos de acdo das enzimas fibroliticas exdgenas

Entender o mecanismo de acdo das enzimas fibroliticas se faz necesséario para
garantir resultados positivos nos estudos com animais (BEAUCHEMIN et al., 2004). Nesse
sentido, trés mecanismos de acdo sdo descritos e que podem explicar os melhores resultados
observados sobre o desempenho animal e degradabilidade dos substratos em estudos in vitro e
in vivo, sendo eles o efeito pré-ingestivo ou efeito pré-consumo, efeito ruminal e efeito pos-
ruminal (BEAUCHEMIN et al., 2004; MEALE et al., 2014).

O efeito pre-consumo pode ser explicado pelo fato da aplicacdo das enzimas na dieta
antes do fornecimento proporcionar uma alteracdo estrutural na porcdo fibrosa do alimento, o
que facilitaria sua degradacdo no rimen (BEAUCHEMIN et al., 2004). Ademais, a aplicacdo
das enzimas na dieta antes do fornecimento ao animal aumenta o tempo de permanéncia das
enzimas no ambiente ruminal resultante da menor prote6lise pelos microrganismos ruminais
devido a maior quantidade de enzimas ligadas ao substrato, garantindo maior acdo das
enzimas (BEAUCHEMIN et al., 2003, 2004; MEALE et al., 2014).

Processos como estes foram demonstrados por Nsereko et al. (2000), que trataram
feno de alfafa com enzimas fibroliticas e observaram aumento na degradacdo da fibra em
detergente neutro (FDN). Kholif et al. (2017) ensilaram trés residuos agricolas com diferentes
doses de EFE por 30 dias e verificaram uma diminuicdo nas quantidades de FDN, fibra em
detergente &cido (FDA), celulose e hemicelulose. Da mesma forma, estudos conduzidos por
Diaz et al. (2015) demonstraram resultados satisfatorios sobre a redugdo da FDN de
forrageiras tropicais ap6s o pré-tratamento com EFE, entretanto os resultados foram
substratos dependentes. Nesse contexto, pode-se afirmar que a acdo das enzimas sobre a
degradacdo dos carboidratos ndo pode ser vista de uma maneira tdo simplista
(BEAUCHEMIN et al., 2003).

Os efeitos das enzimas fibroliticas ndo sdo apenas na alteracdo estrutural da fibra
antes do fornecimento, mas também em nivel ruminal. Hristov, McAllister e Cheng (1998)
demonstraram que as enzimas fibroliticas possuem estabilidade ruminal por apresentarem
resisténcia a proteolise pelos microrganismos ruminais apos andlises in vitro. Além disso,
esses pesquisadores observaram que a atividade enzimatica ruminal aumentava tempos apés a
inoculagdo das enzimas fibroliticas no rdmen (avaliagdo in situ) de bovinos leiteiros

canulados, atingindo o pico de atividade 1,5 horas apds a inoculacdo, apresentando uma
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concentracdo media de agUcares redutores maior, indicando atividade dessas enzimas na
degradacédo dos carboidratos estruturais no rimen. Song et al. (2018) observaram aumento nas
atividades celulolitica e xilanolitica ruminal de cabritos suplementados com mistura
enzimatica contendo endoglucanases e Xilanases, reforcando os resultados anteriores sobre
estabilidade ruminal.

Outros trabalhos também demonstraram relativa estabilidade das enzimas fibroliticas
a proteolise ruminal, permanecendo tempo suficiente para agir dentro do rimen, ndo sendo
considerado um fator limitante na utilizacdo das enzimas na dieta de ruminantes. Varia¢des na
estabilidade ruminal podem ser observadas, no entanto elas sdo dependentes da enzima
analisada e do produto enzimatico a ser utilizado (MORGAVI et al., 2000a; 2001).

Nesse sentido, a comprovacao da estabilidade das EFE no ambiente ruminal pode
proporcionar uma agdo sinérgica entre 0s microrganismos ruminais e as enzimas exdgenas
sobre a hidrolise dos alimentos, sendo considerado também um dos provaveis mecanismos de
acdo das enzimas exogenas (MEALE et al., 2014), como demonstrado em estudos utilizando
enzimas endogenas extraidas do conteudo ruminal de novilhos e enzimas exdgenas
comerciais, onde a mistura das enzimas enddgenas e exdgenas aumentaram a capacidade
hidrolitica quando comparado com as enzimas individualmente (MORGAVI et al., 2000b).
Assim, essa sinergia seria uma forma de cooperacgdo entre as enzimas enddgenas e exdgenas
resultando no aumento da atividade hidrolitica ruminal excedendo a atividade individual de
cada enzima (BEAUCHEMIN et al., 2004).

Outro possivel mecanismo de acdo das EFE a nivel ruminal é o estimulo da
colonizagdo e aderéncia dos microrganismos ruminais a por¢do fibrosa do alimento. O
mecanismo exato para que isso ocorra € desconhecido (BEAUCHEMIN et al., 2004,
RIBEIRO et al., 2015), contudo é proposto que as enzimas causem modificacdes na estrutura
da parede celular removendo barreiras fisicas que dificultariam a adesdo microbiana
(BEAUCHEMIN et al., 2004; SONG et al., 2018) e assim, reduzindo o tempo de colonizacgao
dos microrganismos no substrato. Arriola et al. (2011) atribuiram o aumento na
digestibilidade da matéria seca (MS), proteina bruta (PB), FDN e FDA, em vacas holandesas
em inicio de lactacdo, a0 aumento na colonizacdo microbiana ruminal as particulas do
alimento apos a aplicagéo de enzimas fibroliticas.

Wang et al. (2012) constataram que a pre-incubacdo de dois substratos com
diferentes doses de enzimas fibroliticas proporcionaram aumento na colonizagdo por
Ruminococcus flavefaciens, mas ndo apresentando um bom resultado com Fibrobacter

succinogenes, concluindo que a eficacia de utilizacdo das enzimas exogenas depende de
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fatores como dose utilizada, tipo de substrato e espécie bacteriana. Lopez et al. (2016)
também verificaram reducdo no tempo de colonizagdo com adicdo de 7,0 mg g™ de EFE em
folhas de trés espécies arboreas utilizadas na nutricdo de ovinos e caprinos.

Estimulo no crescimento das populacdes microbianas ruminais com a adi¢cdo de EFE
foram revisados por Beauchemin et al. (2003; 2004) sendo sugerido como possivel
mecanismo de acdo das enzimas exdgenas. Pesquisas conduzidas com bovinos leiteiros
suplementados com EFE observaram aumento na populacdo de bactérias que utilizam os
produtos oriundos da hidrolise da celulose, como as bactérias que utilizam a celobiose
(NSEREKO et al., 2002). Giraldo et al. (2007) relataram que a adi¢do de EFE em estudos
com o uso da técnica de simulagdo ruminal (Rusitec — Rumen Simulation Technique)
estimulou o crescimento de bactérias associadas a fase liquida, porém sem alteracdo na
populacdo microbiana associada a fase solida. De acordo com esses pesquisadores, as
bactérias presentes na fase liquida do rimen ndo apresentam ligagdo com as particulas do
alimento, fermentando apenas monossacarideos e ndo os carboidratos estruturais. Assim, o
aumento no crescimento dessas bactérias seria um indicativo de maior hidrélise da dieta
proporcionada pelas enzimas exdgenas.

Chung et al. (2012) constataram que a adi¢do de EFE ndo proporcionou aumento na
densidade populacional de bactérias e protozoarios totais, contudo, ocorreu 0 aumento na
densidade populacional de algumas espécies de bactérias. Salem et al. (2013) verificaram
aumento nos derivados de purinas totais (indicador de sintese de proteina microbiana) de
novilhos cruzados suplementados com um produto comercial enzimatico, sugerindo um
estimulo e/ou aumento no nimero de bactérias totais no rimen. Ja nos estudos de Yuangklang
et al. (2017) e Vallejo-Hernandez et al. (2018) foi observado que a adi¢do de EFE aumentou a
contagem total das bactérias, mas a contagem dos protozoarios totais nao foi afetada.

Efeitos pds-ruminal também podem ser observados em estudos com a adi¢éo de EFE.
Meale et al. (2014) postularam um possivel aumento no desempenho animal pelo fato das
enzimas que passam para o trato digestivo inferior reduzirem a viscosidade da digesta e assim,
aumentando a absor¢do dos nutrientes. Isso se torna possivel decorrente dos resultados
encontrados por Hristov, McAllister e Chen (1998) que observaram aumento na atividade
enzimatica no conteudo duodenal de vacas em lactacdo apos a adi¢do de enzimas fibroliticas
exogenas diretamente no rimen do animal, mostrando que algumas enzimas possuem a
capacidade de passarem pelo reticulo-rimen e abomaso sem sofrer protedlise e manterem sua
atividade no intestino delgado, contudo esse fluxo é muito dependente do tipo de enzima

utilizada.
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2.4 Producéo de enzimas fibroliticas com biomassa lignocelulésica

A biomassa lignoceluldsica é representada principalmente pelos residuos agricolas,
agroindustriais e florestais, sendo considerada fontes renovaveis, de baixo custo (MAITAN-
ALFENAS; VISSER; GUIMARAES, 2015) e as mais disponiveis no mundo (VAN KUIJK et
al., 2015) sendo composta principalmente por celulose, hemicelulose e lignina (SANCHEZ,
2009; GIRIO et al., 2010; VAN KUK et al., 2015).

A atividade agricola e agroindustrial brasileira gera uma grande quantidade de
residuos oriundos dos processos de producdo (GRAMINHA et al., 2008) e que muitas vezes
ndo apresentam um destino correto de descarte, ocasionando n&o apenas problemas
ambientais (SANCHEZ, 2009; MAITAN-ALFENAS; VISSER; GUIMARAES, 2015; GADO
et al., 2017; KHOLIF et al., 2017), mas também perda econdmica pelo descarte de uma
matéria-prima que pode ser utilizada em outras atividades industriais (SANCHEZ, 2009)
através da utilizacdo desses residuos para producdo de outros produtos de maior valor
agregado (CARVALHO et al., 2013, 2015; MAITAN-ALFENAS; VISSER,; GUIMARAES,
2015; DE FIGUEIREDO et al., 2017).

Nesse contexto, como o0s residuos agricolas e agroindustriais sdo ricos em
polissacarideos (celulose e hemicelulose), esse material pode servir como matéria-prima para
a produgdo de enzimas (RAVINDRAN; JAISWAL, 2016) pelo fato de alguns
microrganismos conseguirem hidrolisar esses polissacarideos e utilizad-los como fonte de
energia e carbono (SANCHEZ, 2009). Os fungos sdo muito utilizados para producio
enzimatica pelo seu potencial em degradar material lignocelulésico, possuindo a capacidade
de produzir uma mistura de enzimas que utilizam os polissacarideos como fonte de carbono
(GUPTA et al., 2016). Apesar de existir uma grande variedade de microrganismos produtores
de enzimas, por questdes de custos de producdo, somente 0s grandes produtores sao
selecionados (CARVALHO et al., 2015).

Facchini et al. (2011) observaram que o fungo Aspergillus japonicus foi eficiente na
producdo de celulases e xilanases utilizando-se de diferentes residuos agroindustriais como
fonte abundante e barata de carbono. As enzimas produzidas foram pré-incubadas com
diferentes forragens tropicais, resultando no aumento de aclcares redutores liberados,
indicando um aumento na atividade hidrolitica do extrato enzimatico sobre as forragens
utilizadas.

Carvalho et al. (2015) demonstraram que os fungos Trichoderma reesei e Aspergillus
fumigatus séo capazes de produzirem enzimas Xilanoliticas utilizando o bagaco de cana-de-

acucar como Unica fonte de carbono, além dessas enzimas terem apresentado uma boa
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termoestabilidade e manutencdo da atividade com grande variagdo no pH. Isso se torna
importante decorrente das condi¢des de temperatura e pH dentro do ambiente ruminal,
fazendo com que essas enzimas mantenham sua atividade nas condi¢des ruminais.

Com o grande avanco biotecnoldgico na producédo de enzimas com o uso de residuos
lignocelulosicos, dando origem a produtos economicamente viaveis, ha a necessidade de um
destino de utilizacdo desses produtos. A nutricdo de ruminantes é considerada uma area com
grande potencial de exploracdo diante da necessidade do desenvolvimento de EFE destinadas
para uso nessa cadeia de producdo (BEAUCHEMIN et al., 2004) com desenvolvimento de
produtos estaveis e eficientes em nivel ruminal (ADESOGAN et al., 2014) em consequéncia
de os produtos enzimaticos utilizados na dieta de ruminantes ndo serem destinados a esse
propdsito (GRAMINHA et al., 2008).

2.5 Adicdo de enzimas fibroliticas exdgenas em estudos in vitro: efeitos sobre a hidrolise
do substrato, parametros fermentativos e producéo de metano

Diversos estudos in vitro foram realizados com a utilizacdo de enzimas fibroliticas
exogenas para incremento na degradacao da fracdo fibrosa, melhora na qualidade nutricional
dos substratos utilizados na dieta dos ruminantes e produgdo de CHy. Os ensaios in vitro, além
de terem um custo/beneficio excelente, sdo rapidos e possibilitam o uso de um grande nimero
de amostras para serem analisadas, possibilitando a utilizacdo de vérios substratos e diferentes
doses enzimaticas (MEALE et al., 2014) e assim, selecionar o produto que apresente melhor
resposta em diferentes substratos (ADESOGAN et al., 2014; ROMERO et al., 2015).

Soltan et al. (2013) testaram dois produtos comerciais de EFE, um com celulases e
outro com xilanases, adicionados em cinco forrageiras tropicais usualmente utilizadas no
sistema de producdo de ruminantes no Brasil. Esses pesquisadores observaram que o produto
a base de celulase aumentou a producdo de gases, a degradabilidade verdadeira da matéria
organica (DVMO), a degradabilidade da fibra em detergente neutro (DFDN), a concentragédo
de butirato e propionato, contudo sem efeitos na producdo de CH,4. O produto xilanolitico ndo
proporcionou nenhum efeito sobre a producdo de gases, degradabilidade e parametros
fermentativos em nenhum dos substratos utilizados.

Tang et al. (2013) estudaram a acdo de celulases exogenas, produzidas por trés
especies de fungos, adicionadas em duas gramineas e trés residuos agricolas, encontrando
resultados positivos sobre a DMS, DFDN e producdo total de AGCC, além de reducdo nos
pardmetros nitrogénio amoniacal (N-NH3), pH e producdo de CH,. Além disso, esses

pesquisados concluiram que a dose ideal de cada enzima é dependente do substrato utilizado.
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Dineshkumar et al. (2014) avaliaram diferentes temperaturas e tempo de pré-
incubacdo dos mesmos produtos enzimaticos utilizados por Soltan et al. (2013) adicionados
na forrageira Brachiaria com as mesmas doses. Foi observado que o aumento na temperatura
e no tempo de pré-incubacdo proporcionaram efeitos negativos sobre a producdo de gases,
DVMO e DFDN, entretanto os pesquisadores sugeriram que a adi¢cdo de celulases pode
melhorar a qualidade nutricional da Brachiaria em condi¢cGes ambientes e sem pré-
tratamento.

Romero et al. (2015) demonstraram que a utilizacdo de 12 produtos enzimaticos
comerciais (endoglucanase, exoglucanase, p-glicosidase, xilanase e feruloil esterase)
adicionados no substrato Tifton 85 (Cynodon dactylon) apresentaram diferentes respostas
sobre a digestibilidade da matéria seca, da FDN, da FDA e da hemicelulose, assim como na
producdo de AGCC. O resultado da pré-incubacdo por 24 horas também proporcionou efeitos
variados entre 0s 12 produtos testados. Apesar da grande variagdo nos parametros analisados,
0s produtos enzimaticos possibilitaram o aumento na digestibilidade da FDN e nas
concentracdes dos AGCC e reducdo na relacdo acetato:propionato. Como algumas enzimas
testadas melhoraram o valor nutritivo do capim Tifton-85, os autores sugeriram que a adicdo
dessas enzimas poderia incrementar a digestibilidade de forrageiras tropicais e subtropicais.
Ademais, os resultados mostraram que a atividade enzimatica deve ser utilizada apenas para
caracterizar o produto e ndo para escolher a enzima que ir& apresentar melhor resultado sobre
a digestibilidade da forragem ou desempenho animal.

Diaz et al. (2015) avaliaram a adicdo de EFE em diferentes forrageiras tropicais
verificando aumento na producéo de gases apds periodo de pré-incubacdo dos substratos com
as enzimas, aumento na producdo de AGCC totais, propionato e butirato, e aumento na DMS
e DFDN, concluindo que as enzimas fibroliticas podem estimular a atividade fermentativa
ruminal. Elghandour et al. (2016) também observaram efeitos positivos da pré-incubacao de
xilanases exdgenas em trés residuos agricolas, além do aumento na degradabilidade dos
residuos, mas sem alteracdo nos AGCC.

Duas pesquisas utilizaram a mesma mistura enzimatica aplicadas na ensilagem de
diferentes residuos agroindustriais, com o objetivo de melhorar a qualidade nutricional desses
residuos. Ambos os estudos relataram que a ensilagem com o uso de uma mistura multi-
enzimas melhorou a bio-utilizacdo anaerdbica dos nutrientes (aumento na quantidade de PB e
reducdo na fracdo fibrosa) e a degradacdo da fracdo fibrosa dos residuos agroindustriais
utilizados (GADO et al., 2017; KHOLIF et al., 2017).
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Elghandour et al. (2016) utilizando um produto comercial contendo EFE (celulases,
B-glucanases e xilanases) com trés doses e Kholif et al. (2017) utilizando duas doses de uma
mistura enzimatica comercial (celulases, xilanases, a-amilases e proteases) observaram um
aumento na producéo de gases de residuos tratados com enzimas fibroliticas, além de ter sido
verificado efeito de interacdo entre o tipo de substrato x dose enzimética. A mesma resposta
foi observada para producdo de CHy4, sendo a producdo dependente do substrato utilizado.
Essa resposta pode ser atribuida a diferencas na composicdo e proporcdo dos nutrientes de
cada substrato (ELGHANDOUR et al., 2016).

Lépez et al. (2016) testaram duas doses de uma mistura enzimatica contendo
celulases e xilanases mais o controle em trés substratos diferentes, observando alteragdo na
cinética de fermentacéo e reducdo no tempo de colonizacdo com a dose mais alta. Além disso,
essa dose proporcionou um incremento na producdo de gases as 24 horas em um dos
substratos utilizados, sugerindo um aumento na extensdo da fermentagdo nas primeiras
24 horas de incubacdo. Ademais, nesse estudo também foi observado interacdo entre substrato
x dose enzimatica, confirmando que a eficacia das EFE dependem do tipo de substrato
utilizado.

Hernandez et al. (2017) constataram que diferentes doses de xilanases exdgenas
reduziram a producdo de gases assintota, contudo ocorreu um efeito positivo sobre a taxa de
producdo de gases e reducdo na producdo de CH, quando comparado com o controle,
indicando uma melhora na fermentacdo ruminal. Vallejo-Hernandez et al. (2018) verificaram
gue a inclusdo de xilanase exdgena alterou a taxa de producédo de gases e diminuiu o tempo de
colonizagdo, indicando melhor utilizacdo dos nutrientes. Além disso, relataram que a falta de
resposta sobre a producdo de gases e a menor proporcao de CH,4 provam a eficacia da adicdo
das enzimas fibroliticas sobre a reducdo nas emissdes de CH,4, no entanto ndo souberam
explicar quais as razbes para essa reducdo, mas concluiram que a adicdo de xilanase
proporcionou mudangas qualitativas na producdo de gases e uma melhora nas condigdes
ruminais. No caso dos parametros fermentativos pH, N-NHg, fator de parti¢cdo e rendimento
de gés as 24 horas ndo foram afetados, sendo apenas observado aumento nas concentraces
dos AGCC.
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2.6 Avaliacdo in vivo da adicdo de enzimas fibroliticas exdgenas sobre o desempenho
animal, fermentacdo ruminal, digestibilidade dos nutrientes e produgdo de metano
entérico

Apesar dos ensaios in vitro servirem como uma etapa inicial para escolha de
melhores doses e melhores misturas enzimaticas a serem aplicadas em um determinado
substrato, sendo considerada uma 6tima ferramenta para predizer os resultados in vivo, ainda
assim ha a necessidade de estudos com a utilizacdo de animais para confirmar efetivamente a
eficicia de cada enzima a ser utilizada na dieta (MEALE et al., 2014).

Pesquisas demonstraram que a aplicacdo de EFE em dietas totais (volumoso +
concentrado) para vacas em lactacdo melhoraram a digestibilidade da dieta, contudo, sem
afetar a producdo de leite. Porém, foi observada uma melhora na eficiéncia de producao de
leite nas vacas que receberam a dieta com EFE. Ademais, ocorreu um aumento na producéao
de AGCC e uma tendéncia na redugdo da relagdo acetato:propionato, verificando uma
melhora na eficiéncia de utilizacdo energética no rdmen pela menor proporcdo de CH,
entérico produzido (ARRIOLA et al., 2011).

A producdo de CH, entérico e a comunidade microbiana metanogénica foram
avaliadas no estudo de Zhou et al. (2011) em bovinos leiteiros suplementados com doses
crescentes de um produto enzimético comercial contendo endoglucanases e xilanases. Os
pesquisadores observaram que a producdo de CH, entérico, expresso em gramas por cabeca
dia ou g kg MS consumida, aumentou com a adic&o das enzimas exdgenas. Apesar disso, 0
aumento na dose enzimatica proporcionou uma melhora na conversdo alimentar dos animais
suplementados, sugerindo que o tratamento com as EFE incrementou a digestibilidade da
fibra dietética e, consequentemente, aumentou a quantidade de H, no ambiente ruminal,
disponibilizando maior quantidade de substrato para as arqueas metanogénicas.

Chung et al. (2012) verificaram aumento na producdo de CH, entérico de vacas em
lactacdo com a adigcdo de duas doses de EFE (endoglucanases e xilanases), mesmo quando
corrigido para consumo e producdo de leite. Ndo foram verificados resultados positivos sobre
0 consumo de matéria seca (CMS), eficiéncia de producdo de leite e producéo de leite, assim
como nos parametros fermentativos. Esses autores concluiram que o delineamento
experimental utilizado (quadrado latino) no estudo possa ndo ser adequado para avaliacdo da
suplementacdo enzimatica em vacas em lactacdo decorrente do curto periodo de tempo,
sugerindo realizacdo de experimentos mais longos, como relatado posteriormente na meta-

analise publicada por Adesogan et al. (2014).
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Arriola et al. (2017) publicaram uma meta-anélise avaliando 15 estudos com
17 experimentos utilizando EFE e seus efeitos sobre o desempenho de vacas em lactagéo. Foi
relatado que a adicdo de enzimas exogenas ndo afetou 0 CMS e nem a eficiéncia alimentar
(EA), mas aumentou a producdo de leite e o rendimento de proteina e lactose em quantidades
pequenas a moderadas. Tirado-Gonzélez et al. (2018) avaliaram duas dietas (baixo volumoso
<50% volumoso e alto volumoso >50% volumoso) e adicdo de EFE na dieta de vacas em
lactacdo também através de meta-analise. Esses pesquisadores relataram que a adicdo das
enzimas afetou negativamente o CMS das duas dietas. Na dieta com baixo volumoso, a adi¢édo
de enzimas ndo proporcionou efeitos positivos sobre a producdo de leite e sélidos do leite.
Porém, na dieta com alto volumoso, a suplementacdo de enzimas resultou em maior producéao
de leite e proteina e gordura do leite. Com esses resultados, 0s pesquisadores evidenciaram
que seria possivel aumentar a quantidade de volumoso na dieta de bovinos em lacta¢do com a
adicéo de EFE.

Resultados divergentes tambem foram observados em estudos com bovinos de corte
suplementados com EFE. Salem et al. (2013) verificaram aumento de 12% na digestibilidade
dos nutrientes, 16% no ganho médio diario de peso (GMDP), melhora de 9% na conversédo
alimentar (CA) e aumento nas concentragfes dos AGCC e N-NHj; de bovinos cruzados
suplementados com enzimas exdgenas (endoglucanases, Xilanases, a-amilases e proteases).
He et al. (2014) avaliaram a adicdo de duas doses de uma mistura enzimatica comercial
contendo endoglucanases e xilanases na dieta de novilhos confinados em fase de terminacéo,
ndo observando diferencas sobre o CMS, peso corporal final, GMDP e energia liquida para
ganho nos animais suplementado com enzimas exdgenas.

Outro estudo conduzido por He et al. (2015) relataram que o uso de duas doses de
um produto comercial contendo endoglucanases, exoglucanases, xilanases e proteases na dieta
de novilhos em crescimento confinados ndo influenciaram o peso corporal, GMDP e a EA,
porém foi observada uma tendéncia de reducdo linear sobre 0 CMS. Apesar da falta de
resultados positivos sobre o desempenho dos animais, 0s pesquisados sugeriram que possa ter
ocorrido um pequeno incremento na DMS, pois a tendéncia de redugdo no CMS com o uso de
enzimas exdgenas ndo reduziu o peso corporal nem o0 GMDP dos animais.

Tirado-Gonzélez et al. (2018) analisaram diversos trabalhos (meta-analise) e
observaram que bovinos de corte suplementados com enzimas fibroliticas exogenas
recebendo dietas com alto volumoso (>50% volumoso da dieta) apresentaram melhora no
CMS, mas sem efeito sobre GMDP e CA. Ja para os estudos que utilizaram baixo volumoso

(<50% volumoso na dieta) os efeitos sobre 0 CMS, GMDP e CA melhoraram com a adicao
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das enzimas exdgenas. Os pesquisadores sugeriram que a melhora nos indices zootécnicos em
dietas com maior quantidade de concentrado pode estar associada a acdo das enzimas
fibroliticas sobre a celulose presente nas cascas dos graos utilizados.

No caso dos pequenos ruminantes, resultados inconsistentes também sdo observados
(TIRADO-GONZALEZ et al., 2018). Gado et al. (2011) ensilaram polpa de laranja com e
sem adicdo de mistura enzimatica (celulases, xilanases, a-amilases e proteases) por 30 dias.
Apds esse periodo, a silagem foi fornecida para ovinos em crescimento por 90 dias. Foram
utilizados trés grupos de animais, controle (sem adicdo de polpa de laranja ensilada), grupo
polpa de laranja ensilada e grupo polpa de laranja ensilada + mistura enzimética. Os
pesquisadores observaram aumento nas concentracdes dos AGCC as trés e seis horas apos o
fornecimento da dieta apenas no grupo tratado com enzimas exdgenas. A digestibilidade da
MS aumentou, assim como a digestibilidade dos nutrientes. O CMS néo teve diferenca entre
0S grupos, mas 0 grupo que recebeu polpa de laranja ensilada com enzimas apresentou
aumento de 31% na EA e 92% GMDP.

Aboagye et al. (2015) testaram uma mistura enzimatica contendo endoglucanases e
xilanases e a mistura enzimatica mais bactérias que produzem a enzima feruloil esterase
aplicados diretamente no feno de alfafa no momento do enfardamento e armazenamentos por
90 dias. Foram avaliadas quatro dietas fornecidas para cordeiros, controle (sem adigdo de
aditivos), feno enfardado com a mistura enzimética, feno enfardado com a mistura enzimatica
mais as bactérias produtoras de feruloil esterase e dieta controle adicionada com a mistura
enzimatica antes do fornecimento da refeicdo. Foi observada uma tendéncia de aumento na
digestibilidade da MS e MO nos animais que receberam a enzima adicionada antes do
fornecimento da refeicdo quando comparado com o grupo controle e 0 grupo com adi¢édo da
enzima no momento do enfardamento. No entanto, o grupo com adicdo de enzima no
momento do enfardamento apresentou maior digestibilidade da FDN e hemicelulose quando
comparado com os demais grupos. Além disso, houve uma tendéncia de melhora na EA dos
animais tratados, porém apenas o grupo recebendo feno tratado com enzimas e bactérias
apresentou maior ganho de peso quando comparado com o controle.

Wang e Xue (2016) utilizaram dois produtos enzimaticos comerciais contendo
celulases e celulases e xilanases na dieta de cabritos castrados. Os autores ndo observaram
efeito da adicdo das EFE sobre o CMS, peso vivo, GMDP, digestibilidade dos nutrientes,
metabolismo energético, utilizacdo de nitrogénio e produgdo de CH, entérico. Entretanto,
estudos conduzidos por Yuangklang et al. (2017), com adigédo de celulases e xilanases na dieta

total de cabritos recebendo palha de arroz (30% da dieta) como Unica fonte de volumoso na
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dieta, demonstraram que a adi¢do de EFE proporcionou aumento no GMDP e uma melhora de
28% na EA. Ademais, ocorreu um aumento na digestibilidade da MS, MO, FDN e FDA nos
animais suplementados com EFE além de aumento na concentracdo de acetato, dos AGCC
totais e do N-NHj;. Os pesquisadores concluiram que a adigdo de EFE pode melhorar a
qualidade nutricional da palha de arroz e, consequentemente, aumentar a produtividade
animal.

Song et al. (2018) observaram aumento no GMDP, CA e digestibilidade dos
nutrientes da dieta, com excecdo da PB, em cabritos suplementados com um produto
comercial a base de endoglucanases e xilanases. No caso dos parametros fermentativos, houve
um aumento na concentracédo dos AGCC e uma tendéncia de reducéo do acetato e aumento no
propionato, mas sem alteracdes no pH ruminal. A concentracdo de N-NH; foi reduzida e a

concentracdo de proteina bruta microbiana ruminal aumentada.

2.7 Variagdes na atividade enzimatica utilizadas nos estudos in vitro e in vivo

A atividade enzimatica de determinados produtos, normalmente é fornecida em
Unidades Internacionais (Ul). No entanto, muitas empresas comerciais adotam diferentes
tipos de atividade enzimética e que muitas vezes dificultam o entendimento e a comparagéo
de produtos utilizados nos estudos (BEAUCHEMIN et al., 2003; COLOMBATTO,;
BEAUCHEMIN, 2003).

A atividade enzimatica expressa em Ul representa a quantidade de enzima necessaria
para catalisar uma reagdo com liberacéo de um pmol de agtcar redutor min™ nas condigdes do
ensaio. Para evitar confusdo devido as diferentes quantidades de enzimas utilizadas nos
ensaios com ruminantes, Colombatto e Beauchemin (2003) recomendaram expressar a
atividade enzimética em Ul mL™ ou g™ do produto enzimético utilizado sem diluicdo. As
determinaces da atividade enzimatica nos trabalhos com ruminantes normalmente seguem as
metodologias propostas por Wood e Bhat (1988) para determinagcdo de endoglucanase,
exoglucanase e B-glicosidase e por Bailey, Biely e Poutanen (1992) para determinagdo da
xilanase e P-xilosidade e que posteriormente foram padronizadas por Colombatto e
Beauchemin (2003) para o uso na dieta de ruminantes.

Devido ao fato de muitas enzimas utilizadas nos trabalhos com ruminantes serem
destinadas para outros fins, resultados insatisfatorios podem ser observados decorrentes da
caracterizacdo inadequada dos produtos, principalmente por estes apresentarem atividade

méaxima em temperatura e pH diferentes das condi¢des ruminais (ADESOGAN et al., 2014).
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Assim, caracterizagcdes das enzimas utilizando condi¢des ndo representativas do ambiente
ruminal podem superestimar a capacidade hidrolitica de cada enzima no rimen (ADESOGAN
etal., 2014).

As atividades enzimaticas (Ul g MS) observadas nos estudos in vitro apresentados
no item 2.5 apresentaram uma grande variacdo, sendo verificados valores entre 0,07 a
62 Ul g* MS para celulase, destacando que a celulase mais utilizada foi a endoglucanase, e
valores entre 0,06 a 101,38 Ul g™ MS para xilanase.

No caso dos estudos in vivo, variacbes também foram observadas nos estudos
descritos (item 2.6). Para pequenos ruminantes (ovinos e caprinos), a atividade enzimatica
utilizada variou entre 35,5 a 20000 Ul kg™ MS para celulase e entre 11,5 a 10000 Ul kg™ MS
para Xilanase. Dentre os bovinos (corte e leite), as atividades variaram entre 30 a
722 Ul kg™ MS para celulase e entre 92 a 3498 Ul kg™ MS para xilanase. Como destacado
para 0s ensaios in vitro, das enzimas pertencentes a classe das celulases, a mais utilizada nos
estudos in vivo foi a endoglucanase.

A importancia de salientar a grande variacdo entre as atividades utilizadas nos
estudos € devido ao fato de a atividade enzimatica ndo ser um bom parametro para escolha de
um produto enzimético que poderd desempenhar papel na melhoria da qualidade nutricional
dos substratos ou no desempenho animal, e sim apenas para caracterizagdo bioquimica do
produto que sera testado. Isso porque, os ensaios de atividade enzimética utilizam substratos
puros para reagdo com as enzimas, 0 que nao caracteriza o papel exato das enzimas sobre a
composicdo de cada substrato (BEAUCHEMIN et al., 2003; ADESOGAN et al., 2014).
Muitas vezes, pesquisas utilizam enzimas parecidas e com atividades enzimaticas
semelhantes, porém as repostas ndo sdo homogéneas, indicando que a atividade enzimatica
ndo possui uma correlacdo positiva com o aumento na degradacdo da fracdo fibrosa dos
alimentos ou mesmo sobre 0 aumento no desempenho animal.

Assim, testar diversas doses enzimaticas torna-se mais eficaz do que apenas se
respaldar nos resultados de atividade enzimatica, principalmente porque a otimizacao da dose
garante o uso eficiente do produto enzimatico, decorrente do alto custo, além de que doses
muito baixas ou muito altas podem n&o ter respostas positivas sobre a degradacdo dos
substratos e/ou desempenho animal (ADESOGAN et al., 2014).
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3. ENZIMAS FIBROLITICAS EXOGENAS PODEM MELHORAR A
DEGRADABILIDADE IN VITRO DE FORRAGEIRAS TROPICAIS

Resumo

Forrageiras tropicais normalmente apresentam baixo valor nutricional devido a alta
quantidade de fibra em sua composicdo quimica, comprometendo a sustentabilidade da
producdo pecuaria e resultando em maiores emissdes de metano entérico (CHj). Nesse
contexto, enzimas fibroliticas exdgenas passaram a ser estudadas com o objetivo de melhorar
a degradabilidade da fracdo fibrosa e a eficiéncia na utilizacdo energética de forrageiras de
baixa qualidade nutricional. O objetivo foi avaliar o efeito de doses crescentes de um extrato
de enzimas fibroliticas (EEF) exdgenas produzido pelo fungo Trichoderma reesei sobre a
degradabilidade in vitro da matéria organica, parametros fermentativos, producdo total de
gases e metano de forrageiras tropicais. Foram realizadas analises bromatoldgicas das
forrageiras tropicais. O EEF foi submetido ao ensaio de atividade enzimatica para as enzimas
endoglucanase, exoglucanase e Xilanase. As atividades encontradas foram de 1,45, 0,01 e
102,5 Ul mL™ do EEF, respectivamente para endoglucanase, exoglucanase e xilanase. Foi
utilizado o ensaio in vitro de producdo de gases em um delineamento ao acaso em arranjo
fatorial 4 x 3 + 1 com quarto doses do EEF (10, 100, 1000 e 10000 pL g™ de substrato) e trés
substratos (Cynodon spp., Panicum maximum e Cenchrus ciliaris L.) e o controle (substrato
sem adicdo do EEF). A dose mais alta aumentou (P < 0,05) a degradabilidade, a producéo
total de gases e o CH4 em todos os substratos. A concentracdo de butirato aumentou enquanto
a relacdo acetato:propionato e pH reduziram (P < 0,05) com a adicdo do EEF. Esses
resultados indicam que o uso de enzimas fibroliticas exdgenas produzidas com a utilizacéo de
residuos agroindustriais pode ser uma estratégia de melhorar a degradabilidade de forrageiras
de baixa qualidade, contribuindo para a sustentabilidade e intensificacdo da produgdo pecuéria
em paises tropicais.

Palavras-chave: Fermentacdo. Degradabilidade da fibra. Producdo de gases. Producdo de

ruminantes a pasto.
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3. Fibrolytic enzymes may improve in vitro degradability of tropical forages

Abstract: Tropical forages typically have poor nutritional value due to its high amount of
fibre in their chemical composition compromising the sustainability of livestock production
and resulting in high enteric methane (CH,4) emissions in tropical countries. In order to
increase fibre degradability and energy utilization efficiency from low quality forages
exogenous fibrolytic enzymes have been studied. In this assay we evaluated the effects of
increasing dose levels of fibrolytic enzymes extract (FEE) produced by Trichoderma reeseli,
on in vitro organic matter degradability, fermentation parameters, total gas and CH,
production of tropical forages. Forages samples were analyzed for their chemical
composition. Enzyme activity from FEE was performed for endoglucanase, exoglucanase and
xylanase. The activities were 1.45, 0.01 and 102.5 IU mL™ of the FEE, for endoglucanase,
exoglucanase and xylanase respectively. The in vitro gas production technique was used in a
completely randomized experimental design in a 4 x 3 + 1 factorial arrangement with four
FEE dose levels (10, 100, 1000 and 10000 pL g™ of substrate) and three substrates (Cynodon
spp., Panicum maximum, and Cenchrus ciliaris L.) plus the control (substrate without FEE
addition). The highest dose level increased (P < 0.05) degradability, total gas and CH,
production in all substrates. Butyrate concentration increased while acetate-to-propionate ratio
and pH decreased (P < 0.05) with the addition of FEE. These results indicated that the use of
fibrolytic enzymes produced through agricultural resources can be a reliable way to improve
degradability of low-quality forages, contributing to the sustainability and intensification of
livestock production in tropical countries.

Keywords: Fermentation. Fibre degradability. Gas production. Grass-fed ruminant
production
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3.1 Introducgéo

As gramineas forrageiras sdo consideradas as principais fontes de nutrientes dos
animais ruminantes, principalmente nos paises tropicais. Normalmente, essas forrageiras
apresentam baixa qualidade nutricional, proporcionando uma baixa produtividade (DIAZ et
al., 2015). A qualidade da forragem interfere na produgdo de metano (CH,) entérico, nas quais
forrageiras com baixa digestibilidade produzem maiores quantidade de CH4 (HRISTOV et al.,
2013; TANG et al., 2013; GUYADER et al., 2016), promovendo perda energéetica dos
nutrientes ingeridos (HRISTQV et al., 2013) e, consequentemente, reduzindo a produtividade
animal decorrente da energia eliminada na forma de CH,, além de contribuir com as emissées
dos gases de efeito estufa (GEE) decorrente dessa maior emissdo (HERNANDEZ et al.,
2017).

Pesquisadores estimaram as pegadas de carbono de diferentes sistemas de producéo
de bovinos de corte na regido Sul do Brasil demonstrando que o consumo de matéria seca de
forragens de baixa digestibilidade produz maior quantidade de diéxido de carbono (COy)
equivalente por kg de ganho de peso vivo, indicando maior emissdo de CH, (RUVIARO et
al., 2015). Por outro lado, Oliveira Silva et al. (2016) demonstraram que 0 aumento da
produtividade animal aliado a redugdo nas areas desmatadas impactaria na menor emissao dos
GEE pelo fato dos produtores tenderem a intensificar o sistema de produgdo decorrente do
aumento na demanda por produtos de origem animal.

Nesse contexto, diversos estudos demonstraram que a utilizacdo de enzimas
fibroliticas exdgenas pode aumentar a degradabilidade de forrageiras em estudos in vitro
(SOLTAN et al., 2013; DINESHKUMAR et al., 2014; DIAZ et al., 2015; ROMERO et al.,
2015;) e in vivo (BEAUCHEMIN; RODE; SEWALT, 1995; ARRIOLA et al., 2011; HE et
al., 2015; YUANGKLANG et al., 2017; SONG et al., 2018). Baseado nesses estudos, a
utilizacdo de enzimas fibroliticas exdgenas podem ser uma maneira de melhorar a qualidade
de substratos fibrosos (DINESHKUMAR et al., 2014; KHOLIF et al., 2017;
YUANGKLANG et al., 2017) e reduzir as perdas energéticas por diminuir as emissfes de
CH, entérico (HRISTOV et al., 2015).

O uso de enzimas fibroliticas exdgenas pode ser uma estratégia sustentavel para
aumentar a degradabilidade da fracdo fibrosa em sistemas de criacdo de ruminantes a pasto
pelo fato dessas enzimas serem produzidas por microrganismos que crescem em substratos de
baixa qualidade, como a palha da cana-de-aglcar. Dessa forma, nossa hipétese é que estas
enzimas possam incrementar a degradabilidade das fragOes fibrosas presentes na parede

celular vegetal, melhorando o aproveitamento dos nutrientes da dieta, promovendo um
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aumento na produtividade animal e reduzindo a producdo de CH, entérico por unidade de
produto de origem animal produzido, e assim, reduzindo as pegadas de carbono e levando a
uma maior sustentabilidade dos sistemas de producéo agricola e de ruminantes.

Por se tratar de um produto sem utilizacdo prévia na dieta de ruminantes, ensaios in
vitro simulando o ambiente ruminal se fazem necessarios para verificar quais os efeitos da
utilizacdo desse produto sobre a atividade microbiana ruminal. Dessa forma, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a possibilidade de utilizacdo de um extrato de enzimas fibroliticas
exogenas na dieta de ruminantes com adicdo de doses crescentes analisando seu efeito sobre a
degradabilidade dos nutrientes, parametros fermentativos ruminais e producgéo total de gases e
de CH, de trés forrageiras tropicais utilizadas nos sistemas de producdo de ruminantes do

Brasil.

3.2 Materiais e métodos

Todos o0s procedimento e analises desse experimento foram realizados nas
instalacBes do Laboratorio de Nutricdo Animal (LANA) do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA) — Universidade de Sdo Paulo, localizado no municipio de Piracicaba —
SP, Brasil, de acordo com as recomendagdes da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA — CENAJ/USP 014/2016).

3.2.1 Enzimas e ensaio de atividade enzimatica

O extrato de enzimas fibroliticas (EEF) utilizado no presente estudo foi produzido
por fermentacdo submersa utilizando o fungo Trichoderma reesei e palha de cana-de-agucar
como substrato. Todos os procedimentos para produgdo do EEF foram realizados no Instituto
de Pesquisas em Bioenergia (IPBEN) da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
filho” (UNESP), Campus de Assis — SP, Brasil, de responsabilidade do Professor Doutor
Pedro de Oliva Neto. A producéo e caracterizacdo do extrato enzimatico foram determinadas
de acordo com as recomendac0es de Carvalho et al. 2015.

O EEF foi submetido as andlises de atividade enzimatica, em condic¢Ges controladas
de pH e temperatura (pH 6,6 e 39°C, condi¢des consideradas Otimas para o ambiente
ruminal). Foi determinado a atividade das enzimas fibroliticas endo-1,4-B-glucanase ou
endoglucanase (EC 3.2.1.4) e exo-1,4-p-glucanase ou exoglucanase (3.2.1.91) realizadas de
acordo com a metodologia descrita por Wood e Bhat (1988) e endo-1,4-B-xilanase ou xilanase

(3.2.1.8) de acordo com a metodologia descrita por Bailey, Biely e Poutanen (1992).
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A atividade enzimética do EEF seguiu as modificagbes propostas por Colombatto e
Beauchemin (2003) para padronizagdo da metodologia de determinagdo da atividade
enzimatica em produtos utilizados na dieta de ruminantes.

O ensaio de atividade enzimatica consiste na quantificacdo de agucares redutores
através do método colorimétrico do &cido dinitrosalicilico proposto por Sumner (1921) e
posteriormente modificado por Miller (1959), no qual o &cido 3,5-dinitrosalicilico, em
condicdes alcalinas e aquecimento, reage com o grupo carbonil livre dos acgUcares redutores
sendo reduzido a acido 3-amino-5-nitrosalicilico, composto altamente colorido e com maxima
absorcdo de luz a 540 nm, permitindo a quantificacdo de acgUcares redutores através de sua
colorimetria (GONCALVES et al., 2010; VASCONCELOS; PINTO; ARAGAO, 2013).

Foi preparado solucdo a 1% (p/v) dos substratos utilizados, sendo
Carboximetilcelulose soddica (Sigma-Aldrich C4888-500G - Carboximetilcellulose sodium
salt), Sigmacell Microcristalina (Sigma-Aldrich S3504-500G - Sigmacell Cellulose) e xilano
obtido de madeira de Faia (Sigma-Aldrich X4252-25G - Xylan, from Beechwood),
respectivamente, para endoglucanase, exoglucanase e xilanase, solucdo tampao fosfato-citrato
com pH 6,6, solucdo de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e solucdo a 0,1% (p/v) de glicose
(Sigma-Aldrich G5767-25G - D-(+)-glucose) e xilose (Sigma-Aldrich X1500-500G —
D-(+)-xylose) como padrdes utilizados para ajuste da curva padréo.

A determinacdo da atividade enzimatica da xilanase foi realizada preparando
primeiramente os tubos de “substrato branco”, onde ndo ha a adi¢do do EEF, adicionando
0,9 mL de solucdo tampdo + 1,0 mL de xilano obtido de madeira de Faia + 0,1 mL de agua
destilada; “enzima branco”, onde foi adicionado 0,9 mL de solugdo tampao + 1,0 mL de agua
destilada; e “enzima + substrato”, adicionando 0,9 mL de solug¢do tampao + 1,0 mL de xilano
obtido de madeira de Faia. Os tubos foram preparados em triplicata e incubados em estufa a
39°C por dez minutos para condicionamento das solugdes a temperatura. Apos esse periodo,
0s tubos foram retirados e foi adicionado 0,1 mL do EEF, diluido em 1:50, em intervalos
iguais (ex.: a cada 10 s) para permitir o mesmo tempo de reacdo entre todos os tubos,
completando o volume para 2 mL. Ap6s a adicdo do EEF, os tubos foram incubados
novamente em estufa a 39°C respeitando o tempo de reacdo de cinco minutos.

Durante o tempo de reacdo, os tubos do padrdo xilose foram preparados nas
seguintes concentracdes: 0 (sem adicdo do padrdo xilose e 2 mL de &gua destilada),
0,1 (0,1 mL do padrao xilose + 1,9 mL de agua destilada), 0,2 (0,2 mL do padréo xilose +
1,8 mL de &gua destilada), 0,3 (0,3 mL do padrdo xilose + 1,7 mL de &gua destilada) e

0,4 (0,4 mL do padréo xilose + 1,6 mL de agua destilada) mg de xilose mL™.
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Terminado o tempo de reagdo, os tubos foram retirados da estufa e foi adicionado
3 mL do reagente DNS (volume final dos tubos = 5 mL), em intervalos iguais (ex.: a cada
10 s), na mesma ordem de adicdo do EEF, para interrupcdo da reacdo, e agitados em aparelho
Vortéx e colocados em banho maria com agua fervendo por cinco minutos. Posteriormente, 0s
tubos foram resfriados em 4agua até atingir a temperatura ambiente e lidos em
espectrofotémetro (JENWAY 7315 — Cole-Parmer, UK) a 540 nm. Apds determinado a curva
padrdo, a equacdo gerada pela curva foi utilizada para calcular a atividade da enzima xilanase
sendo expresso em Unidades Internacionais (Ul), onde uma Ul de enzima catalisa a formacao
de 1 pmol de aglcar redutor min? nas condicées do ensaio (COLOMBATTO;
BEAUCHEMIN, 2003).

A determinacdo da atividade enzimatica da enzima endoglucanase seguiu 0S mesmos
procedimentos realizados com a enzima Xxilanase, com alteracdo do substrato de reacdo da
enzima (Carboximetilcelulose sédica), adicdo do EEF sem diluicdo e com mudanca do
reagente para determinacdo da curva padrdo (glicose), porém utilizados nas mesmas
concentracdes (0, 0,1, 0,2, 0,3, e 0,4 mg de glicose mL™). A equacéo gerada pela curva padréo
da glicose foi utilizada para calcular a atividade enziméatica da endoglucanase expressa em
Ul mL™* do EEF.

Para a enzima exoglucanase, os procedimentos sdo 0s mesmos até a adi¢do do EEF,
que também foi realizado sem diluicdo, mudando o substrato (Sigmacell Microcristalina) e
outros procedimentos descritos a seguir. Apos a adicdo do EEF, o tempo de incubacdo para
reacao da enzima foi de 120 minutos. Ao final do tempo de reacéo, os tubos foram retirados e
colocados em banho maria com é&gua fervendo por dez minutos para interromper a reacdo,
resfriados até atingirem a temperatura ambiente e centrifugados (IEC Centra-7R, Thermo
Scientific IEC, USA) a 1000 x g por dez minutos. Durante a centrifugacéo os tubos do padrao
glicose foram preparados seguindo as mesmas concentracfes para a enzima endoglucanase.
Terminado a centrifugacéo, foi pipetado 1 mL do sobrenadante, adicionado em outro tubo de
mesma identificacdo e adicionado mais 1 mL de agua destilada (volume de 2 mL). Apds esse
procedimento, foram adicionados 3 mL do reagente DNS e os tubos foram colocados em
banho maria com agua fervendo por cinco minutos. Os tubos foram resfriados em agua até a
temperatura ambiente e lidos em espectrofotdometro a 540 nm. A equagdo gerada pela curva
padrdo da glicose foi utilizada para calcular a atividade enzimatica da exoglucanase expressa
em Ul mL™ do EEF.
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Tabela 3.1 - Atividade enzimatica do extrato bruto de enzimas fibroliticas produzido pelo
fungo Trichoderma reesei utilizando palha de cana-de-agucar como substrato

. . Endoglucanase** Exoglucanase** Xilanase***
Atividade enzimatica*

(Ul mL™ do EEF) 1,45 0,01 102,5

EEF = extrato de enzimas fibroliticas, Ul = unidades internacionais (umol min™).

* Atividade enzimética determinada a 39°C e pH 6,6. ** pmol de glicose min? mL™ liberado da
carboximetilcelulose sodica e sigmacell microcristalina, respectivamente para endoglucanase e exoglucanase.
*** 1mol de xilose min mL™ liberado do xilano obtido de madeira de Faia.

3.2.2 Substratos e tratamentos

Trés amostras de forragens tropicais foram utilizadas como substratos para pesquisar
os efeitos do EEF sobre a degradabilidade verdadeira da matéria organica (DVMO) e
degradabilidade da fibra em detergente neutro (DFDN) determinadas pelo ensaio in vitro de
producdo de gases. Os substratos utilizados foram o feno de Tifton-85 (Cynodon spp.), 0
capim Aruana (Panicum maximum) e o capim Buffel (Cenchrus ciliares L.). As amostras
foram secas em estufa de circulacdo forcada de ar (Modelo MA 037 — Marconi, Piracicaba —
SP, Brasil) a 55°C até peso constante. Posteriormente, as trés forrageiras passaram por
processo de moagem 1 mm com auxilio de moinho tipo Wiley (Marconi, Piracicaba — SP,
Brasil).

Doses crescente do EEF foram utilizadas (Tabela 3.2) para selecionar a dose que
apresentasse a melhor resposta sobre a DVMO e DFDN, O EEF foi aplicado sobre cada
substrato apds diluicdo em agua destilada para igualar a quantidade de solucdo adicionada em
cada garrafinha de fermentacéo in vitro (Figura 3.1).

Tabela 3.2 — Doses e atividade enzimatica aplicadas nas forrageiras tropicais

Dose do EEF Atividade enzimatica (Ul g™ substrato)

(UL g™ substrato) Endoglucanase* Exoglucanase* Xilanase**
0 (Controle) - - -

10 0,0145 0,0001 1,025
100 0,145 0,001 10,25
1000 1,45 0,01 102,5
10000 14,5 0,1 1025,0

EEF = extrato de enzimas fibroliticas, Ul = unidades internacionais (umol min™).
* umol de glicose min™ liberado da carboximetilcelulose sédica e sigmacell microcristalina, respectivamente
para endoglucanase e exoglucanase. ** pmol de xilose min™* liberado do xilano obtido de madeira de Faia.
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Figura 3.1 — Doses crescentes do extrato de enzimas f
s —

3.2.3 Andlise bromatoldgica dos substratos

Amostras das forragens foram analisadas quanto a matéria seca (MS), matéria
organica (MO) e proteina bruta (PB) de acordo com a AOAC (2011). As fracdes fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e lignina em detergente &cido
(LDA) foram determinadas por lavagem sequencial utilizando aparelho determinador de fibra
(TE-149 Tecnal, Piracicaba — SP, Brasil) e saquinhos para determinacao de fibra (modelo F57
— Ankom Technology Corp., USA) seguindo a metodologia de Van Soest, Robertson e Lewis
(1991) com adaptacdes de Mertens (2002). A composicdo bromatoldgica dos substratos séo
apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Composicéo bromatolégica (g kg™ MS) das forrageiras tropicais utilizadas como
substratos

Item Feno Tifton-85 Capim Aruana Capim Buffel
MS™ 969 926 916
MO 930 894 928
PB 79 150 62
FDN 818 746 803
FDA 418 454 512
LDA 87 86 108
Hemicelulose™ 400 292 291
Celulose™ 331 368 404

* Matéria seca a 105°C. MS =matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; FDN = fibra em
detergente neutro; FDA = fibra em detergente &cido; LDA = lignina em detergente acido determinada por
hidrdlise em &cido sulfirico 72%. ** A hemicelulose foi calculada pela diferenca entre a FDN e FDA e a
celulose pela diferenca entre a FDA e LDA (SNIFFEN et al., 1992).

3.2.4 Colheita e preparo dos inoculos

Foram utilizados como doadores de inoculo seis ovinos machos castrados
(61 £ 8,84 kg peso vivo) canulados no rumen. Os animais eram alimentados com feno de
Tifton-85 (Cynodon spp.), mistura concentrada contendo 70% de milho triturado e 30% de

farelo de soja e com livre acesso a mistura mineral e agua. As fracGes liquidas e sélidas do
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contetdo ruminal foram colhidas antes da alimentagdo da manhd com auxilio de uma sonda
acoplada a uma seringa de 60 mL (Becton-Dickson Industria Cirdrgica, Curitiba — PR, Brasil)
e uma pinca. O material colhido foi armazenado em recipientes a 39°C em condicdes
anaerobias e transportados para o laboratorio.

Os inoculos foram preparados seguindo a metodologia de Bueno et al. (2005)
misturando volumes iguais (50:50 v/v) das fracbes solidas e liquidas com auxilio de um
liquidificador contendo CO, por 10 segundos, filtrados com duas camadas de tecido de
algoddo e mantidos em banho maria a 39°C com fluxo constante de CO, até 0 momento da
inoculacdo. Trés inoculos foram preparados usando o conteudo ruminal de dois animais,
sendo posteriormente adicionados em 102 garrafinhas: duas garrafinhas por substrato x trés
substratos x quatro doses x trés inoculos + 18 garrafinhas sem adi¢do do EEF (controle = duas
garrafinhas por substrato x trés substratos x trés inoculos) + seis garrafinhas brancos
(garrafinhas contendo apenas o inoculo e solugcdo tampdo) + seis garrafinhas contendo
substrato Tifton-85 (controle interno do laboratério com valores conhecidos de producéo de

gases).

3.2.5 Ensaio in vitro de producao de gases

A técnica in vitro de producdo de gases utilizada no experimento seguiu a
metodologia de Theodorou et al. (1994) utilizando sistema semiautomético de leitura de
pressao (MAURICIO et al., 1999) com adaptacdes do Laboratério de Nutricdo Animal
(CENA/USP) (BUENO et al., 2005). Foi pesado 0,5 gramas (balanca analitica Sartorius,
Alemanha) de cada substrato dentro de saquinhos de determinacdo de fibra Ankom F57
(Ankom Techonology Corp., USA), vedados e colocados dentro de garrafinhas de vidro de
160 mL.

Momentos antes da inoculacdo, foram adicionados 5 mL do EEF, ja diluido em agua
destilada para atingir as dosagens requeridas, seguindo as recomendacdes de Dineshkumar et
al. (2014) e 45 mL da solucdo de Menke (solucéo tampao nutritiva). Para completar o volume
final de 75 mL, 25 mL de inoculo foram adicionados dentro das garrafinhas, deixando espaco
para acimulo de gases (head space) de 85 mL (LONGO et al., 2006; ABDALLA et al., 2012).
As garrafinhas foram fechadas com tampa de borracha (Bellco Glass Inc., Vineland - NJ,
USA), agitadas e incubadas a 39°C por 24 horas em estufa com circulacdo forcada de ar
(Modelo MA 035 — Marconi, Piracicaba — SP, Brasil).
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As leituras de pressdo ocorreram com auxilio de um transdutor de pressdo (Press
Data 800, LANA, CENA/USP) nos tempos 4, 8, 12 e 24 horas ap6s o inicio da incubagédo
para realizar o célculo de producdo liquida total de gases apds a correcdo para 0 branco
(ARAUJO et al., 2011) utilizando a seguinte equacéo:

V=7365xp (n=500;r*=0.99) 1)

V = volume de gas (mL); p = pressdo observada (psi) (ARAUJO et al., 2011).

3.2.6 Determinacéo das concentracdes de metano

A cada leitura de pressdo, 2,5 mL dos gases acumulados foram amostrados com
auxilio de uma seringa de 5 mL (Becton-Dickson Industria Cirdrgica, Curitiba — PR, Brasil) e
armazenados dentro de tubos a vacuo de 10 mL para posterior determinacdo da concentracéo
de CH,4 por meio da seguinte equacao:

CHy (mL/g MS) = (HS + PG) X CH4(%) (2)

HS = head space (85 mL); PG = producéo total de gases (mL); CHa4y = concentragdo de
metano (mL/mL) (LONGO et al., 2006).

Apbs a leitura e amostragem, os gases restantes acumulados dentro das garrafinhas
foram liberados, as garrafinhas foram agitadas e colocadas novamente na estufa.

A concentragdo de CH, foi mensurada em cromatografo gasoso (GC-2010,
Shimadzu, Tokio, Japdo) com detector por ionizacdo de chama (FID) em coluna micro
empacotada Shincarbon ST 100/120, apds ajuste da curva de calibracdo com gas CH, (99,5%
de pureza — White Martins Industria de Gases, Osasco — SP, Brasil) nas concentragdes
de 0, 30, 90 e 120 mL L™. O gas hélio (He) foi utilizado como gas de arraste, com fluxo
constante de 10 mL min™!, mantendo condices de temperatura da coluna a 60°C, temperatura

do injetor a 200°C e temperatura do detector a 240°C.
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3.2.7 Degradabilidade ruminal

Ao final do periodo de incubacéo, apos a ultima leitura de pressdo e amostragem dos
gases, as garrafinhas foram abertas e os saquinhos retirados e colocadas em bandejas
contendo agua e gelo para interromper o processo fermentativo. Todos os saquinhos
foram tratados com solucdo de detergente neutro (SDN) (VAN SOEST; ROBERTSON;
LEWIS, 1991) sem adigdo de a-amilase por uma hora a 90°C seguido de quatro lavagens de
cinco minutos com agua destilada a 90°C utilizando aparelho determinador de fibra (TE-149
Tecnal, Piracicaba — SP, Brasil) e finalizando com a lavagem dos saquinhos em acetona por
cinco minutos.

Os saquinhos foram colocados em estufa a 105°C (Odontobras 1.6, Brasil)
por 24 horas e posteriormente pesados para calculo da DFDN por diferenca entre a quantidade
de FDN incubada e o residuo ndo degradado apds as 24 horas de incubacdo e posterior
lavagem com SDN. Apo6s a pesagem, os saquinhos foram colocados em cadinhos de porcelana
e incinerados em forno mufla (JUNG, Blumenau — SC, Brasil) a 550°C por 5,5 horas, pesados
novamente e entdo foi determinado a DVMO, calculada pela diferenca entre a MO incubada e
a MO remanescente (BLUMMEL; STEINGASS; BECKER, 1997) apds correcdo para o
branco (garrafinhas que utilizaram apenas inoculo e solugdo Menke).

3.2.8 Parametros fermentativos

O contetdo das garrafinhas foi amostrado em frascos de vidro de 20 mL e
imediatamente mensurado o pH de cada amostra com auxilio de um pHmetro (PG 2000 —
Gehaka, S&o Paulo — SP, Brasil). Os frascos foram armazenados a -20°C para posterior
analise de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) seguindo a metodologia de Palmquist e
Conrad (1971) com adaptacdes de Lima et al. (2018b).

Para determinagdo dos AGCC, curvas de calibracdo foram preparadas com
concentracdes conhecidas de cada AGCC analisado. 1,6 mL do conteldo de cada frasco
foram pipetados em tubos tipo eppendorf e centrifugados a 10400 x g por 40 minutos a 4°C
(Sorvall RC-5B PLUS, USA). Apos a centrifugacao, 800 pL do sobrenadante foram pipetados
em micro tubos, adicionados 100 pL de acido 2-etilbutirico (padrdo interno) e 200 pL de
acido férmico (85%). Um microlitro da mistura foi injetado em cromatografo gasoso
(GC-2014, Shimadzu, Tokio, Japdo) com detector por ioniza¢do de chama (FID) utilizando o
gas He como gas de arraste a 25 mL min™ mantendo a temperatura da coluna a 115°C,

temperatura do injetor a 200°C e temperatura do detector a 260°C, com fluxo de gas
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hidrogénio e ar sintético de 40 mL min™ e 400 mL min™, respectivamente, mantidos no
detector (LIMA et al., 2018b).

3.2.9 Andlise estatistica
Foi utilizado delineamento inteiramente aleatorizado em esquema fatorial 4 x 3 + 1
com quatro doses do EEF, trés substratos e um controle. A descri¢do das anélises utilizadas

no presente estudo segue o modelo estatistico abaixo:

Yijk =uH+ D; + Sj + (D X S)ij + Eijks (3)

Yij = variavel dependente; p = média geral; D = efeito fixo das doses crescentes do EEF;
S = efeito fixo dos substratos; (D x S) = efeito de interacdo entre dose e substrato; e = erro
experimental, assumindo que e = iid ~ N(0,0¢?). Os residuos (observado — predito) foram
plotados como fungdo dos valores preditos para checar o pressuposto de normalidade e

homocedasticidade.

Os dados oriundos da producdo in vitro de gases foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) em duas vias (two-way ANOVA) usando o procedimento de modelos
lineares mistos (MIXED) do software SAS v. 9.4 (Statistical Analysis System Inst., Cary -
NC, USA). As médias foram comparadas usando o teste de Tukey adotando nivel de
significancia de 5%. O procedimento de correlacdo de Pearson foi utilizado para verificar e
confirmar correlacfes entre todas as varidveis estudadas. Efeitos lineares e quadraticos das

doses crescentes foram analisados usando contrastes ortogonais.

3.3 Resultados
3.3.1 Producéo de gases e metano in vitro e degradabilidade dos nutrientes

N&do foram observados efeitos de interacdo entre dose enzimatica X substrato. Foi
verificado um aumento na producdo liquida de gases em 24 horas (PG,s mL g* MS),
producdo de CH4, DVMO e DFDN com a adicéo do EEF (Tabela 3.4).

Quando comparado com o controle, todas as doses do EEF utilizadas aumentaram a
PG4 nos trés substratos (efeito linear para o capim Aruana — P < 0,001; efeito quadratico para
o feno de Tifton-85 e capim Buffel — P < 0,05). A dose de 10000 pL g™ substrato aumentou a
producdo de CH, proveniente da DVMO e DFDN diferindo (P < 0,0001) do controle e das
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demais doses nos trés substratos utilizados. Ademais, foi observado um aumento na producao
de CH,4 proveniente da DFDN nos substratos feno de Tifton-85 e capim Buffel com a
utilizacdo da dose de 1000 pL g™ substrato.

A utilizagdo da dose de 10000 pL g* substrato aumentou (P < 0,0001) a DVMO em
9,1%, 7,4%, 11,1% e a DFDN em 14,0%, 12,1% e 18,0%, respectivamente, para os substratos
feno de Tifton-85, capim Aruana e capim Buffel, quando comparado com o controle. Além
disso, foi observado aumento de 4,9% e 1,6% na DVMO e 7,5% e 2,7% na DFDN para 0s
substratos Tifton-85 e capim Buffel, respectivamente, com a adi¢do da dose de 1000 pL g*
substrato do EEF quando comparado com o controle. As demais doses ndo apresentaram

efeitos (P > 0,05) sobre os parametros analisados.
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Tabela 3.4 - Parametros in vitro de producdo de gases e metano e degradabilidade de forrageiras tropicais com adi¢cdo de doses crescentes do
extrato de enzimas fibroliticas exdgenas

Tratamentos (UL g™ substrato) Valor de Contraste
Substrato Item Controle 10 100 1000 10000 £P:M P L o)
Producéo de gases
mL g* MS 85.97° 104.06° 102.29° 100.32° 125.29° 3.93 <.0001 0.0071 0.0498
Feno de DVMO 348.52° 353.01™ 350.65° 365.62° 380.47° 3.55 <.0001 0.6737 0.4380
Tifton-85 DFDN 259.28° 264.38™ 261.70° 278.72° 295.61° 4.03 <.0001 0.6739 0.4378
Producéo CH,
mL g* DVMO 1.09° 1.65° 1.44° 1.97° 3.05° 0.21 <.0001 0.2530 0.1569
mL g* DFDN 0.81° 1.23" 1.08" 1.50° 2.37° 0.16 <.0001 0.2011 0.1166
Producéo de gases
mL g* MS 83.73° 97.73" 104.16° 100.56° 124.01° 3.46 <.0001 0.0003 0.3795
Capim DVMO 419.49° 403.74° 403.03° 408.21° 450.24° 6.99 0.0001 0.2668 0.5931
ArLFJ)ana DFDN 303.98" 285.09° 284.23" 290.45° 340.84° 8.38 0.0001 0.2668 0.5933
Producdo CH,
mL g* DVMO 1.08° 1.25° 1.37° 1.66" 2.91° 0.16 <.0001 0.2135 0.8709
mL g™ DFDN 0.78" 1.00° 0.96" 1.16° 2.20° 0.12 <.0001 0.2694 0.3744
Producéo de gases
mL g* MS 83.35° 102.82° 99.09" 107.42° 126.31° 3.69 <.0001 0.0058 0.0165
Capim DVMO 337.81° 317.51° 333.28" 343.37° 375.46° 6.79 <.0001 0.5875 0.0158
Bu‘f’fel DFDN 236.85" 213.45" 231.63" 243.26" 280.24° 7.82 <.0001 0.5876 0.0158
Producdo CH,
mL g* DVMO 1.11° 1.61% 1.76"™ 2.21° 3.11° 0.22 <.0001 0.0368 0.4927
mL g™ DFDN 0.78° 1.08" 1.22" 1.63° 2.32° 0.16 <.0001 0.0587 0.6770

MS = matéria seca; DVMO = degradabilidade verdadeira da matéria organica (g kg™); DFDN = degradabilidade da fibra em detergente neutro (g kg™); E.P.M. = erro padrdo
da média; L = linear; Q = quadratico.
Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem a 5% de significancia pelo teste de Tukey.
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3.3.2 Parametros de fermentagéo ruminal

A adigédo do EEF aumentou (P < 0,001) a concentragédo de AGCC nos substratos feno
de Tifton-85 e capim Buffel. A producdo de butirato (C4) aumentou com a adicdo do EEF
diferindo (P < 0,01) do controle. No caso do acetado (C2) e propionato (C3), pequenas
alteracOes foram observadas com a adi¢cdo do EEF no substrato feno de Tifton-85. Contudo, a
relagdo acetato:propionato (C2:C3) diminuiu (P < 0,05) com a adi¢do do EEF em todos os
substratos (Tabela 3.4). Além disso, a adicdo do EEF aumentou a producdo de valerato
(0,85 - 0,96 mmol L™ 0,60 - 0,66 mmol L, respectivamente para as doses do EFF e o
controle — P < 0,0001). Contudo, nenhuma diferenca (P > 0,05) foi observada nas
concentragOes de isobutirato e isovalerato. Foi verificado uma reducdo (P < 0,01) no pH nos
substratos feno de Tifton-85 e capim Aruana com a adicdo da dose de 10000 pL g™ substrato
(Tabela 3.5).
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Tabela 3.5 - Parametros fermentativos ruminais in vitro de forrageiras tropicais adicionadas com doses crescentes do extrato de enzimas
fibroliticas exdgenas

Tratamentos (UL g™ substrato) Valor de Contraste

Substratos Item Controle 10 100 1000 10000 EP.M. P L Q
AGCC totais” 56.04" 56.83" 57.74° 59.68%° 63.24° 0.94 0.0001 0.2122 0.9526
c2 39.57% 36.67° 37.92° 38.48%® 41.83° 1.00 0.0076 0.2346 0.0881
Feno de C3 8.78" 9.47%® 9.77%® 10.06° 10.07° 0.26 0.0058 0.0105 0.5173
Tifton-85 c4 6.36" 7.77° 7.59% 8.18 8.32° 0.31 0.0012 0.0092 0.0472
C2:C3 453 3.87° 4.00° 3.96° 4.01° 0.10 <.0001 0.0103 0.3747
pH 6.82° 6.83% 6.87° 6.87° 6.72° 0.01 <.0001 0.0353 0.4994
AGCC totais™ 56.97 58.00 61.14 61.68 56.39 1.78 0.1447 0.1078 0.6314
C2 40.75 38.33 38.65 40.29 37.10 1.06 0.1460 0.1760 0.3028
Capim C3 8.29 9.37 9.47 10.04 8.84 0.53 0.0860 0.0988 0.3784
Aruana C4 5.39° 7.40° 7.74° 8.09° 7.39° 0.33 <.0001 <.0001 0.0467
C2:C3 4.95° 4.10° 4.16° 4.05° 4.25° 0.16 0.0004 0.0001 0.5283
pH 6.90° 6.88° 6.85% 6.87% 6.82° 0.02 0.0046 0.0268 0.8477
AGCC totais” 56.23° 57.81° 62.80% 68.58° 56.26° 2.24 0.0009 0.0323 0.5286
c2 39.53 36.93 37.93 42.28 36.86 1.48 0.0751 0.9630 0.1151
Capim C3 8.59 10.04 9.65 10.29 9.01 0.79 0.3837 0.1705 0.9280
Buffel c4 5.68° 7.45% 7.70° 9.01° 7.51° 0.38 <.0001 0.0004 0.1021
C2:C3 4,63 4.14%® 4.15%® 3.88" 4.16%® 0.16 0.0251 0.0730 0.8249
pH 6.81° 6.85" 6.95° 6.82° 6.83° 0.015 <.0001 <.0001 0.2103

AGCC = 4cidos graxos de cadeia curta (mmol L™); C2 = acetato (mmol L™); C3 = propionato (mmol L™); C4 = butirato (mmol L™); C2:C3 = relacéo acetato:propionato;
E.P.M. = erro padrdo da média; L = linear; Q = quadrético.

* Somatoria dos AGCC C2, C3, C4, isobutirato, isovalerato e valerato (os dados dos trés ultimos ndo sdo demonstrados).

Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem a 5% de significancia pelo teste de Tukey.
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3.3.3 Coeficiente de correlagdo de Pearson

A correlagéo de Pearson (Tabela 3.6) demonstrou que a PG4, DVMO, DFDN e
producdo de CH,; proveniente da DVMO e DFDN aumentaram (correlacdo positiva -
P < 0,01) com a adi¢do do EEF. A DVMO, DFDN, producéo de CH,4 proveniente da DVMO
e DFDN e concentragédo de C4 apresentaram correlagdo positiva (P < 0,05) com a PGy,
demonstrando que aumentado a producdo de gases ocorre um aumento nos demais parametros
citados. O mesmo foi observado (P < 0,05) com a producdo de CH,4 proveniente da DVMO e
DFDN e os parametros DVMO e DFDN, na qual foi verificado que quanto maior a
degradabilidade maior serd a producdo de CH,4. Além disso, observou-se uma correlacdo
negativa (P < 0,05) entre os parametros DVMO e DFDN com os parametros MO, FDN, FDA
e LDA.
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Tabela 3.6 — Coeficiente de correlagéo de Pearson dos pardmetros in vitro de producdo de gases, degradabilidade e fermentagdo ruminal

CH, CH,

Parametros  Dose MO PB FDN FDA LDA HEM CEL PG,y DVMO DFDN (DVMO) (DFDN) C2 C3 C4
PGy 0.72**  0.05 -0.05 0.05 0.01 0.03 0.02 0.01 - - - - - - - -
DVMO 0.40** -0.81** 0.84** -0.77** -0.27* -0.59** -0.26* -0.16 0.22* - - - - - - -
DFDN 0.52** -0.59** 0.67** -0.53** -0.42** -0.63** -0.002 -0.34** 0.30** 0.95** - - - - - -
E:DI_\|;MO) 0.78** 0.14 -0.15 0.13 0.07 0.13 0.02 0.06 0.85**  0.24*  0.35** - - - - -
CH

(DF4DN) 0.80**  0.13 -0.13 0.13 0.02 0.07 0.06 0.001  0.84** 0.27* 0.40**  0.99** - - - -
C2 -0.07 -0.001  -0.02 -0.01 0.08 0.07 -0.07 0.08 -0.08 -0.03 -0.05 -0.09 -0.11 - - -
C3 -0.12 0.08 -0.12 0.06 0.17 0.18 -0.09 0.16 0.13 -0.11 -0.12 0.03 0.01 -0.15 - -
C4 0.18 0.13 -0.10 0.14 -0.08 -0.02 0.14 -0.10 0.51**  -0.06 -0.01 0.36**  0.36** 0.07 0.46** -
C2:C3 0.04 -0.08 0.07 -0.08 0.004 -0.03 -0.05 0.02 -0.21 0.07 0.05 -0.09 -0.09  0.56** -0.78** -0.59**

MO = matéria organica; PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido; LDA = lignina em detergente acido; HEM = hemicelulosg;
CEL = celulose; PG,, = produgéo liquida de gases em 24 horas (mL g™ MS); DVMO = degradabilidade verdadeira da matéria organica; DFDN = degradabilidade da fibra em
detergente neutro; CH, (DVMO) = producéo liquida de metano (mL g DVMO); CH, (DFDN) = producéo liquida de metano (mL g DFDN); C2 = acetato; C3 = propionato; C4
= butirato; C2:C3 = relagéo acetato:propionato.

*P <0.05 **P<0.01
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3.4 Discusséo

Como demonstrado, as repostas de producdo de gases e degradabilidade in vitro dos
parametros analisados foram dependentes da dose e do substrato corroborando com os
resultados observados na literatura (SOLTAN et al., 2013; LOPEZ et al., 2016; VALLEJO et
al., 2016; KHOLIF et al., 2017). Dessa forma, os resultados controversos encontrados na
literatura podem ser decorrentes de falta ou mesmo excesso de doses das misturas enzimaticas
aplicadas assim como da diferenca dos componentes estruturais dos substratos utilizados
(BEAUCHEMIN et al., 2003; ADESOGAN et al., 2014).

A PGy aumentou com a dose mais alta do EEF, demonstrando aumento na
degradabilidade do substrato. Estudos demonstraram que as enzimas fibroliticas podem
modificar os constituintes da parede celular vegetal, removendo estruturas fisicas que
comprometeriam a aderéncia dos microrganismos ruminais, assim aumentando a utilizacédo
dos nutrientes e a fermentacdo ruminal (DIAZ et al., 2015; ELGHANDOUR et al., 2016;
SONG et al., 2018). O presente trabalho verificou que o aumento das doses do EEF melhorou
a DVMO e DFDN das forrageiras testadas. Esse efeito pode ser atribuido ao aumento na
hidrolise dos substratos pelas enzimas exdgenas, assim como uma possivel acdo sinérgica
entre as enzimas exdgenas e as enzimas ruminais endégenas (BEAUCHEMIN et al., 2003;
EUN; BEAUCHEMIN, 2008; ELGHANDOUR et al., 2016; LOPEZ et al., 2016). A melhora
na digestibilidade dos nutrientes € um dos mecanismos mais importantes para aumentar a
produtividade dos ruminantes, contribuindo com a sustentabilidade do setor pecuario
(RIBEIRO et al., 2015).

Apesar desse resultado, foi verificado que as demais doses do EEF utilizadas
aumentaram a PG4 dos capins Aruana e Buffel sem aumentar a degradabilidade dos
nutrientes, sugerindo que o aumento na PG4 pode ser devido a presenca de carboidratos
solGveis (monossacarideos e/ou oligossacarideos). Esses carboidratos soliveis podem estar
presentes no EEF pelo fato desse extrato ndo ser puro (extrato bruto extraido ap6s filtragem),
proporcionando um aumento na fermentagdo microbiana e fornecendo mais energia para o
crescimento microbiano (ELGHANDOUR et al., 2016). O aumento na fermentagéo
microbiana promove um aumento nos produtos finais da fermentagdo, como os AGCC,
hidrogénio (H;) e CO,. As moléculas de H, e CO, disponiveis no rimen séo utilizadas como
substrato pelas arqueias metanogénicas para formacdo do CH; (ABDALLA et al., 2012)
levando ao aumento na producéo de CH,4, como observado neste estudo com a adi¢do de EEF,
principalmente nas doses de 10, 100 e 1000 pL g substrato, embora ndo diferindo do

controle.
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No caso da dose de 10000 pL g™ substrato, as diferencas encontradas com as demais
doses na producéo de CH, foram atribuidas ao aumento na DVMO e DFDN. O aumento na
DVMO gera maior quantidade de H, liberado no ambiente ruminal e, assim, aumentando a
producdo de CH,4 pelas arqueias metanogénicas (ABDALLA et al., 2012). Contudo, é
importante destacar que a porcentagem da DFDN foi maior que a DVMO, indicando a
efetividade do EEF utilizado sobre a degradacdo da fragéo fibrosa, com isso, maior producao
de CH, oriundo da dose de 10000 pL g™ substrato foi devido ao incremento na degradacéo da
fibra (SOLTAN et al., 2013). Além disso, foi observado que os substratos com maiores
quantidades de PB e menores quantidades de FDN tendem a produzir menos CH,4, como
verificado no capim Aruana. A producdo de CH, é influenciada pela qualidade da forragem
(SOLTAN et al., 2013; TANG et al., 2013; GUYADER et al., 2016; LIMA et al., 2018a),
sugerindo que o capim Aruana € um substrato de melhor qualidade nutricional quando
comparado aos demais substratos utilizados.

Estudos realizados por Soltan et al. (2013) e Dineshkumar et al. (2014) utilizando
dois produtos enzimaticos comerciais contendo celulases e xilanases nas dosagens
recomendadas pelo fabricante, demonstraram que apenas o produto celulolitico promoveu
aumento na producdo de gases e degradabilidade dos nutrientes. De acordo com Soltan et al.
(2013), a dose de xilanase recomendada pelo fabricante pode n&o ter sido suficiente para
melhorar a fermentacdo ruminal. Nesse sentido, os autores propuseram conduzir outros
estudos utilizando doses mais altas de xilanase para determinar a dose 6tima. O presente
estudo verificou que o EEF utilizado, com dosagens mais altas, pode aumentar a
degradabilidade dos substratos e a fermentagéo ruminal.

Alteragdes na produgdo de AGCC foram dependentes da dose enzimética e do
substrato utilizado. Elghandour et al. (2016) observaram algumas mudancas nos perfis dos
AGCC com a adi¢do das enzimas fibroliticas, sendo essa variacdo dependente do substrato. O
aumento na producédo de C3 sugere alteracdes nos padrbes fermentativos, afetando a relagdo
C2:C3. O aumento na concentracdo de C3 pode ser atribuido a fermentacdo dos carboidratos
soltveis oriundos da degradac&o da parede celular (DIAZ et al., 2015; ROMERO et al., 2015)
e também dos carboidratos solUveis presentes no EFF. A reducdo na relacdo
acetato:propionato pode ser um indicativo de melhor eficiéncia de utilizagdo energética
ruminal (ARRIOLA et al., 2011).

O aumento na concentracdo de C4 é um indicativo de aumento na degradagdo da
fracdo fibrosa (ELGHANDOUR et al., 2016), e isso é observado com a adi¢cdo de enzimas
fibroliticas (ROMERO et al., 2015). A producdo de C4 é associada com a liberacdo de H2 no
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ambiente ruminal (SOLTAN et al., 2013), portanto, 0 aumento na producdo de H, poderia ser
uma das explicagOes para reducdo do pH ruminal observado com a dose mais alta do EEF,
além da maior producdo de CH,;. O aumento nas concentracdes de butirato e valerato
observado no presente estudo sao importantes achados devido ao fato do aumento na
concentragdo desses produtos sugerirem um aumento na eficiéncia fermentativa dos
alimentos, e isso pode ser decorrente da mudanca na populacdo microbiana, metabolizando os
substratos em produtos com maior valor energético (GUAN et al., 2008).

Em geral, a indUstria canavieira gera uma grande quantidade de residuos anualmente
(SILVA ORTIZ; DE OLIVEIRA, 2014) que podem ser utilizados para o desenvolvimento de
produtos sustentaveis, maximizando o uso dos recursos da agricultura (DEL RIO et al., 2015)
e aumentando a produtividade pecuaria (KHOLIF et al., 2017), como uma forma sustentavel
de reduzir os impactos ambientais causados por ambos 0s setores. Nesse contexto, os dados
obtidos nesse estudo geraram importantes informacdes sobre o uso do EEF produzido com o
uso de residuos agroindustriais, podendo promover uma melhora na degradabilidade dos

nutrientes de forrageiras tropicais que sdo amplamente utilizadas na dieta de ruminantes.

3.5 Concluséo

Conclui-se que o extrato de enzimas fibroliticas exdgenas estudado ndo apresentou
efeitos prejudiciais ao ambiente e a microbiota ruminal, podendo ser uma alternativa para
incremento no aproveitamento dos nutrientes de dietas de baixa qualidade nutricional, com

potencial para promover incrementos na produtividade animal.
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4. DIGESTIBILIDADE DOS NUTRIENTES E FERMENTACAO RUMINAL DE
OVINOS SUPLEMENTADOS COM ENZIMAS FIBROLITICAS EXOGENAS

Resumo

Forrageiras tropicais usualmente apresentam baixa qualidade nutricional, principalmente em
épocas secas, reduzindo a digestibilidade dos nutrientes pelos animais ruminantes decorrente
da alta quantidade de carboidratos fibrosos. O uso de enzimas fibroliticas exogenas
demonstrou ser uma alternativa segura para melhorar a digestibilidade de forragens de baixa
qualidade. O desenvolvimento de misturas enzimaticas novas utilizando matérias primas
sustentaveis para uso na dieta de ruminantes pode ser uma alternativa economicamente viavel
para incremento na qualidade nutricional de substratos fibrosos. O objetivo do estudo foi
avaliar o uso de um extrato de enzimas fibroliticas (EEF) exdgenas sobre a hidrélise da fibra,
a digestibilidade e a fermentacdo ruminal de ovinos alimentados com forrageira tropical que
apresentava baixa qualidade nutricional. O estudo foi dividido em duas fases: Fase I: ensaio
de hidrélise da fibra com adico de trés doses (20, 40 e 80 pL g™ de substrato + um controle)
e cinco tempos de pré-incubacédo (0, 12, 24, 36 e 48 h) para determinar a dose e o tempo de
pré-incubacdo para maior reducédo da fracdo fibrosa, viavel para ser usado no teste de animais.
A dose de 40 pL g* de substrato apresentou melhor resposta sobre a hidrélise da fibra em
detergente neutro, fibra em detergente acido (FDA) e celulose. Observou-se que gquanto maior
0 tempo de incubacdo, maior a reducéo na fragdo fibrosa do substrato feno de Tifton-85. Fase
Il: ensaio in vivo utilizando 19 ovinos em crescimento, divididos em dois grupos
experimentais, grupo controle (CTL) e grupo enzima (ENZ). Os animais receberam uma dieta
contendo 70% de feno de Tifton-85 como volumoso e 30% de mistura concentrada contendo
milho quebrado e farelo de soja fornecida em duas refeicdes diarias. O EEF foi aplicado
manualmente sobre o feno ofertado 24 horas antes do arragoamento, na dosagem de 40 uL g™
de substrato. O consumo dos nutrientes ndo foi influenciado pela adi¢cdo do EEF. Os animais
suplementados com o EEF apresentaram maior (P < 0,05) digestibilidade da FDA, além de
tendéncia de maior consumo de agua. O balanco de nitrogénio e a sintese de proteina
microbiana ndo foram afetados pela adicdo do EEF. A producdo total de acidos graxos de
cadeia curta, acetado, propionato e butirato ndo foram influenciados pela adi¢do do EEF,
contudo ocorreu maior (P < 0,05) producdo de valerato. Os pardmetros pH, nitrogénio
amoniacal e populacdo de protozoarios ndo apresentaram diferencas entre o0s animais
experimentais. Conclui-se que o uso do EEF pode ser uma estratégia para incrementar a
digestibilidade da FDA de forrageiras de baixa qualidade nutricional e possivelmente a
produtividade da cadeia de producdo de ruminantes.

Palavras-chave: Xilanase. Celulase. Hidrolise pré ingestiva. Digestibilidade aparente.

Parametros fermentativos.
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4. Nutrient digestibility and ruminal fermentation in lambs supplemented with
exogenous fibrolytic enzymes

Abstract

Tropical forages usually present low nutritional quality especially in dry seasons, affecting the
digestibility of nutrients by ruminant animals due to the high amount of fibrous
carbohydrates. The use of exogenous fibrolytic enzymes has been shown to be a safe
alternative to improve the digestibility of low-quality fodder. The development of new
enzymatic mixtures using sustainable raw materials for use in the ruminant diet may be an
economically viable alternative for increasing the nutritional quality of fibrous substrates. The
objective of this study was to evaluate the use of an exogenous fibrolytic enzymes extract
(FEE) on the fiber hydrolysis, digestibility and ruminal fermentation of lambs fed with
tropical forage presented low nutritional quality. The study was divided into two phases:
Phase I: fiber hydrolysis assay with addition of three doses (20, 40 and 80 pL g-1 substrate +
one control) and five pre-incubation time (0, 12, 24, 36 and 48 h) to determine which dose
had the best response on fiber hydrolysis and which pre-incubation time presented greater
reduction in the fibrous fraction feasible to be used in animal tests. The dose of 40 pL g™ of
substrate showed a better response on neutral detergent fiber, acid detergent fiber (ADF) and
cellulose hydrolysis. It was observed that longer incubation time presented greater reduction
in the fibrous fraction of the Tifton-85 hay. Phase Il: in vivo assay using 19 growing lambs
were divided into two experimental groups, control group (CTL) and enzyme group (ENZ).
The animals received a diet containing 70% Tifton-85 hay as bulking and 30% concentrate
containing broken corn and soybean meal offered twice a day. The FEE was applied manually
on the offered hay 24 hours before the feeding with the dosage of 40 pL g™ of substrate.
There was no fiber reduction after 24 hours of FEE supply. Nutrient intake was not influenced
by the addition of FEE. The animals supplemented with the FEE showed a higher (P <0.05)
ADF digestibility, also a trend of higher water consumption. Nitrogen balance and microbial
protein synthesis were not affected by the addition of FEE. The total short-chain fatty acids,
acetate, propionate, and butyrate were not influenced by FEE addition, however there was a
higher (P < 0,05) valerate production. The parameters pH, ammonia nitrogen and protozoa
population did not present differences between the experimental animals. It is concluded that
the use of FEE may be a strategy to increase the digestibility of low nutritional forage fodder
and possibly the productivity of the ruminant production system.

Keywords: Xylanase. Cellulase. Pre-ingestive hydrolysis. Apparent digestibility.

Fermentation parameters.
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4.1 Introducéo

A criacdo de ruminantes com a utilizacdo de forrageiras na forma de pastagens, fenos
e silagens é técnica bem difundida na pecuaria mundial (WILKINSON; LEE, 2018).
Entretanto, um dos grandes problemas associados a utilizacdo de forragens na dieta de
ruminantes ¢ o baixo aproveitamento dos nutrientes decorrente da grande quantidade de
carboidratos fibrosos presentes na parede celular vegetal (ADESOGAN et al., 2014; MEALE
et al., 2014), principalmente em forrageiras tropicais que geralmente apresentam baixo valor
nutritivo (DIAZ et al., 2015). Normalmente, o baixo aproveitamento dos nutrientes de dietas
fibrosas pode ser devido a quantidades insuficientes de enzimas enddgenas produzidas pelos
microrganismos ruminais, ndo sendo capazes de degradar as ligacbes dos carboidratos
fibrosos presentes na parede celular (SONG et al., 2018).

Decorrente da maioria dos sistemas de producdo de ruminantes utilizarem forragens
como a principal fonte de nutrientes, pequenos incrementos na digestibilidade de substratos
altamente fibrosos e que apresentam baixa digestibilidade podem resultar em melhorias no
desempenho produtivo dos animais (GIRALDO et al., 2007).

Nesse contexto, uma das estratégias estudadas nas ultimas décadas é a utilizacdo de
enzimas fibroliticas exdgenas na dieta de ruminantes com objetivo de melhorar o
aproveitamento dos constituintes da parede celular vegetal e aumentar a fermentacdo pelos
microrganismos ruminais (TIRADO-GONZALEZ et al., 2018). Estudos sugeriram que a
aplicacdo de enzimas fibroliticas exdgenas podem degradar alguns componentes estruturais da
parede celular (ELGHANDOUR et al., 2016; SONG et al., 2018) ou facilitar a colonizacdo do
substrato pelos microrganismos ruminais, possibilitando maior utilizacdo dos nutrientes pelos
microrganismos e crescimento mais rapido de suas popula¢bes (ELGHANDOUR et al.,
2016).

Pesquisas demonstraram que a adi¢do de enzimas fibroliticas exdgenas proporcionou
aumento na digestibilidade aparente dos nutrientes e producdo de &cidos graxos de cadeia
curta (AGCC) na dieta de ovinos (GADO et al., 2011; VALDES et al., 2015; VALLEJO et
al., 2016), caprinos (YUANGKLANG et al., 2017; SONG et al., 2018) e bovinos (ARRIOLA
et al.,, 2011; SALEM et al., 2013). Outros estudos ndo observaram efeitos da adicdo de
enzimas sobre a digestibilidade dos nutrientes (HE et al., 2015; WANG; XUE, 2016) e
producdo de AGCC (CHUNG et al., 2012; HE et al., 2015). Os resultados contraditorios
encontrados na literatura normalmente sdo atribuidos a erros nos métodos de aplica¢do ou na
formulacéo da mistura enzimatica (BEAUCHEMIN et al., 2003).
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A utilizagdo de novos produtos enzimaticos na dieta de ruminantes alimentados com
dietas de baixa qualidade se faz necessario para testar a eficacia de utilizacdo desses produtos
sobre a digestibilidade dos nutrientes. Além disso, a utilizacdo de fenos, silagens, diferimento
de pastagens e capineiras é rotineira em regides tropicais, decorrente da alta sazonalidade das
forrageiras, que normalmente apresentam baixa disponibilidade e baixa qualidade nutricional.
Dessa forma, o uso de estratégias seguras para serem utilizadas como aditivos € requerido
para evitar perdas produtivas e econémicas. O uso de um produto enzimatico
economicamente viavel pode ser uma alternativa para incremento na digestibilidade das
forragens utilizadas nas épocas secas do ano podendo promover maiores ganhos para 0s
produtores rurais.

A hipotese do estudo € que a utilizacdo de um extrato enzimatico, produzido pelo
fungo Trichoderma reesei, possa conter as enzimas necessarias para completa degradacéo dos
componentes fibrosos da parede celular, uma vez que esse fungo consegue se desenvolver em
substrato contendo grandes quantidades de carboidratos fibrosos, como o caso da palha de
cana-de-acgUcar, podendo ser uma alternativa viavel para melhorar a qualidade nutricional de
forrageiras de baixa qualidade. O objetivo foi avaliar o efeito de um extrato bruto de enzimas
fibroliticas sobre a digestibilidade aparente dos nutrientes, parametros fermentativos ruminais
e sintese de proteina microbiana de ovinos alimentados com forrageira que apresentava baixa

qualidade nutricional.

4.2 Materiais e Métodos
4.2.1 Local e declaracao de ética

O experimento foi conduzido nas instalacbes do Laboratorio de Nutricdo Animal
(LANA), Centro de Energia Nuclear na Agricultura — Universidade de S&o Paulo, situado no
municipio de Piracicaba — SP, Brasil, entre 0s meses de novembro e dezembro de 2017. Os
procedimentos utilizados foram aprovados e seguiram as recomendacdes do Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA/CENA — Protocolo 014/2016).

4.2.2 Extrato de enzimas fibroliticas e atividade enzimatica

O extrato de enzimas fibroliticas (EEF) utilizado no estudo in vivo foi 0 mesmo
utilizado no estudo do Capitulo 3, diferindo apenas na data de producdo. O EEF foi
transportado do Instituto de Pesquisas em Bioenergia (IBPEN) — UNESP — Assis, para o

LANA em caixas de isopor com gelo e armazenadas em camara fria a 4°C. Durante o periodo
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experimental, o EEF era amostrado trés vezes na semana para formacdo de uma amostra
composta e posterior determinacdo da atividade enzimatica.

O EEF foi submetido a atividade celulolitica através da determinacdo da atividade da
enzima endoglucanase (EC 3.2.1.4) e exoglucanase (EC 3.2.1.91) e atividade hemicelulolitica
através da determinacdo da atividade da enzima xilanase (EC 3.2.1.8) de acordo com as
metodologias de Wood e Bhat (1988) e Bailey, Biely e Poutanen (1992), respectivamente para
atividade celulolitica e xilanolitica, seguindo modificacbes propostas por Colombatto e

Beauchemin (2003). As atividades encontradas no EEF estdo apresentadas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Atividade enzimatica do extrato bruto de enzimas fibroliticas produzido pelo
fungo Trichoderma reesei utilizando palha de cana-de-aglcar como substrato

Atividade enzimética* Endoglucanase** Exoglucanase** Xilanase***
(Ul mL™* do EEF)

4,6 0,02 94,3

EEF = extrato de enzimas fibroliticas; Ul = unidades internacionais (umol min™).

* Atividade enzimatica determinada a 39°C e pH 6,6. ** umol de glicose min® mL™ liberado da
carboximetilcelulose sodica e sigmacell microcristalina, respectivamente para endoglucanase e exoglucanase.
**x 1mol de xilose min™* mL™ liberado do xilano obtido de madeira de Faia.

4.2.3 Ensaio de hidrolise da fibra

Os resultados do ensaio in vitro apresentados no capitulo 3 da tese demonstraram que
a dose com melhor resposta sobre a degradabilidade da matéria organica (MO) e fibra em
detergente neutro (FDN) seria inviavel para ser utilizado em ensaio com animais devido a
grande quantidade necessaria para ser aplicada sobre o substrato. Decorrente a isso, foi
realizado um ensaio de pré-incubacdo para mensurar o efeito de doses crescentes do EEF
sobre a fracdo fibrosa do substrato feno de Tifton-85 (Cynodon spp.) seguindo metodologia de
Nsereko et al. (2000), Giraldo et al. (2007), e Diaz et al. (2015), com modificacdes.

Foi utilizado um delineamento ao acaso em esquema fatorial 5 x 3 + 1, com cinco
tempos de incubagdo (0, 12, 24, 36 e 48 h) e trés doses do EEF (20 pL, 40 pL e 80 pL g™
material incubado) mais o controle (sem adi¢do do EEF). Antes de cada incubacédo, o EEF foi
diluido em &gua destilada para atingir as doses requeridas e 1 mL foi adicionado dentro de
saquinhos de determinacdo de fibra Ankom F57 (Ankom Techonology Corp., USA)
contendo 1 g do substrato, homogeneizados, vedados e colocados dentro de garrafas de vidro
de 200 mL contendo 50 mL de solucdo tampdo (solucdo de Menke). As garrafas foram
vedadas com papel parafilm e incubadas em estufa de circulagdo forcada de ar (MA-035 —

Marconi, Piracicaba — SP, Brasil) a 39°C. Foram preparadas 40 garrafas contendo dois
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saquinhos (repeticdes) por dose e por tempo de incubacdo (dois saquinhos x trés doses x cinco
tempos + 10 controles).

Foram testados diferentes tempos de incubacao para verificar o efeito do tempo sobre
a reducdo na fracdo fibrosa do substrato e a partir dai, escolher qual melhor tempo de
aplicacdo do EEF antes do fornecimento da refeicdo para os animais. A incubacao iniciou-se
colocando os saquinhos que permaneceram 48 horas na estufa. A cada 12 horas, os saquinhos
de 36, 24, 12 e 0 h foram incubados para permitir a retirada de todas as amostras a0 mesmo
tempo. Os saquinhos de 0 h foram apenas adicionados com o EEF, homogeneizados, vedados
e mergulhados na solucdo tampdo. Ao final do periodo de incubacdo, os saquinhos foram
imediatamente submetidos a analise sequencial de fibra para determinacdo da FDN, fibra em
detergente acido (FDA) e lignina seguindo metodologia de Van Soest, Robertson e Lewis
(1991) com adaptacdes de Mertens (2002).

4.2.4 Animais, tratamentos e manejo

Foram utilizados 19 ovinos da raca Santa Inés, provenientes do plantel do Biotério
do Laboratorio de Nutricdo Animal — CENA/USP, com idade média de 81 + 7,8 dias e peso
corporal médio de 15 + 1,9 kg. O grupo de animais utilizados consistia de dez machos
castrados e nove fémeas ndo castradas. O delineamento experimental utilizado foi em blocos
ao acaso com dois tratamentos, grupo controle (CTL) e grupo enzima (ENZ) e nove
repeticdes para o grupo CTL (n=9) e dez repeti¢bes para o grupo ENZ (n=10), considerando
como bloco o sexo dos animais (dez machos e nove fémeas). O periodo experimental foi de
73 dias sendo 15 dias de adaptacdo dos animais a dieta, 45 dias de ensaio de desempenho
animal (Capitulo 5), sete dias de ensaio de metabolismo animal e seis dias para quantificacéo
de CH, entérico (Capitulo 5). O experimento foi conduzido de forma sequencial, como
demonstrado acima, contudo, nesse capitulo sera abordado os sete dias de ensaio de
metabolismo animal.

A dieta dos animais consistiu de feno de Tifton-85 (Cynodon spp.) picado (Triturador
Charger 15.0 — Menxon Méaquinas Agricolas, Cajuru — SP, Brasil) em particulas de 3 cm e
concentrado composto por farelo de soja e milho quebrado (Triturador Nogueira DPM2 —
Nogueira S/A Maquinas Agricolas, Sdo Jodo da Boa Vista — SP, Brasil), com relacdo
volumoso:concentrado de 70:30, formuladas seguindo as recomendag¢fes do NRC (2007). O
milho quebrado e o farelo de soja foram misturados com auxilio de um misturador com
capacidade de 500 kg (M.A.P. Equipamentos Agropecuarios e Industriais Ltda., Londrina —

PR, Brasil) por 15 minutos para formagdo do concentrado, armazenados em bombonas
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plasticas de 100 L em local seco e sem exposi¢do solar. A composi¢do bromatoldgica dos
ingredientes utilizados na dieta é apresentada na Tabela 4.2. A &gua e a mistura mineral foram

fornecidas ad libitum durante o periodo experimental.

Tabela 4.2 - Composicao bromatolégica (g kg™ MS) dos ingredientes que compuseram a dieta
experimental utilizada no ensaio de metabolismo animal

Parametros Feno Tifton-85 Concentrado*
MS 852 896
MO 943 945
EE 14 29
PB 53 414
MM 55 55
FDN 819 362
FDA 513 207
Lignina 103 51
Hemicelulose** 305 156
Celulose** 413 176
EB (kcal g* MS) 4,28 4,66

MS = matéria seca (g kg™ matéria fresca); MO = matéria organica; EE = extrato etéreo; PB = proteina bruta;
MM = matéria mineral; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente &cido; EB = energia
bruta.

* Concentrado composto por 70% de farelo de soja e 30% de milho quebrado.

** Hemicelulose calculada pela diferenca entre FDN e FDA; Celulose calculada pela diferenca entre FDA e
LDA (SNIFFEN et al., 1992).

O EEF foi aplicado diretamente sobre o feno 24 horas antes do fornecimento da
refeicdo com dosagem de 0,04 mL g™ de matéria fresca (MF), diluido em agua destilada para
completar o volume aplicado de 0,15 mL g™ MF. O mesmo procedimento foi realizado com a
dieta dos animais controle, onde foi aplicado 0,15 mL de agua destilada g MF de feno.
A aplicacdo do EEF e da agua destilada ocorreu de forma manual, com auxilio de seringas de
5 mL, 10 mL e 20 mL para obtencdo dos volumes desejados de EEF e agua destilada,
colocados dentro de pulverizadores de bico spray e borrifados sobre o feno pesado dentro de
sacos pléasticos (40 x 60 x 0,10 cm) (Figura 4.1) com identificacdo individual de cada animal e
misturados manualmente até completa homogeneizacdo. O volume final de 0,15 mL g* MF
foi utilizado para que fosse possivel pulverizar o EEF sobre todo o feno presente dentro do
saco, além de aumentar a umidade para maior acdo das enzimas devido a necessidade de
umidade para as enzimas agirem.

Os ingredientes utilizados para formulagéo da dieta controle e dieta enzima e suas
respectivas composices bromatolédgicas 24 horas apos a adicdo de agua destilada e EEF séo

apresentados na Tabela 4.3.



94

Figura 4.1 — Pulverizadores utilizados para aplicacdo da dgua destilada e extrato de enzimas
fibroliticas e modo de aplicacdo dos mesmos sobre o feno de Tifton-85

Tabela 4.3 - Descri¢do dos ingredientes e composi¢cdo bromatoldgica das dietas experimentais
24 horas ap06s a adi¢do da dgua destilada e do extrato de enzimas fibroliticas

Dietas Experimentais

Ingredientes

Grupo Controle Grupo Enzima
Feno Tifton-85 (%) 70 70
Milho quebrado (%) 10 10
Farelo de soja (%) 20 20
EEF (mL g* MF) - 0,04
H,O (mL g™ MF) 0,15 0,11
Total (%) 100 100
Composicdo bromatolégica (g kg™ MS)
MS 927 929
MO 946 941
EE 15 16
PB 146 146
MM 54 58
FDN 665 659
FDA 439 435
Lignina 95 93
Hemicelulose* 237 243
Celulose* 344 341
EB (kcal g MS) 4,35 4,33

EEF = extrato de enzimas fibroliticas; MF = matéria fresca; H,O = agua destilada; MS = matéria seca a 105°C;
MO = matéria organica; EE = extrato etéreo; PB = proteina bruta; MM = matéria mineral; FDN = fibra em
detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido; EB = energia bruta.

* Hemicelulose calculada pela diferenca entre FDN e FDA,; Celulose calculada pela diferenca entre FDA e
lignina (SNIFFEN et al., 1992).
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4.2.5 Ensaio de metabolismo animal (digestibilidade aparente dos nutrientes)

Os animais foram alojados em gaiolas metabdlicas providas de comedouro,
bebedouro e cocho de sal mineral, providas de bandejas coletoras de fezes e urina. Os animais
(idade média de 126 + 7,8 dias e peso médio de 18,67 + 2,47 kg) foram mantidos por um
periodo de sete dias, sendo dois dias para adaptacdo dos animais as gaiolas e cinco dias de
colheita de amostras. No decorrer do ensaio de metabolismo animal a temperatura média
observada foi de 25,5 * 3,4°C (temperatura maxima média 28,3 £ 3,4°C; temperatura minima
média 22,7 £ 1,1°C).

A dieta foi fornecida a vontade em duas refeicBes diarias oferecidas as 8:30 horas e
as 16:30 horas, em proporc¢des iguais (50% manha e 50% tarde). O consumo foi ajustado para
garantir sobras de 10%. No decorrer dos cinco dias de colheita, foram amostrados diariamente
aliquotas do concentrado fornecido e foi preparado amostras de 25 gramas de feno oferecido
para o grupo controle (com adicdo de 3,75 mL de agua destilada) e 25 gramas de feno
oferecido para o grupo enzima (com adicdo de 1,0 mL de EEF + 2,75 mL de &gua destilada).
Todas as amostras foram armazenadas em freezer a -20°C para posterior avaliagdo
bromatoldgica das dietas experimentais.

As amostras de sobras de feno e das fezes de cada animal foram colhidas diariamente
(formagdo de um pool de sobras de feno e um pool de fezes de cada animal) antes do
fornecimento da primeira refeicdo diaria, pesadas em balanca eletronica (precisdo 5 gramas),
amostrados 10% e armazenadas em freezer a -20°C para posterior avaliacdo bromatoldgica.

A digestibilidade aparente de cada nutriente foi calculado de acordo com a equacao:

DA de X = (X consumido — X excretado) /X consumido * 100 (4)

DA = digestibilidade aparente (%); X = nutriente avaliado.

Ao final do periodo experimental, as amostras de ofertado, sobras e fezes foram
descongeladas (até temperatura ambiente), pesadas e secas em estufa de circulagéo forcada de
ar (MA 037 — Marconi, Piracicaba — SP, Brasil) a 55°C até peso constante. As amostras foram
moidas a 1 mm para obtencdo de amostras analiticas. Utilizou-se a metodologia da AOAC
(2011) para determinar a quantidade de matéria seca (MS), MO, matéria mineral, proteina
bruta (PB) e extrato etéreo (EE) e a metodologia de Van Soest, Robertson e Lewis (1991)
adaptado por Mertens (2002) para quantificacdo da FDN, FDA e lignina.
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A MS foi calculada apds secagem em estufa (Odontobrés 1.6, Brasil) a 105°C
por 24 horas; a MM apos queima em forno mufla (JUNG - Blumenau — SC, Brasil) a 550°C
por 5,5 horas; PB foi determinada pelo método micro-Kjeldahl com destilacéo a vapor (TE-
036/1, Tecnal, Piracicaba — SP, Brasil) utilizando 15 mL de hidroxido de sédio (NaOH 12N)
sendo nitrogénio volatilizado coletado pela solucdo de &cido borico 2% (H3BO3) e
quantificado por titulagdo com solugédo de acido sulfurico (H,SO,4 0,05N) apds multiplicagédo
pelo fator de conversdo 6,25. O EE foi determinado apos extracdo com éter de petroleo sob
aquecimento com auxilio de um extrator de gordura Soxhlet (TE-044-8/50 — Tecnal,
Piracicaba — SP, Brasil).

A FDN foi determinada ap06s lavagem das amostras em saquinhos de determinacéo
de fibra Ankom F57 (Ankom Techonology Corp., USA) a 90°C por uma hora com solucgéo
detergente neutro (SDN) (VAN SOEST; ROBERTSON; LEWIS, 1991) e adi¢ao de a-amilase
e sulfito de sédio em aparelho determinador de fibra (TE-149 - Tecnal, Piracicaba — SP,
Brasil) seguido de duas lavagens com agua destilada mais a-amilase a 90°C por cinco minutos
e posterior lavagem com acetona por cinco minutos. Os saquinhos foram colocados em estufa
a 105°C (Odontobras 1.6, Brasil) por quatro horas, retirados e colocados em dessecador para
esfriarem (temperatura ambiente), pesados em balanca analitica (AUY220 - Shimadzu,
Tokyo, Japdo) e colocados em cadinhos de porcelana e incinerados em forno mufla (JUNG,
Blumenau — SC, Brasil) a 530°C por 3,5 horas. A FDN foi calculada ap6s correcdo para
cinzas.

A FDA foi determinada ap06s lavagem das amostras em saquinhos de determinacdo
de fibra com solucédo detergente acido (SDA) a 90°C por uma hora seguido de quatro lavagens
com &gua destilada a 90°C por cinco minutos e posterior lavagem com acetona por cinco
minutos e colocados em estufa a 105°C por quatro horas. Apds esse tempo, 0s saquinhos
foram colocados em dessecador até voltarem a temperatura ambiente e pesados. A lignina foi
determinada utilizando os mesmos saquinhos de FDA, sendo que, ap0s a pesagem, 0S
saquinhos foram colocados em solucdo de &cido sulfarico 72% por trés horas seguido de
quatro lavagens com agua destilada a 90°C por cinco minutos, finalizando com lavagem com
acetona por mais cinco minutos. Os saquinhos foram colocados em estufa a 105°C por quatro
horas, pesados e colocados em cadinhos de porcelana e incinerados em forno mufla a 530°C

por 3,5 horas. A FDA e a lignina foram calculadas apds corregéo para cinzas.
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A energia bruta dos ingredientes da dieta e das dietas experimentais foi determinada
apos a combustdo das amostras em bomba calorimétrica (6200 - Parr Instrument Company,
Moline — IL, USA).

4.2.6 Colheita de urina

A colheita de urina foi realizada diariamente, antes do fornecimento da primeira
refeicdo diaria, em baldes plasticos contendo 100 mL de &cido sulfurico a 10% (H,SO4 10%)
para acidificar a urina e evitar a volatilizacdo da amonia, o volume total excretado foi
mensurado e uma aliquota de 10% foi amostrado para formacdo de um pool de urina por
animal e armazenados em freezer a -20°C para posterior anélise de nitrogénio amoniacal (N-

NH3), nitrogénio total e derivados de purina.

4.2.6.1 Balanco de nitrogénio

O célculo de balango de nitrogénio foi realizado ap0s a determinacdo da quantidade
de nitrogénio presente nas amostras de ofertado, nas fezes e na urina, quantificados pelo
método de micro-Kjeldahl utilizando destilador a vapor seguindo a metodologia da AOAC

(2011) e calculados pela seguinte equacéo:

N retido (g dia-l) =N ingerido — N excretado (5)

N retido = quantidade média de nitrogénio retido pelo animal; N ingerico = quantidade média
nitrogénio ingerido pelo animal; N excretado = quantidade média de nitrogénio excretado nas

fezes mais a quantidade média de nitrogénio excretado na urina.

4.2.6.2 Sintese de proteina microbiana por derivados de purina

Para estimar a sintese de proteina microbiana, utilizou-se a metodologia de Makkar e
Chen (2004) para quantificagdo dos derivados de purina na urina apds extragcdo seguindo
metodologia de Abdalla Filho et al. (2017).

Ao final do periodo experimental, as amostras compostas de urina de cada animal
foram descongeladas, homogeneizadas e uma aliquota de 10% foi amostrada para extracdo
dos derivados de purina, determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC —
High Performance Liquid Cromatography) com o uso de um cromatdgrafo Agilent 1100

equipado com coluna Zorbax ODS C18 (Particulas de 5 um) e detector de arranjo de
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fotodiodos (UV-Vis). Para separacdo dos derivados de purina, utilizou-se uma solucdo de
fosfato monobésico de amoénio (NH4;H,PO,4 0,0025 M) e solucdo de NH4H,PO, 0,0025 M
mais metanol na proporcao de 95:5 (v/v), mantendo a temperatura da coluna a 23°C.

SolugBes de alantoina, creatinina, acido drico, hipoxantina e xantina, com
concentragdes conhecidas (500 a 1500 uM), foram utilizadas para determinacdo da curva
analitica. Uma solucdo de oxipurinol foi utilizada como padrao interno com concentracdes de
500 a 1500 uM. Para quantificacdo dos derivados de purina, utilizaram-se 0os comprimentos
de onda de 225 nm para alantoina e creatinina, 267 nm para xantina, 284 nm para acido Urico
e 254 nm parahipoxantina e oxipurinol.

O nitrogénio microbiano (NM) absorvido no intestino delgado foi calculado de
acordo com Makkar e Chen (2004):

NM = (MDP x Teor de N purinas) / (N purina:N microbiano X digestibilidade das purinas
microbinanas x 1000) (6)

NM = nitrogénio microbiano absorvido no intestino delgado (g N dia™); MDP = metabdlitos

0,75 -1

derivados de purina absorvidos (mmol dia™ kg ); Teor de N pyrinas = 70 mg N mmol™; N

purina:N microbiano = 0,116; digestibilidade das purinas microbianas = 0,83.
O célculo do MDP foi realizado através da equacao:

MDP = (area do metabdlito x concentracdo de oxipurinol no padréo x FD) / ((FC x area do
oxipurinol no padrdo) x volume de urina (mL)) (7)

MDP = metabélito derivado de purina (uM L™); concentragdo de oxipurinol no padréo = 50;

FD = fator de diluicdo (2,5); FC = fator de correcdo dos metabolitos de purina.

Para o célculo do FC utilizou-se valores médios de injecdes de padrao:
FC = (&rea do metabolito no padrdo x concentracdo do oxipurinol no padréo) / (concentracéo
do metabolito no padrdo x area do oxipurinol no padrao) (8)
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4.2.7 Parametros de fermentacéo ruminal

Ao final do ultimo dia do ensaio de digestibilidade, foi realizado colheita de liquido
ruminal para determinacdo dos parametros fermentativos ruminais.

A colheita foi realizada quatro horas apds o fornecimento da refeicdo matinal com
auxilio de uma sonda esofagica de silicone conectada a uma seringa de 60 mL (Becton-
Dickson Indastria Cirdrgica, Curitiba — PR, Brasil) através de sucgdo. Foi colhido
aproximadamente 60 mL do liquido ruminal, armazenados em trés tubos de vidro destinados
para quantificacdo dos AGCC, N-NH; e protozoarios. Os tubos para determinacdo dos AGCC
e N-NHj; foram armazenados a -20°C até realizagdo das analises e 0s tubos para contagem de
protozoarios foram mantidos em temperatura ambiente apds a adicdo de 2 mL de liquido
ruminal em 4 mL de solucéo salina methylgreen formalina (M.F.S.).

Imediatamente apds a colheita, o material foi levado para o laboratério e foi
mensurado o pH com auxilio de um pHmetro digital (PG 2000 — Gehaka, Sdo Paulo — SP,
Brasil). A concentracdo dos AGCC foi guantificada de acordo com metodologia descrita por
Palmquist e Conrad (1971) com adaptacdes de Lima et al. (2018) utilizando cromatografo
gasoso apos determinacdo das curvas de calibracdo com concentracBes conhecidas de cada
AGCC. O N-NHj foi determinado pelo método micro-Kjeldahl com destilacdo a vapor
seguindo a metodologia de Preston (1995). A contagem de protozoarios foi realizada com
auxilio de um microscopio (Olympus CX31) com objetiva de 40x apds adi¢cdo de 10 uL do
conteddo de cada frasco em camaras de Neubauer seguindo metodologia de Dehority,
Damron e McLaren (1983).

4.2.8 Anélise estatistica

Os dados do ensaio de hidrolise foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
utilizando procedimento de modelos lineares mistos (MIXED) do software SAS v. 9.4
(Statistical Analysis System Inst., Cary - NC, USA) avaliando os efeitos fixos de dose e
tempo e sua interacdo (dose x tempo). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey com
5% de probabilidade. Os dados experimentais foram analisados de acordo com o modelo

estatistico abaixo:

Yijk =H+ D; + Tj + (D X T)Ij + €ijk (9)

Yijk = variavel dependente; p = média geral; D = efeito fixo de dose; T = efeito fixo de tempo;

D x T = efeito fixo da interacdo entre dose e tempo; e = erro experimental.
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Para avaliacdo das respostas in vivo, os dados foram submetidos a ANOVA
utilizando procedimento MIXED do software SAS v. 9.4 (Statistical Analysis System Inst.,
Cary - NC, USA). As médias foram comparadas pelo teste t com 5% de significancia. Os

dados obtidos foram analisados de acordo com o modelo estatistico abaixo:

Yij = variavel dependente; p = média geral; T = efeito fixo de tratamento; S = efeito fixo de

sexo; T x S = efeito de interagao entre tratamento e sexo; e = erro experimental.

4.3 Resultados
4.3.1 Ensaio de hidrolise da fibra

Nas Tabelas 4.4 e 4.5 sdo apresentados os efeitos de dose e tempo sobre a hidrolise
da fracdo fibrosa do substrato feno de Tifton-85. Verificou-se maior reducdo (P < 0,05) da
hemicelulose com a dose de 20 uL g™ sobre a reducéo da fracdo hemicelulose; nas demais
fracdes ndo foram observados efeito das doses utilizadas. Contudo, foi observado tendéncia
(P = 0,06) em aumentar a hidrélise da celulose com a dose de 40 uL g™.

Com relacdo ao tempo de incubacdo, foi observado que a partir de 24 horas a
reducdo nas fracdes FDN e hemicelulose foram significativamente maiores quando
comparado com o tempo 0. Nao foi observado efeito (P > 0,05) de interagdo entre dose e

tempo.

Tabela 4.4 — Valores médios dos parametros fibra em detergente neutro, fibra em detergente
acido, hemicelulose e celulose com diferentes doses do extrato de enzimas fibroliticas

Dose (UL g?) FDN FDA HEM CEL

0 0,677 0,415 0,262 0,328
20 0,670 0,418 0,252° 0,328
40 0,660 0,407 0,253 0,322
80 0,679 0,424 0,256 0,330
E.P.M. 0,01 0,01 0,01 0,01

Valor de P 0,3869 0,5608 0,0381 0,0650

FDN = fibra em detergente neutro (g); FDA = fibra em detergente &cido (g); HEM = hemicelulose (g); CEL =
celulose (g); E.P.M. = erro padréo da média.
Meédias seguidas de letras sobrescritas diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Tabela 4.5 — Valores médios dos parametros fibra em detergente neutro, fibra em detergente
acido, hemicelulose e celulose em diferentes tempos de incubacdo com extrato de enzimas
fibroliticas

Tempo (h) FDN FDA HEM CEL
0 0,735% 0,4507 0,286° 0,357
12 0,703% 0,420° 0,283% 0,344°
24 0,666" 0,423% 0,242° 0,323°
36 0,665" 0,432% 0,232° 0,318°
48 0,589° 0,355° 0,234° 0,292°
E.P.M. 0,01 0,01 0,004 0,003
Valor de P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

FDN = fibra em detergente neutro (g); FDA = fibra em detergente acido (g); HEM = hemicelulose (g); CEL =
celulose (g); E.P.M. = erro padrdo da média.
Médias seguidas de letras sobrescritas diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

4.3.2 Ensaio metabolismo animal

A composicdo bromatolégica dos fenos oferecidos para os animais do grupo CTL e
ENZ 24 horas apds aplicacdo da agua destilada e do EEF s&o apresentadas na Tabela 4.6. A
aplicacdo da agua destilada e do EEF ndo proporcionaram alteracbes (P > 0,05) na

composicao bromatologica dos fenos ofertados 24 horas apds a aplicacéo.

Tabela 4.6 — Composicdo bromatoldgica dos fenos 24 horas ap6s aplicacdo de agua destilada
e extrato de enzimas fibroliticas

A Tratamentos
Parametros CTL ENZ E.P.M. Valor de P
MS (g kg ™) 738 741 13,21 0,8470
MO (g kg™) 944 946 2,91 0,6283
FDN (g kg™) 811 810 8,15 0,8851
FDA (g kg™) 502 510 8,84 0,4150
Lignina (g kg™) 107 109 4,57 0,6742
PB (g kg™ 56 56 3,00 0,9520

MS = matéria seca; MO = matéria organica; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente
acido; PB = proteina bruta; HEM = hemicelulose; CEL = celulose; CTL = grupo controle; ENZ = grupo enzima;
E.P.M. = erro padrdo da média.

Médias comparadas pelo teste t a 5% de significancia.

As médias do consumo diario (g dia®) e digestibilidade aparente dos nutrientes
ingeridos (%) sdo apresentados na Tabela 4.7. A suplementacdo com o EEF néo alterou (P >
0,05) o consumo dos nutrientes ingeridos nos animais experimentais. A digestibilidade dos
nutrientes MS, MO, FDN e PB nédo foram afetados (P > 0,05) pela suplementacdo com o EEF,
no entanto ocorreu um aumento (P < 0,01) na digestibilidade da FDA nos animais que
receberam dieta com EEF. Ademais, os animais suplementados com o EEF apresentaram

tendéncia de maior consumo (P = 0,05) de agua quando comparado com os animais controle.
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O sexo dos animais néo influenciou (P > 0,05) o consumo dos nutrientes, contudo os
animais machos apresentaram maior digestibilidade da FDA (P < 0,05) quando comparado
com as fémeas (64,4 vs 62,4 %, respectivamente). Nao foram observados efeito (P > 0,05) de

interagéo entre tratamento e sexo.

Tabela 4.7 — Consumo médio diario e digestibilidade aparente dos nutrientes de ovinos
suplementados ou ndo com extrato de enzimas fibroliticas exdgenas

R Tratamentos Valor de P
Parametros CTL ENZ EPM. Sexo  TxS
Consumo (g dia™)

MS 545,1 578,2 61,03 0,4426 0,0977 0,6573
MO 514,4 545,4 57,58 0,4414 0,0977 0,6566
FDN 335,1 3555 39,87 0,4668 0,1219 0,7811
FDA 371,4 401,8 40,30 0,2922 0,0817 0,5359
PB 114,5 122,7 11,78 0,3252 0,0641 0,3774
H,O (mL dia'l) 1213 1437 0,16 0,0543 0,1330 0,2094
Digestibilidade (%)

MS 48,4 49,7 1,58 0,2284 0,1131 0,3689
MO 49,9 51,3 1,61 0,2332 0,1257 0,3426
FDN 35,1 37,1 2,67 0,2925 0,1108 0,2086
FDA 62,3b 64,5° 1,00 0,0059 0,0104 0,4342
PB 73,5 74,0 1,02 0,4556 0,0938 0,2474

MS = matéria seca; MO = matéria organica; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente
acido; PB = proteina bruta; CTL = grupo controle; ENZ = grupo enzima; E.P.M. = erro padrdo da média; Trat. =
efeito fixo de tratamento; Sexo = efeito fixo de sexo; T x S = efeito de interacdo entre tratamento e sexo.

Médias seguidas de letras sobrescritas diferentes na linha diferem pelo teste de t a 5% de significancia.

4.3.3 Balanco de nitrogénio

O consumo de nitrogénio, a quantidade de nitrogénio excretado nas fezes e na urina e
a quantidade de nitrogénio retido (Tabela 4.8) ndo foram alterados (P > 0,05) pela
suplementacdo do EEF. Os animais machos apresentaram maior (P < 0,05) quantidade de
nitrogénio retido comparado com as fémeas (10,7 vs 8,5 g dia™, respectivamente), entretanto,
néo foi observado (P > 0,05) efeito de interacdo entre tratamento e sexo.

Tabela 4.8 — Balango de nitrogénio de ovinos suplementados ou ndo com extrato de enzimas
fibroliticas exdgenas

Tratamentos Valor de P
Balango N CTL ENZ EPM =t Sexo  Txs
N consumido (g dia™) 18,3 19,6 1,89 0,3252  0,0641 0,3778
N excretado (9 dia™) 8,9 9,9 1,09 0,3237  0,7545 0,3378
N retico (g dia™) 95 9,8 1,23 0,7321  0,0168 0,8320

CTL = grupo controle; ENZ = grupo enzima; E.P.M. = erro padrdo da média; Trat. = efeito fixo de tratamento;
Sexo = efeito fixo de sexo; T x S = efeito de interacéo entre tratamento e sexo.
Médias comparadas pelo teste t a 5% de significancia.
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4.3.4 Sintese de proteina microbiana por derivados de purina
Os resultados dos derivados de purinas excretados na urina (mmol dia™ e

umol dia- kg% "

) e a estimativa de nitrogénio microbiano absorvido ndo foram influenciados
pela adicdo do EEF, como demonstrado na Tabela 4.9. N&o foi observado efeito de sexo

(P > 0,05) e efeito de interagéo entre tratamento e sexo sobre os parametros analisados.

Tabela 4.9 — Sintese de proteina microbiana por derivados de purinas de ovinos
suplementados ou ndo com extrato de enzimas fibroliticas exdgenas

Tratamentos Valor de P
Balango N CTL ENZ EPM ot Sexo  Txs
DP (mmol dia™) 30,04 33,48 8,58 0,5678 0,8393 0,2029
DP (umol dia™ kg™®'®) 3402,05 3647,43 637,67 0,6823 0,4995 0,1726
NM apsorvido (g N dia™) 3,53 3,59 0,14 0,5719 0,2179 0,6066

DP = derivados de purina excretados na urina; NM = nitrogénio microbiano; CTL = grupo controle; ENZ =
grupo enzima; E.P.M. = erro padrdo da média; Trat. = efeito fixo de tratamento; Sexo = efeito fixo de sexo; T x
S = efeito de interacéo entre tratamento e sexo.

Médias comparadas pelo teste t a 5% de significancia.

4.3.5 Parametros de fermentacéo ruminal

Os resultados dos parametros de fermentagdo ruminal sdo apresentados na Tabela
4.10. A adicdo do EEF néo alterou (P > 0,05) a producédo de acetato (C2), propionato (C3),
butirato (C4), isobutirato, isovalerato, relacdo acetato:propionato (C2:C3) e a producéo total
de AGCC. Entretanto, maior producdo de valerato (P < 0,05) foi observada nos animais
suplementados com o EEF. Foi verificado efeito de sexo (P < 0,001) sobre a producéo de
isobutirato, com maior producdo desse 4cido graxo nas fémeas (0,61 vs 0,78 mmol L™,
respectivamente para macho e fémea).

Além disso, efeito de interacdo entre tratamento e sexo foi observado sobre os
parametros isobutirato e isovalerato. Foi observado que o0s animais machos do grupo ENZ
apresentaram maiores concentragbes (P < 0,05) de isobutirato e isovalerato quando
comparado com os animais machos do grupo CTL (0,68 vs 0,53 mmol L™ isobutirato; 1,81 vs
1,35 mmol L isovalerato, respectivamente para ENZ e CTL).

Para os parametros pH, N-NHj3 e protozoarios, ndo foi verificado efeito (P > 0,05) de

tratamento, sexo e interagéo tratamento e sexo com a adi¢éo do EEF.
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Tabela 4.10 — Parametros de fermentacdo ruminal de ovinos suplementados ou ndo com
extrato de enzimas fibroliticas exdgenas

" Tratamentos Valor de P
Parametros CTL ENZ EPM. 4t Sexo  TxsS
AGCC totais (mmol L™) 80,98 84,23 2,43 0,1798 0,4567 0,1767
C2 (mmol L™ 56,65 59,28 2,01 0,1886 0,7240 0,5634
C3 (mmol L™) 13,98 14,41 0,72 0,5365 0,1045 0,8703
C4 (mmol L™) 7,37 7,17 0,86 0,8070 0,8815 0,0716
Isobutirato (mmol L) 0,71 0,67 0,05 0,3074 0,0006 0,0146
Isovalerato (mmol L) 1,56 1,76 0,09 0,0590 0,1381 0,0167
Valerato (mmol L™) 0,70° 0,85° 0,53 0,0047 0,0552 0,3666
C2:C3 4,10 4,19 0,27 0,7328 0,2389 0,7182
pH 6,79 6,65 0,13 0,2853 0,5331 0,0578
N-NH; (mg dL™) 33,07 30,60 2,21 0,2444  0,1073 0,4884
Protozoéarios (x10° mL™) 8,03 10,14 2,32 0,3395 0,0602 0,4019

AGCC = 4cidos graxos de cadeia curta (somatdria de todos os acidos graxos demonstrados); C2 = acetato; C3 =
propionato; C4 = butirato; C2:C3 = relacdo acetato propionato; CTL = grupo controle; ENZ = grupo enzima;
E.P.M. = erro padrdo da média; Trat. = efeito fixo de tratamento; Sexo = efeito fixo de sexo; T x S = efeito de
interacdo entre tratamento e sexo.

Médias com letras sobrescritas diferentes na linha diferem pelo teste t a 5% de significancia.

4.4 Discussao

O ensaio de hidrdlise da fibra foi realizado para determinar qual das doses utilizadas
seria mais eficiente em reduzir a fracéo fibrosa do substrato feno de Tifton-85 mimetizando as
condicBes ruminais (temperatura e pH controlados). Apesar da dose de 20 pL g™ ter
apresentado melhor resposta sobre a hidrélise da hemicelulose, foi selecionada a dose
de 40 pL g™ para ser utilizada no ensaio in vivo, pois além dessa dose ndo diferir
estatisticamente da dose de 20 uL g™ sobre a reducdo da hemicelulose, esta apresentou um
potencial superior sobre a redugdo da FDN e FDA em comparacdo com as demais, apesar de
n&o significativo.

Ademais, o ensaio de hidrdlise demonstrou que quanto maior o tempo de incubagao
maior reducdo sobre a fracdo fibrosa. Assim, a aplicacdo do EEF foi realizada 24 horas antes
do fornecimento de cada refeicdo para prolongar o tempo de permanéncia das enzimas com 0
substrato e aumentar as chances das enzimas agirem em nivel ruminal decorrente de sua
complexacdo com o substrato (complexo enzima-substrato), reduzindo as chances das
enzimas serem hidrolisadas e/ou escaparem rapidamente do ambiente ruminal, o que
diminuiria seu efeito (BEAUCHEMIN et al., 2003; HE et al., 2015).

Apds analise bromatologica dos fenos pré tratados com agua destilada e EEF
24 horas antes do fornecimento da refeicdo, nenhum efeito do EEF (efeito pré ingestivo) foi
observado sobre a fracdo fibrosa. Romero et al. (2015) testaram o efeito de 12 enzimas

fibroliticas sobre a hidrolise do substrato Tifton-85. Os resultados sobre a hidrolise pré
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ingestiva 24 horas ap0s adicdo das enzimas foram bem variados e dependeram da enzima
utilizada, contudo os autores concluiram que diversas enzimas podem hidrolisar a fracdo
fibrosa desse substrato, alem de verificarem maior efetividade das enzimas em hidrolisar a
hemicelulose do que a FDA.

Giraldo et al. (2007) verificaram reducdo nas fracbes FDN, FDA e hemicelulose do
feno de alfafa pré tratados por 24 horas com celulases de diferentes fungos, concluindo que o
pré tratamento por 24 horas proporcionou uma alteracdo na fracdo fibrosa do substrato
utilizado. De modo semelhante, Diaz et al. (2015) testaram o efeito da adicao de trés enzimas
fibroliticas (celulase, xilanase e celulase + Xxilanase) sobre a composi¢do bromatoldgica de
diferentes forrageiras tropicais ap6s periodo de pré tratamento por 24 horas. Os pesquisadores
verificaram reducdo nas fracbes FDN, FDA e hemicelulose em alguns substratos utilizados
apenas com a adicdo da enzima celulase, ndo observando nenhum efeito com a adicdo apenas
de xilanases, demonstrando que as caracteristicas das forragens determinam os efeitos das
enzimas sobre a composicdo da parede celular vegetal em questao.

Muitas vezes, o pré tratamento com enzimas fibroliticas podem causar alterac6es
sobre os constituintes da parede celular vegetal, através da remocdo de alguns constituintes
estruturais (SONG et al., 2018) ou mesmo pela alteragdo ou enfraquecimento da estrutura da
parede celular (DIAZ et al., 2015), contudo, essas alteracdes podem néo ser retratadas em
reducdes nas fracdes fibrosas (DIAZ et al., 2015).

A adicdo de enzimas fibroliticas exdgenas parece ndo afetar o consumo dos
nutrientes da dieta como observado nesse estudo e em diversos estudos encontrados na
literatura (ARRIOLA et al., 2011; SALEM et al., 2013; WANG; XUE, 2016; ARRIOLA et
al., 2017; YUANGKLANG et al., 2017; SONG et al., 2018). Entretanto, outros estudos
verificaram aumento no consumo de matéria seca (CMS) em ovinos suplementados com
enzimas fibroliticas exdgenas (VALDES et al., 2015; VALLEJO et al., 2016) e vacas leiteiras
(GADO et al., 2009). Tirado-Gonzalez et al. (2018) publicaram uma meta-analise avaliando a
adicdo de enzimas fibroliticas exdgenas na dieta de vacas em lactacdo, bovinos de corte e
ovinos recebendo dietas com baixo volumoso (<50% volumoso da dieta) e alto volumoso
(>50% volumoso na dieta). Os resultados observados sobre 0 CMS foram dependentes do tipo
de animal e do tipo da dieta.

Segundo Yuangklang et al. (2017), especula-se que o CMS pode ser dependente do
tipo de volumoso utilizado assim como da eficacia das enzimas fibroliticas em influenciar a
taxa de desaparecimento das particulas alimentares de cada volumoso no rimen. Além disso,

muitas vezes 0 CMS pode variar dependendo da dose utilizada, como demonstrado por
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Vallejo et al. (2016), que utilizaram trés doses de um produto enzimatico comercial na dieta
de ovinos e verificaram que a dose mais baixa e a dose intermediaria aumentaram o CMS dos
animais, no entanto, a dose mais alta proporcionou uma reducdo no CMS quando comparado
com 0s animais controle.

Uma das hipdteses sustentadas pelos pesquisadores é que o pré tratamento com
enzimas fibroliticas (hidrdlise pré ingestiva) possa levar ao aumento no CMS decorrente do
aumento na hidrélise da fibra pelas enzimas, e dessa forma, reduzir o enchimento do trato
gastrintestinal e estimulando o consumo (ROMERO et al., 2015). No presente estudo, apesar
do consumo de nutrientes dos animais suplementados com o EEF n&o diferir dos animais
controle, numericamente o consumo desses animais foi maior. Nesse sentido, o pré tratamento
com o EEF por um periodo maior de tempo talvez resultasse em aumento na hidrdlise pré
ingestiva e, consequentemente, aumento no CMS pelos animais suplementados.

De acordo com pesquisas, a adigdo de enzimas fibroliticas na dieta de ruminantes
proporciona um aumento na digestibilidade aparente da MS, MO, FDN e FDA (ARRIOLA et
al., 2011; ARRIOLA et al., 2017; YUANGKLANG et al., 2017; SONG et al., 2018). No
presente estudo, verificou-se apenas aumento na digestibilidade da FDA nos animais
suplementados com o EEF. Dessa forma, especula-se que a adicdo do EEF possa ter
aumentado a quebra das ligacdes da hemicelulose com a celulose, facilitando o acesso e a
colonizacdo dos microrganismos ruminais e acdo de suas enzimas endogenas sobre a fracao
FDA, além de estimular o crescimento de bactérias com atividade celulolitica.

Acdes sinérgicas entre as enzimas fibroliticas exdgenas e enzimas enddgenas foram
descritas como possivel mecanismo de acdo (MEALE et al., 2014). Através da agdo sinérgica
entre ambas as enzimas, poderd ocorrer um aumento na atividade hidrolitica ruminal
(BEAUCHEMIN et al., 2004; ELGHANDOUR et al., 2016), além de facilitar a aderéncia dos
microrganismos ao substrato e estimular a coloniza¢do dos mesmos (BEAUCHEMIN et al.,
2004; RIBEIRO et al., 2015). Wang et al. (2012) relataram que a adicdo de enzimas
fibroliticas exdgenas possuem potencial de aumentar a digestibilidade da fragdo fibrosa pelos
microrganismos celuloliticos ruminais, além de demonstrarem que a pré incubagdo do
substrato com as enzimas aumentou a colonizagdo por Ruminococcus flavefaciens.

O tratamento do feno com o EEF por um maior periodo de tempo poderia aumentar a
acdo hidrolitica das enzimas presentes no EEF e, dessa forma, aumentar a digestibilidade
aparente dos demais nutrientes, visto que os animais suplementados com o EEF apresentaram
um aumento de 1 a 2% na digestibilidade aparente da MS, MO e FDN quando comparado

com os animais controle. Aboagye et al. (2015) relataram aumento na digestibilidade da FDN
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e hemicelulose do feno de alfafa tratado com enzimas fibroliticas exdgenas e armazenados por
90 dias até serem fornecidos para ovinos. Os pesquisadores testaram um segundo tratamento
adicionando a mesma mistura enzimatica momentos antes do fornecimento da refei¢éo, porém
observaram efeito apenas na digestibilidade da MS e MO quando comparado com 0s animais
controle e os animais alimentados com o feno tratado com as enzimas e armazenados
por 90 dias. Esses pesquisadores sugeriram que haveria a necessidade de um longo periodo de
interacdo entre as enzimas e o substrato para que se pudesse observar efeitos aparentes sobre a
digestibilidade da FDN, como demonstrado pelos animais alimentados com o feno adicionado
com enzimas fibroliticas e armazenados por 90 dias.

O consumo de agua foi medido nesse estudo para verificar se poderia ocorrer uma
reducdo na ingestdo de agua pelos animais suplementados com o EEF decorrente do aumento
no catabolismo de carboidratos (ENSMINGER; OLDFIELD; HEINEMANN, 1990),
principalmente oriundo dos carboidratos fibrosos e, dessa forma, aumentando a quantidade de
agua metabolica produzida. No entanto, observou-se um aumento potencial no consumo de
agua pelos animais suplementados com o EEF. De acordo com Nagvi et al. (2017), fatores
como o tipo da dieta, idade do animal, temperatura ambiental e qualidade da agua podem
afetar o consumo de 4gua pelo animal. Contudo, os animais de ambos os tratamentos
apresentavam a mesma idade, mesma raga, receberam o mesmo manejo e permaneceram no
mesmo ambiente, dessa forma, 0 aumento no consumo de agua possa estar relacionado com a
maior necessidade de agua exigida para o metabolismo dos animais ou devido a algum
composto presente no EEF que proporcionou um estimulo no consumo de agua.

E importante destacar que o volume médio de urina excretado pelos animais
suplementados com o EEF também foi maior (1089 vs 1607 mL — P = 0,07, respectivamente
para CTL e ENZ), contudo, a quantidade de umidade presente nas fezes permaneceu
inalterada (42,1 vs 42,9%, respectivamente para CTL e ENZ). Nesse sentido, podemos
observar que a excre¢do de urina pelos animais do grupo ENZ (1607 mL) foi superior a
quantidade de dgua consumida (1437 mL), podendo sugerir maior catabolismo dos nutrientes
e maior producdo de agua metabdlica, uma vez que a quantidade de umidade presente na dieta
e as condigOes experimentais (temperatura e umidade) foram as mesmas para ambos o0s
tratamentos e presumindo que a quantidade de agua perdida pelos processos de respiracéo e
transpiracdo fossem iguais para ambos 0s animais experimentais, apesar de ndo mensurados.

Como jé relatado, o consumo e o balan¢o de nitrogénio nao foram influenciados pela

adicdo do EEF corroborando com os resultados encontrados por Wang e Xue (2016).



108

Valdes et al. (2015) observaram aumento no consumo e balango de nitrogénio de ovinos
suplementados com mistura enzimatica comercial, indicando melhor utilizacdo dos nutrientes
e, consequentemente, menor excrecdo de nitrogénio no ambiente. Além de que, pesquisas
indicam que a adicdo de enzimas fibroliticas pode aumentar o numero total de
microrganismos ruminais pelo estimulo na sintese de proteina microbiana devido ao aumento
da digestibilidade da fibra, dessa forma, aumentando a quantidade de proteina microbiana a
ser utilizada pelo organismo animal (GADO et al., 2009; SALEM et al., 2013; VALDES et
al., 2015). Apesar do aumento da digestibilidade da FDA, a sintese de proteina microbiana
ndo foi influenciada pela adicdo do EEF, sugerindo que possa ter ocorrido estimulo no
crescimento de bactérias celuloliticas, contudo, sem afetar a populacdo total de
microrganismos ruminais, como observado por Chung et al. (2012), que verificaram que a
adicdo de enzimas fibroliticas ndo proporcionou aumento na densidade populacional de
bactérias e protozoarios totais, mas ocorreu aumento na densidade populacional de alguns
espécies de bactérias.

A contagem total de protozoarios ndo foi influenciada pala adicdo do EEF,
concordando com resultados encontrados na literatura (CHUNG et al., 2012;
YUANGKLANG et al., 2017; VALLEJO-HERNANDEZ et al., 2018).

A adicdo do EEF nédo afetou o pH ruminal nem a producdo de AGCC e N-NHs,
estando de acordo com resultados verificados por Chung et al. (2012) e He et al. (2015) que
também ndo observaram resultados sobre os parametros fermentativos ap6s a adicdo de
enzimas fibroliticas. Contudo, diversos estudos relataram incrementos nos parametros
fermentativos sem alteracdo do pH ruminal (SALEM et al., 2013; YUANGKLANG et al.,
2017; SONG et al., 2018). Yuangklang et al. (2017) atribuiram o aumento nas concentracdes
dos AGCC apds adicdo de enzimas fibroliticas na dieta de cabritos ao aumento na
digestibilidade da FDN e FDA. Dessa forma, como ocorreu um aumento numérico na
producdo total de AGCC e acetato no nosso estudo, caso tivesse ocorrido aumento na
digestibilidade da FDN, e ndo somente da FDA, diferencas significativas poderiam ter sido
observadas sobre os pardmetros fermentativos com a adi¢édo do EEF.

Pequena reducdo na concentragdo de N-NH3; foi observada nos animais
suplementados com o EEF. Song et al. (2018) observaram reducdo significativa na
concentracdo de N-NHj; apos adicdo de enzimas fibroliticas, relatando que essa reducao
poderia ser devido ao aumento na digestibilidade das fragbes FDN e FDA, proporcionando
um aumento na sintese de proteina microbiana. No entanto, estudos relataram que o0 uso de

enzimas fibroliticas exdgenas sdo capazes de aumentar a concentracdo de N-NH3; ruminal
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decorrente do aumento da atividade proteolitica por proteases que possam estar presentes nas
misturas enzimaticas (GADO et al., 2009; SALEM et al., 2013).

A maior producdo de valerato nos animais suplementados com o EEF pode estar
relacionada com a maior eficiéncia alimentar, como demonstrado por Guan et al. (2008), que
verificaram que bovinos com maior eficiéncia alimentar, pardmetro mensurado através do
consumo alimentar residual, produziam maiores quantidades de valerato quanto comparado
com animais menos eficientes. Além disso, esses pesquisadores também observaram uma
maior concentracdo de AGCC totais e de C2 (apesar de ndo significativo) nos animais com
melhor eficiéncia alimentar, como observado no presente estudo, onde os animais
suplementados com o EEF apresentaram valores numericamente maiores de AGCC totais e de
C2 produzidos, podendo indicar uma melhor eficiéncia alimentar dos animais suplementados
com o EEF.

O aumento na producdo de valerato nos animais de ambos 0s sexos e isobutirato e
isovalerato nos animais machos do grupo ENZ, pode propiciar o crescimento de bactérias
fermentadoras de carboidratos fibrosos, uma vez que essas bactérias utilizam apenas a aménia
para sintetizar seus aminoacidos e necessitam de esqueletos de carbono provenientes dos
acidos graxos de cadeia ramificada para que ocorra a incorporacdo da molécula de amonia
(SANTOS, 2006; KOZLOSKI, 2016). Nesse sentido, a maior digestibilidade da FDA poderia
ser oriunda do aumento na populacdo de bactérias celuloliticas decorrente do aumento de

substratos (valerato, isovalerato e isobutirato) necessarios para seu crescimento.

4.5 Concluséo

Conclui-se que o EEF pode ser utilizado para incrementar a digestibilidade da FDA
de forrageiras com baixa qualidade nutricional podendo ser uma estratégia para aumentar a
produtividade animal, principalmente em regides tropicais, onde as forrageiras apresentam
alta sazonalidade e elevada proporcéo de parede celular.

Novos estudos devem ser conduzidos para padronizagdo dos métodos de aplicacdo
do EEF sobre as forrageiras e para determinar o tempo de pré ingestdo necessario para obter
reducdo nas fracGes fibrosas ap0ds a aplicacdo do EEF. Assim, melhores resultados poderdo ser

observados sobre a digestibilidade dos nutrientes.
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5. EFEITOS DA ADICAO DE ENZIMAS FIBROLITICAS EXOGENAS SOBRE O
DESEMPENHO ANIMAL E PRODUCAO DE METANO ENTERICO DE OVINOS
EM CRESCIMENTO

Resumo

O aumento da populacdo mundial traz consigo a preocupacdo com a seguranca alimentar.
Nesse contexto, 0 aumento na produtividade pecuéria torna-se necessario para poder atender a
demanda de proteina animal. Nos ultimos anos a atividade pecuaria vem sofrendo pressao
decorrente dos impactos ambientais causados, principalmente pela grande contribuigdo nas
emissdes de metano (CH,) entérico emitido pelos animais ruminantes, contribuindo com o
aquecimento global. Dessa forma, hé a necessidade de aliar o aumento na produtividade com
as reducdes dos impactos ambientais causados pela producdo de ruminantes. Enzimas
fibroliticas exdgenas passaram a ser utilizadas na nutri¢do de ruminantes para incremento na
produtividade e como uma possivel estratégia de mitigacdo de CH,4 entérico por unidade de
proteina animal produzida. Contudo, poucos estudos in vivo foram realizados para sustentar
essa hipdtese em condigdes tropicais. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da adicdo de
uma mistura enzimatica na dieta de ovinos sobre os parametros produtivos e de salde, assim
como a producdo de CH, entérico. Foram utilizados 19 ovinos em crescimento distribuidos
em dois grupos, controle (CTL) e enzima (ENZ). Os animais foram alimentados com feno de
Tifton-85 e mistura concentrada numa proporcdo de 70:30 (volumoso:concentrado)
por 73 dias. Foi utilizado um extrato de enzimas fibroliticas (EEF) aplicado manualmente
sobre o feno 24 horas antes do fornecimento da dieta. Ndo foram observadas diferencas
(P > 0,05) sobre o consumo diério de matéria seca, consumo de agua, ganho médio diério de
peso (GMDP) e conversdao alimentar. Contudo, os animais suplementados com o EEF
apresentaram maior percentual médio de ganho de peso. Os pardmetros sanguineos
demonstraram que o EEF ndo apresentou efeitos nocivos a saude dos animais. Os animais
suplementados com o EEF apresentaram menor producédo (P < 0,05) de CH, entérico por kg
de matéria seca ingerida e potencial de reducdo (P = 0,09) de CH,4 por kg de GMDP. Conclui-
se que o EEF pode ser utilizado na dieta de ruminantes sem efeitos nocivos a salde dos
animais além de ser uma estratégia para incremento na produtividade pecuaria e reducdo nas
emissdes de CH, entérico, podendo promover maior sustentabilidade a cadeia de producao de
ruminantes.

Palavras-chave: Enzimas fibroliticas. Percentual de ganho de peso. Mitigacdo de metano.
Sustentabilidade.
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5. Effects of exogenous fibrolytic enzymes addition on animal performance and enteric
methane production in growing sheep

Abstract

The increase in world population brings with it concern for food security. In this context, the
increase in livestock production becomes necessary to meet the demand for animal protein. In
recent years’ livestock production has been under pressure due to the environmental impacts,
mainly due to the great contribution of enteric methane (CH,) emissions from ruminant
animals, contributing to the global warming. Thus, there is a need to combine productivity
gains with reductions in environmental impacts caused by ruminant production. Exogenous
fibrolytic enzymes have been used in ruminant nutrition to increase productivity and as a
possible strategy to mitigate enteric CH, per unit of animal protein produced. However, few
in vivo studies have been conducted to support this hypothesis. The aim of this study was to
evaluate the effect of the addition of an enzymatic mixture in the diet of sheep on health and
performance parameters and enteric CH, production. It was used 19 growing sheep divided in
two groups, control (CTL) and enzyme (ENZ). The animals were fed with 70% of Tifton-85
hay and 30% of concentrate mixture for 73 days. The fibrolytic enzyme extract (FEE) was
manually applied 24 hours before each meal supply. No differences (P > 0,05) were observed
on daily dry matter intake, water consumption, average daily gain (ADG), and feed
conversion ratio. However, animal supplemented with FEE showed a higher average
percentage of weight gain. Blood parameters showed that FEE did not have harmful effects on
animal health. Animals supplemented with FEE showed lower (P < 0,05) enteric CH,4
production per kg of dry matter intake and potential reduction (P = 0,09) of CH, per kg of
ADG. It can be concluded that the FEE can be used in the diet of ruminants without harmful
effects to the animal’s health besides being a strategy to increase the livestock production and
reduce enteric CH4; emissions, which may promote greater sustainability of ruminant
production system.

Keywords: Fibrolytic enzymes. Percentage of weight gain. Methane mitigation.

Sustainability.
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5.1 Introducao

A criacdo de ruminantes apresenta papel importante no fornecimento de carne e leite
em todo mundo, além de ser considerada fonte de subsisténcia para as popula¢des mais pobres
(EISLER et al., 2014). A principal fonte de nutrientes desses animais sdo as forrageiras,
demonstrando sua vantagem em converter alimentos fibrosos em proteinas de alta qualidade
nutricional (WILKINSON; LEE, 2018) sem utilizar ingredientes da nutricdo humana
(VAN SOEST, 1994), tornando uma atividade que podera ajudar a solucionar os problemas
de seguranca alimentar decorrente do aumento da populacdo mundial (MCAULIFFE et al.,
2018).

No entanto, os animais ruminantes contribuem com grande parte das fontes
antropogénicas dos gases de efeito estufa (GEE) (GERBER et al., 2013; HAMMOND et al.,
2016) sendo representado principalmente pelo metano (CH,) entérico (CERRI et al., 2016;
HERNANDEZ et al., 2017). Além de contribuir com os impactos ambientais, o CH,4 entérico
representa uma perda energética (carbono) para o animal, reduzindo a eficiéncia produtiva da
cadeia de producdo de ruminantes (GERBER et al., 2013). Dessa forma, a menor emissao de
CH, entérico pode proporcionar um aumento na eficiéncia alimentar (BEAUCHEMIN et al.,
2008; QIAO; TAN; WANG, 2014) além de reduzir as emissGes geradas pela producédo
pecuaria.

Nesse contexto, a utilizacdo de aditivos enzimaticos passou a ser pesquisados pela
comunidade cientifica como uma possivel estratégia para incremento na produtividade e
mitigacdo de CH, entérico (ARRIOLA et al., 2011; CHUNG et al., 2012; WANG; XUE,
2016; KHOLIF et al., 2017; VALLEJO-HERNANDEZ et al., 2018). Nenhum efeito direto é
atribuido a adicdo das enzimas fibroliticas exdgenas na reducdo do CH,4, sendo alguns
resultados atribuidos a melhora na digestibilidade dos nutrientes e aumento na produtividade
animal, mas as respostas séo inconsistentes e ndo compreendidas (HRISTOV et al., 2013).

Diversos estudos in vitro concluiram que a adi¢do de enzimas fibroliticas exdgenas
consiste em um método eficiente de reduzir as emissdes de CH, na cadeia de producdo de
ruminantes (HERNANDEZ et al., 2017; HERNANDEZ et al., 2017; VALLEJO-
HERNANDE?Z et al., 2018). Apesar de existir a hipétese de mitigacio de CH, entérico com a
utilizacdo de enzimas fibroliticas exogenas, poucos estudos in vivo foram publicados e que
podem sustentar essa hipétese, principalmente devido aos resultados inconsistentes
observados na literatura (GRAINGER; BEAUCHEMIN, 2011).
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O objetivo do presente estudo foi avaliar a adicdo de um extrato de enzimas
fibroliticas (EEF) exdgenas sobre o desempenho e producdo de CH,4 entérico de ovinos em
crescimento. O estudo foi fundamentado na hipotese de que o uso de um produto enzimatico
produzido por fungo que utiliza substratos de baixa qualidade nutricional para seu
desenvolvimento consiga produzir as enzimas necessarias para degradar de forma efetiva os
carboidratos fibrosos das forrageiras, principalmente em épocas onde as forragens apresentam
baixa qualidade e produtividade, forcando os produtores a utilizarem alternativas alimentares
(fenos, silagens, capineira e diferimento de pastagens) que usualmente apresentam baixa
qualidade nutricional e assim, proporcionando melhor aproveitamento dos nutrientes da dieta
e aumentando a produtividade animal, além de ser uma possivel estratégia de mitigacéo de

CH, entérico por unidade de proteina animal produzida.

5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Local e declaracao de ética

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CEUA/CENA - Protocolo 014/2016). A parte
experimental e as analises laboratoriais foram desenvolvidas no Laboratério de Nutricdo
Animal (LANA) do Centro de Energia Nuclear na Agricultura — Universidade de S&o Paulo,
situado no municipio de Piracicaba — SP, Brasil, entre os meses de outubro e novembro de
2017.

5.2.2 Extrato de enzimas fibroliticas e atividade enzimética

A descricdo do produto enzimatico utilizado, amostragem e ensaio de atividade
enzimatica estdo apresentados no Capitulo 4 na subsecéo 4.2.2.

O ensaio de atividade enzimatica do EEF seguiu a metodologia de Wood e Bhat
(1988) para determinacdo da atividade celulolitica das enzimas fibroliticas endoglucanase
(EC 3.2.1.4) e exoglucanase (3.2.1.91) e Bailey, Biely e Poutanen (1992) para determinacéo
da atividade xilanolitica da enzima xilanase (3.2.1.8) seguindo as modificagdes de
Colombatto e Beauchemin (2003) para determinacdo de atividade enzimatica de produtos

utilizados na nutri¢do de ruminantes com pH e temperatura controlados.
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Tabela 5.1 - Atividade enzimatica do extrato bruto de enzimas fibroliticas produzido pelo
fungo Trichoderma reesei utilizando palha de cana-de-agucar como substrato

Atividade enzimatica* Endoglucanase** Exoglucanase** Xilanase***
(Ul mL™ do EEF)

4,6 0,02 94,3

EEF = extrato de enzimas fibroliticas; Ul = unidades internacionais (umol min™).

* Atividade enzimatica determinada a 39°C e pH 6,6. ** umol de glicose min® mL™ liberado da
carboximetilcelulose sodica e sigmacell microcristalina, respectivamente para endoglucanase e exoglucanase.
*** = nmol de xilose min™ mL™ liberado do xilano obtido de madeira de Faia.

5.2.3 Animais e delineamento experimental

Os animais utilizados no experimento eram descendentes de fémeas Santa Inés que
compunham o plantel do Laboratorio de Nutricdo Animal. Do nascimento até o inicio do
experimento, os filhotes foram mantidos confinados para evitar infeccGes parasitarias. Para
conducdo do experimento, foram utilizados 19 ovinos em crescimento, sendo dez machos
castrados e nove fémeas ndo castradas, com peso corporal médio de 15 + 1,96 kg e idade
média de 81 + 7,8 dias.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com dois tratamentos
(controle e enzima) e nove repeticdes para o grupo controle (CTL — n = 9) e dez repetigdes

para o grupo enzima (ENZ — n = 10), considerando o sexo dos animais como bloco.

5.2.4 Manejo e tratamentos

Os animais foram mantidos em baias individuais (150 cm x 110 cm) cobertas com
livre acesso a agua fresca e sal mineral sendo a dieta fornecida em duas refei¢bes diarias em
proporcoes iguais (50:50 p/p) as 8:30 horas e as 16:30 horas. A dieta (Tabela 5.2) era
composta de 70% de feno de Tifton-85 (Cynodon spp.) e 30% de mistura concentrada (70%
farelo de soja e 30% de milho) formulada seguindo as recomendagdes do NRC (2007). O feno
e o concentrado foram ofertados em cochos separados, sendo fornecido primeiramente o
concentrado e posteriormente o feno. A dieta foi fornecida a vontade sendo ajustada quando
as sobras eram inferiores a 10%.

O feno de Tifton-85 foi picado utilizando triturador de feno (Charger 15.0 — Menxon
Maquinas Agricolas, Cajuru — SP, Brasil) em particulas com 3 cm e o milho foi moido
utilizando um triturador (Nogueira DPM2 - Nogueira S/A Maquinas Agricolas,
S&o Jodo da Boa Vista — SP, Brasil). O milho triturado e o farelo de soja foram misturados

com auxilio de um misturador com capacidade de 500 kg (M.A.P. Equipamentos
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Agropecuarios e Industriais Ltda., Londrina — PR, Brasil) por 15 minutos e armazenados em
bombonas plasticas de 100 L em local seco e sem exposicéo solar.

Tabela 5.2 - Composicdo bromatolégica (g kg™ MS) dos ingredientes que compuseram a dieta
experimental utilizadas nos ensaios de desempenho animal e producéo de metano entérico

Composicdo Bromatoldgica Feno Tifton-85 Concentrado*
MS 856 900
MO 942 945
EE 14 29
PB 53 421
MM 58 55
FDN 819 364
FDA 521 199
Lignina 108 56
Hemicelulose** 298 164
Celulose** 413 172
EB (kcal g MS) 4,31 4,62

MS = matéria seca; MO = matéria orgéanica; EE = extrato etéreo; PB = proteina bruta; MM = matéria mineral;
FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente &cido; EB = energia bruta.

* Concentrado composto por 70% de farelo de soja e 30% de milho.

** Hemicelulose calculada pela diferenca entre FDN e FDA, Celulose calculada pela diferenca entre FDA e
lignina (SNIFFEN et al., 1992).

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: grupo controle (CTL),
composto por nove animais, sendo cinco machos e quatro fémeas; grupo enzima (ENZ),
composto por dez animais, sendo cinco machos e cinco fémeas. O experimento teve duracao
de 73 dias, sendo 15 dias de adaptacdo dos animais a dieta e a0 manejo, 45 dias de ensaio de
desempenho animal, sete dias de ensaio de Metabolismo animal (digestibilidade aparente dos
nutrientes — Capitulo 4) e seis dias para quantificacdo de CH,4 entérico utilizando cdmaras de
respiracdo semiabertas.

O EEF foi aplicado 24 horas antes do fornecimento da refeicdo com dosagem de
0,04 mL g™ matéria fresca, diluido em &gua destilada para completar o volume aplicado de
0,15 mL g™ matéria fresca (MF). O mesmo procedimento foi realizado com a dieta dos
animais controle, onde foi aplicado 0,15 mL g MF de &gua destilada. A aplicacdo do EEF e
da agua destilada ocorreu de forma manual, com auxilio de seringas de 5 mL, 10 mL e 20 mL
(Becton-Dickson Industria Cirurgica, Curitiba — PR, Brasil) para obtencdo dos volumes
desejados de EEF e &gua destilada, colocados dentro de pulverizadores de bico spray e
borrifados diretamente sobre o feno pesado dentro de sacos plasticos com identificacéo

individual por animal e misturados manualmente até completa homogeneizacao.
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A quantidade de cada ingrediente utilizado para formulagdo da dieta experimental
assim como sua composicdo bromatolédgica 24 horas ap6s a adicdo de dgua destilada e EEF

estdo apresentados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 - Descricdo dos ingredientes e composi¢cdo bromatoldgica das dietas experimentais
24 horas ap06s a adi¢do da dgua destilada e do extrato de enzimas fibroliticas

Dietas Experimentais

Itens Grupo Controle (CTL) Grupo Enzima (ENZ)
Feno Tifton-85 (%) 70 70
Milho triturado (%) 10 10
Farelo de soja (%) 20 20
EEF (mL g™* MF) - 0,04
H,O (mL g* MF) 0,15 0,11
Total (%) 100 100
Composicéo bromatolégica (g kg™ MS)

MS 926 923
MO 939 939
EE 15 14
PB 144 144
MM 61 61
FDN 662 669
FDA 423 427
Lignina 96 93
Hemicelulose* 239 241
Celulose* 327 334
EB (kcal g* MS) 4,33 4,32

EEF = extrato de enzimas fibroliticas; MF = matéria fresca; H,O = agua destilada; MS = matéria seca a 105°C;
MO = matéria organica; EE = extrato etéreo; PB = proteina bruta; MM = matéria mineral; FDN = fibra em
detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido; EB = energia bruta.

* Hemicelulose calculada pela diferenca entre FDN e FDA; Celulose calculada pela diferenga entre FDA e LDA
(SNIFFEN et al., 1992).

5.2.5 Ensaio de desempenho animal

O ensaio de desempenho animal teve duracédo de 60 dias, sendo 15 dias de adaptacédo
dos animais ao manejo e as dietas e 45 dias experimentais. As baias dos animais ficaram
mantidas em local coberto com laterais providas de cortinas de lona permitindo a exposicéao
matinal dos animais a luz solar (Figura 5.1). A temperatura média durante o periodo
experimental foi de 23 + 4,9°C, com temperatura minima média de 19 £ 2,1°C e temperatura

méxima média de 27 + 2,5°C.
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Figura 5.1 — Saldo onde foram mantidas as baias individuais utilizadas no decorrer dos 60 dias
de alojamento dos animais experimentais

Para determinacdo do ganho de peso total (GPT) durante o experimento e calculo do
ganho médio diario de peso (GMDP), os animais foram pesados no primeiro (D1) e no ultimo
dia do periodo experimental (D45) além de serem realizadas pesagens semanais para
acompanhar a evolucdo do ganho de peso corporal. Os animais eram pesados pela manha,
antes do fornecimento da primeira refeicdo diaria. Foi calculado o percentual médio de ganho

de peso (% MGP) dos animais através da equacao:

% MGP = (PVF — PVI) / PVI x 100 (11)

PVF = peso vivo final (kg); PVI = peso vivo inicial (kg).

Diariamente, as sobras da dieta ofertada do dia anterior eram retiradas e pesadas,
antes do fornecimento da refeicdo matinal, para determinacdo do consumo diario de matéria
seca (CDMS) e consumo total de matéria seca (CTMS) ao final do periodo experimental. Trés
vezes por semana, amostras das sobras de cada animal eram amostradas para compor um pool
de sobras referente aquela semana, sendo armazenadas em freezer a -20°C até posterior
analise bromatoldgica. Foi calculado a conversao alimentar (CA), através da relacéo entre o
CTMS e o GPT.

Durante o periodo experimental, foi mensurado o consumo de agua utilizando baldes
graduados. Foram fornecidos diariamente cinco litros de agua, sendo mensuradas as sobras no

dia seguinte antes do fornecimento da primeira refeigéo diéria.
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Duas vezes por semana eram preparadas amostras de 25 gramas de feno fornecido
para o grupo CTL (com adigdo de 3,75 mL de agua destilada) e 25 gramas de feno fornecido
para 0 grupo ENZ (com adicdo de 1,0 mL de EEF + 2,75 mL de agua destilada), durante as
oito semanas de periodo experimental. Da mesma forma, o feno utilizado (sem adicéo de agua
e EEF) e o concentrado ofertado foram amostrados duas vezes por semana. Todas as amostras
foram armazenadas em freezer a -20°C para posterior avaliagdo bromatoldgica da dieta
ofertada (dieta total) e do feno e concentrado ofertados.

Ao término do experimento, as amostras foram descongeladas, pesadas e secas em
estufa de circulagdo forcada de ar (MA 037 — Marconi, Piracicaba — SP, Brasil) a 55°C até
peso constante. Posteriormente, as amostras foram moidas em moinho tipo Wiley (Marconi,
Piracicaba — SP, Brasil) com peneira com crivo de 1 mm. Todas as amostras coletadas no
decorrer do periodo experimental foram submetidas a analise bromatoldgica para
determinacdo da matéria seca (MS), matéria mineral (MM), matéria organica (MO), proteina
bruta (PB) e extrato etéreo (EE) seguindo a metodologia da AOAC (2011) e FDN, FDA e
lignina de acordo com Van Soest, Robertson e Lewis (1991) adaptado por Mertens (2002).

A energia bruta dos ingredientes da dieta e das dietas experimentais foram
determinados apds a combustdo das amostras em bomba calorimétrica (6200 - Parr Instrument
Company, Moline — IL, USA).

5.2.6 Avaliacdo da morfometria e escore de condic¢éo corporal

No dia D1, ap6s a pesagem dos animais, foi realizada avaliacdo corporal através das
mensuracdes de comprimento corporal (CC), altura de cernelha (AC), altura de garupa (AG),
largura de garupa (LG), perimetro toracico (PT), perimetro abdominal (PA) e escore de
condicéo corporal (ECC).

As mensuracdes foram realizadas a cada 15 dias apds a pesagem dos animais
utilizando fita métrica (cm) e sempre feita pelo mesmo avaliador. Os animais foram mantidos
em posicdo correta de aprumos em piso reto e de cimento, sendo as medidas realizadas
sempre pelo lado direito do animal. As medidas foram realizadas da seguinte forma:
CC = distancia (em linha reta) entre o inicio da escapula e a tuberosidade coxal do ileo;
AC = distancia entre o solo e o ponto mais alto da regido interescapular; AG = distancia entre
a tuberosidade sacral do ileo e o solo; LG = distancia entre as duas tuberosidades coxais;
PT = medida da circunferéncia da cavidade toracica; PA = medida da circunferéncia passando
pela linha da cicatriz umbilical. A escala do ECC variou entre 1 a 5 pontos com intervalos de

0,25, onde 1 representa animais muito magros e 5 animais obesos.
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5.2.7 Parametros hematologicos e bioquimicos

No dltimo dia do ensaio de desempenho animal (D45), ap6s pesagem e mensuracao
corporal, foi colhido sangue dos animais para avaliacdo hematoldgica e bioguimica. A
colheita de sangue procedeu-se através de puncdo da veia jugular utilizando tubos a vacuo
(Becton-Dickson Industria Cirargica, Curitiba — PR, Brasil) com EDTA (&cido etilenodiamino
tetra-acético) para determinacdo dos globulos brancos (GB), glébulos vermelhos (GV) e
plaquetas e tubos sem anticoagulante para determinacdo dos parametros glicose, proteinas
totais (ProT), aspartato aminotransferase (AST), ureia e creatinina.

A avaliacdo hematoldgica foi determinada com o uso de um analisador automaético
(pocH-100iV Diff). O sangue colhido nos tubos sem anticoagulante foi centrifugado a
2000 x g por dez minutos a 4°C (IEC Centra-7R - Thermo Scientific IEC, USA) para
obtencdo do soro sanguineo. O sobrenadante obtido apds centrifugacdo foi pipetado e
armazenados em tubos tipo eppendorf até realizacdo das analises com o uso de kits comerciais
Labtest® e leitura em espectrofotdmetro (JENWAY 7315 — Cole-Parmer, UK) seguindo as

recomendacdes do fabricante.

5.2.8 Quantificacdo das emissdes de metano entérico

A quantificacdo das emissdes de CH,4 entérico ocorreu apds o término do ensaio de
metabolismo animal utilizando camaras de respiracdo seguindo a metodologia descrita por
Abdalla et al. (2012).

Dez gaiolas metalicas (157 x 71 x 167 cm — volume 1,9 m®) semiabertas foram
utilizadas para realizacdo do ensaio. Os animais foram separados em dois lotes, 0 primeiro
com dez animais e o segundo com nove animais, totalizando seis dias de ensaio, sendo um dia
para adaptacdo dos animais e posterior dois dias de amostragem dos gases para cada lote de
animais, sendo que cada lote de animal permaneceu por 44 horas em periodo de coleta de
gases.

A temperatura média durante o periodo de amostragem foi de 26,0 £ 2,5°C e
umidade media de 76,6 £ 7,4 %, ambas observadas no interior das gaiolas, medido com
termémetro digital interno, assim como as mensuragdes de fluxo de saida de ar medido com
anemoOmetro, foram mensuradas em seis horarios diferentes no decorrer das 22 horas por ciclo
de amostragem (7h, 9:40h, 12h, 15:30h, 18h e 21h).

As gaiolas eram conectadas por tubulagfes a uma bomba de exaustdo permitindo a
remogéo dos gases do interior das gaiolas com fluxo de 202 L min™ mensurado com auxilio

de um anemdmetro (AD-250 Digital — Instrutherm, Séo Paulo - SP, Brasil). Os gases retirados
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de dentro das gaiolas foram amostrados por 22 horas (inicio as 9:30 horas e término as
7:30 horas do dia seguinte) em baldes metalizados de sete litros através de uma bomba
peristaltica. Ao final de cada coleta, 10 mL dos gases presentes dentro de cada baldo foram
amostrados em triplicata, ap6s homogeneizacdo, com seringa de 20 mL e armazenados em
tubos a vécuo de 10 mL.

Os tubos com os gases amostrados foram levados para o laboratério para analise da
concentracdo de CH, entérico por cromatografia gasosa (GC-2010, Shimadzu, Tokio, Japéo)
utilizando detector por ionizacdo de chama (FID) com coluna micro empacotada Shincarbon
ST 100/120, mantendo a temperatura da coluna a 60°C, temperatura do injetor a 200°C e
temperatura do detector a 240°C. O gas de arraste utilizado foi o gas hélio com fluxo
constante de 10 mL min™. O CH, foi calculado apés determinacéo da curva de calibracio nas
concentracdes de 0, 30, 90 e 120 mL L™ de gas CH4 com 99,5% de pureza (99,5% de pureza

— White Martins Industria de Gases, Osasco — SP, Brasil).

5.2.9 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a ANOVA utilizando procedimento MIXED do software
SAS v. 9.4 (Statistical Analysis System Inst., Cary — NC, USA). Os parametros GMDP,
% MGPA, morfometria corporal e escore de condicdo corporal foram avaliados como médias
repetidas no tempo para avaliacdo do efeito de tratamento, dia e a interacdo tratamento x dia.
Para os demais parametros foram considerados como efeitos fixos o tratamento, 0 sexo e a
interacdo entre tratamento e sexo. As médias foram comparadas pelo teste t com 5% de

significancia.

5.3 Resultados

5.3.1 Desempenho animal

Os dados de desempenho animal estdo apresentados na Tabela 5.4. N&o foi
observado diferenca (P > 0,05) sobre os pardmetros CDMS, CTMS, consumo de H,0, peso
inicial e final, GMDP, GTP e CA de ovinos suplementados ou ndo com EEF. No caso
do % MGP, verificou-se que os animais do grupo ENZ apresentaram um percentual de ganho

de peso maior (P < 0,01) que os animais do grupo CTL.
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Foi testado efeito de interagcdo entre tratamento e sexo sobre os parametros
analisados (Tabela 5.4) observando-se diferenca significativa apenas para % MGP, onde os
animais machos do grupo ENZ apresentaram maior (P < 0,001) média quando comparados
com os animais machos do grupo CTL. As fémeas do grupo CTL e ENZ ndo apresentaram
diferencas (P > 0,05) sobre 0 % MGP.

Tabela 5.4 — Consumo de matéria seca, consumo de &gua e desempenho de ovinos
suplementados ou ndo com extrato de enzimas fibroliticas

Para Tratamentos EPM Valor de P
arametros CTL ENZ M T sexo . TxsS
CDMS (g MS dia™) 465,0 484,0 51,68 0,6003 0,0761 0,5024
CTMS (kg MS) 20,9 21,8 2,32 0,5991 0,0760 0,5060
Consumo H,0 (mL) 1153 1320 195,84 0,2344 0,4073 0,4990
Peso Inicial (kg) 14,8 14,9 1,33 0,9497 0,1294 0,9818
Peso Final (kg) 18,3 18,9 1,67 0,6016 0,1452 0,7263
GMDP (g dia™) 77,3 89,6 14,27 0,2295 0,5174 0,3937
GTP (ko) 3,5 4.0 0,64 0,2296 0,5173 0,3936
% MGP 11,6° 14,6% 3,63 0,0025 0,9997 0,0331
CA 6,3 55 0,83 0,1672 0,2640 0,3578

CTL = grupo controle; ENZ = grupo enzima; CDMS = consumo diéario de matéria seca (feno + concentrado);
CTMS = consumo total de matéria seca (feno + concentrado); GMDP = ganho médio diario de peso; GTP =
ganho total de peso; % MGP = percentual médio de ganho de peso; CA = conversao alimentar; E.P.M. = erro
padrdo da média; Trat. = efeito fixo de tratamento; Sexo = efeito fixo de sexo; T x S = efeito de interagdo entre
tratamento e sexo.

Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste t a 5% de significancia.

N&o foi observado efeito de tratamento sobre a evolucdo do peso corporal (Figura
5.2) dos animais no decorrer do periodo experimental. Como esperado, foi observado efeito
de dia (P < 0,0001) sobre o peso corporal dos animais e efeito de sexo (P < 0,0001), onde o0s
animais machos apresentaram maior peso corporal do que as fémeas (17,3 vs 15,7,
respectivamente). Foi testado efeito de interacdo entre tratamento e dia (T x D) e tratamento e
sexo (T x S) para a variavel peso corporal nos animais suplementados ou ndo com o EEF,
para verificar se ocorreram diferencas no decorrer dos 45 dias experimentais, no entanto,

nenhum efeito (P > 0,05) foi observado.
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Figura 5.2 — Evolucéo do peso corporal (PC) e percentual de ganho de peso (%GP) de ovinos
suplementados (ENZ) ou ndo (CTL) com extrato de enzimas fibroliticas exdgenas
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5.3.2 Morfometria corporal e escore de condig¢éo corporal

As médias dos parametros morfométricos e ECC entre os tratamentos, dia e interacao
tratamento e dia estdo apresentados na Tabela 5.5. N&o foi verificado efeito da suplementagédo
com o EEF sobre os pardametros ECC, AC, AG, CC, LG e PA, contudo, os animais do grupo
ENZ apresentaram maior (P < 0,05) PT aos 30 dias do periodo experimental quando
comparado com os animais controle. Observou-se efeito de dia (P < 0,05) sobre os parametros
AG, CC, LG, PT e PA, mas sem diferencas para ECC e AG. Nao foi verificado efeito de
interacéo (P > 0,05) entre tratamento e dia.

A comparagdo das médias para efeito de sexo e interagdo tratamento e sexo
ndo sdo demonstradas. No entanto, ndo foi observado efeito de sexo (P > 0,05) sobre o0s
parametros ECC, AC, AG e LG. Para os demais parametros, observou-se efeito sobre o0 CC
(48,8 vs 47,2 cm — P < 0,05), o PT (63,3 vs 61,1 cm — P < 0,001) e 0 PA (78,2 vs 75,5 cm —
P < 0,01), respectivamente para machos e fémeas, entretanto nenhum efeito de interacéo

(P > 0,05) foi observado entre os animais experimentais.
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Tabela 5.5 — Escore de condicdo corporal e morfometria corporal de ovinos suplementados ou ndo com extrato de enzimas fibroliticas

Tratamentos

Parametros CTL ENZ E.P.M. Valor de P

1 15 30 45 1 15 30 45 Trat. Dia TxD
ECC 2,80 2,80 2,88 2,77 2,68 2,90 2,78 2,82 0,12 0,7564 0,7564 0,6636
AC (cm) 53,4 53,5 53,9 54,1 53,1 53,3 53,4 54,3 1,18 0,7348 0,7291 0,9799
AG (cm) 55,1 55,3 56,0 56,7 53,7 54,5 55,7 57,0 0,92 0,3835 0,0356 0,7779
CC (cm) 46,0 46,4 47,3 49,6 47,2 47,4 48,1 51,2 1,45 0,1404 0,0014 0,9809
LG (cm) 17,4 17,8 17,8 18,5 16,6 17,6 17,7 18,4 0,41 0,1862 0,0014 07511
PT (cm) 59,8 60,8 61,6 63,4 60,7 61,8 64,4° 64,8 1,42 0,0191 0,0003 0,6937
PA (cm) 71,5 73,6 79,2 79,9 73,0 76,8 79,8 80,3 1,90 0,1178 0,0001 0,6911

CTL = grupo controle; ENZ = grupo enzima; ECC = escore de condi¢do corporal; AC = altura de cernelha; AG = altura de garupa; CC = comprimento corporal; LG = largura
de garupa; PT = perimetro toracico; PA = perimetro abdominal; E.P.M. = erro padrdo da média; Trat. = efeito fixo de tratamento; Dia = efeito fixo de dia; T x D = efeito de
interacdo entre tratamento e dia.

Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha dentro de cada dia diferem pelo teste t a 5% de significancia.
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5.3.3 Parametros hematologicos e bioquimicos
Os parametros hematoldgicos GB, GV e plaquetas estdo apresentados na Tabela 5.6.

N&o foram observados efeitos de tratamento, sexo e interacdo tratamento e sexo (P > 0,05)

com o uso do EEF sobre as células sanguineas quando comparado com os animais controle.

Tabela 5.6 — Pardmetros hematoldgicos de ovinos suplementados ou ndo com extrato de
enzimas fibroliticas

Tratamentos Valor de P
Parametros Ref.* E.P.M.
CTL ENZ Trat. Sexo TxS
GB (x 10° pL‘l) 8,63 7,73 4-12 0,57 0,2677 0,1017 0,5143
GV (x 10° pL'l) 12,60 12,86 8-16 0,33 0,5739 10,3833 0,9696

Plaguetas (x 10° uLY) 459,40 532,98 300-800 66,43  0,4466 0,8494  0,9281

GB = gl6bulos brancos; GV = glébulos vermelhos; CTL = grupo controle; ENZ = grupo enzima; E.P.M. = erro
padrdo da média; Trat. = efeito fixo de tratamento; Dia = efeito fixo de dia; T x D = efeito de interacdo entre
tratamento e dia.

* Ref. - Valores de referéncia segundo Meyer e Harvey (2004).

Médias comparadas pelo teste t a 5% de significancia.

Os resultados biogquimicos estdo apresentados na Tabela 5.7. Nao foi verificado
diferenca significativa entre os tratamentos sobre os parametros glicose, ProT, ureia e
creatinina. Entretanto, foi observado reducdo (P < 0,05) no parametro AST nos animais
suplementados com o EEF. N&o foi observado efeito de sexo (P > 0,05) e interagdo

tratamento e sexo.

Tabela 5.7 — Parametros bioquimicos de ovinos suplementados ou ndo com extrato de
enzimas fibroliticas

Tratamentos Valor de P

Parametros Ref.* E.P.M.

CTL ENZ Trat. Sexo TxS
Glicose (mL dL'l) 67,58 75,78 50 -80 9,83 0,2319 0,9453 0,4890
ProT (g dL'l) 6,06 6,30 6-79 0,68 0,6002 0,8953 0,5834
AST (U L'l) 118,76% 92,61° 60 — 280 15,63 0,0203 0,6691 0,1019
Ureia (mg dL™) 41,60 39,24 17,1-428 4,07 0,4063 0,1872 0,1356
Creatinina (mg dL'l) 1,18 1,17 12-19 0,16 0,9543 10,1739 0,6317

ProT = proteinas totais; AST = aspartato aminotransferase; CTL = grupo controle; ENZ = grupo enzima; E.P.M.
= erro padrdo da média; Trat. = efeito fixo de tratamento; Dia = efeito fixo de dia; T x D = efeito de interagdo
entre tratamento e dia.

* Ref. - Valores de referéncia segundo Meyer e Harvey (2004).

Médias seguidas de letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste t a 5% de significancia.
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5.3.4 Quantificacdo de metano entérico

As médias dos parametros analisados no decorrer do ensaio de produgdo de CH,4
entérico com 0 uso das camaras de respiracdo estdo apresentadas na Tabela 5.8. Nao foi
observado (P > 0,05) efeito sobre a quantidade de matéria seca ingerida (MSI) entre os
tratamentos. Entretanto, a producdo de CH, entérico por kg de MSI dos animais do grupo
ENZ foi significativamente menor do que os animais do grupo CTL. Além disso, 0s animais
suplementados com o EFF apresentaram tendéncia (P = 0,09) em produzir menor quantidade
de CH, entérico por kg de ganho médio diario de peso quando comparados com 0s animais
sem suplementagdo. Ndao foram observados efeitos (P > 0,05) de sexo e interagdo entre
tratamento e sexo sobre a producdo de CH,4 entérico dos animais.

Tabela 5.8 — Producdo de metano entérico de ovinos suplementados ou ndo com extrato de
enzimas fibroliticas

Tratamentos Valor de P
Parametros E.P.M.
CTL ENZ Trat. Sexo TxS
MSI (g MS dia‘l) 4749 527,0 29,95 0,2245 0,3673 0,5449
CH, (L kg MSI'l) 36,8° 28,1° 2,36 0,0169 0,6269 0,1155
CH. (L kg GMDP™) 240,9 169,8 28,81 0,0927 0,9146 0,2731

MSI = matéria seca ingerida; MS = matéria seca; CH, = metano entérico; GMDP =ganho médio diario de peso;
CTL = grupo controle; ENZ = grupo enzima; E.P.M. = erro padrdo da média; Trat. = efeito fixo de tratamento;
Sexo = efeito fixo de sexo; T x S = efeito de interacéo entre tratamento e sexo.

Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste t a 5% de significancia.

5.4 Discussao

O consumo de matéria seca (CMS) ndo diferiu entre os animais experimentais.
Estudos sugerem que a adi¢do de enzimas fibroliticas exégenas possam promover aumento no
CMS decorrente do aumento da digestibilidade dos nutrientes proporcionando maior fluxo de
saida do alimento e estimulando o consumo (ROMERO et al., 2015). Segundo Tirado-
Gonzalez et al. (2018), as respostas da adicdo das enzimas sobre 0 CMS sdo dependentes do
tipo da dieta utilizada e da espécie animal, ou mesmo da concentracdo de enzima aplicada
sobre o substrato (VALLEJO et al., 2016).

Pesquisas relataram aumentos no GMDP de bovinos (BEAUCHEMIN; RODE;
SEWALT, 1995; SALEM et al., 2013), caprinos (YUANGKLANG et al., 2017; SONG et al.,
2018) e ovinos (GADO et al., 2011; VALDES et al., 2015). Apesar dos animais do grupo
ENZ apresentarem ganho de peso maior quando comparado com os animais CTL,

essa diferenca ndo foi significativa, concordando com resultados de outros estudos
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(ABOAGYE et al.,, 2015; HE et al., 20153, 2015b). No entanto, 0 % MGP dos animais
suplementados com o EEF foi maior, indicando melhor aproveitamento dos nutrientes da
dieta, como demonstrado no Capitulo 4 dessa Tese, onde 0s animais suplementados com o
EEF apresentaram maior digestibilidade da FDA.

Beauchemin, Rode e Sewalt (1995) testaram doses crescentes de enzimas fibroliticas
na dieta de bovinos confinados recebendo trés substratos como volumoso. Os pesquisados
relataram aumento no GMDP dos animais suplementados com a adicdo das enzimas
fibroliticas em dois dos trés substratos utilizados, atribuindo esse incremento ao aumento na
digestibilidade da FDA para o feno de alfafa e aumento no CMS para o feno de capim
Timothy (Phleum pratense). He et al. (2015a) observaram tendéncia de reducdo no CMS de
bovinos confinados, contudo, sem diminuir o peso corporal ou 0 GMDP, sugerindo um
pequeno incremento na digestibilidade da MS pelas enzimas fibroliticas.

A reducéo na CA alimentar observada nos animais suplementados com o EEF é de
grande importancia, uma vez que esse resultado demonstra que o animal foi mais eficiente em
converter 0s nutrientes ingeridos em proteina animal necessitando consumir menores
guantidades de alimento para ganharem a mesma quantidade de peso que 0s animais nédo
suplementados. Dessa forma, melhores respostas sobre esse parametro, apesar de néo
significativos, apresentam importancia econdmica (BEAUCHEMIN; RODE; SEWALT,
1995) decorrente do aumento na produtividade animal.

Tirado-Gonzélez et al. (2018) publicaram uma meta-analise avaliando o efeito da
adicdo de enzimas fibroliticas em dois tipos de dietas experimentais (> 50% volumoso
e < 50% volumoso) para ovinos, relatando que o uso de enzimas fibroliticas na dieta de
ovinos ndo apresentaram resultados positivos sobre o GMDP e CA. Meale et al. (2014)
avaliaram estudos publicados com a utilizacdo de pequenos ruminantes suplementados com
enzimas fibroliticas. Os autores concluiram que a adicdo de enzimas fibroliticas na dieta de
ovinos e caprinos normalmente proporciona respostas minimas sobre o desempenho dos
animais, como verificado no presente estudo. Como varios estudos na literatura reportaram
resultados positivos sobre o GMDP e CA (SALEM et al.,, 2013; VALDES et al., 2015;
YUANGKLANG et al., 2017; SONG et al., 2018), a condugéo de experimentos mais longos e
com maior numero de animais pode resultar em melhores respostas sobre os GMDP e CA de
ovinos em crescimento suplementados com o EEF.

As medidas morfométricos foram realizadas no decorrer do experimento para se
obter um pardmetro a mais sobre o desenvolvimento dos animais e verificar se a adi¢do do

EEF causaria mudancas nas mensuragdes corporeas decorrente do maior ganho de peso dos
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animais. A falta de significancia sobre o ganho de peso corporal pode ter impactado sobre 0s
resultados morfométricos. No entanto, foi observado que os animais suplementados com o
EEF apresentaram maior perimetro tordcico ao trigésimo dia do periodo experimental,
podendo essa variagdo estar relacionada ao maior peso corporal desses animais devido ao
perimetro toracico ter uma alta correlacdo com o peso vivo (SOWANDE; SOBOLA, 2008),
entretanto, nenhuma diferenca entre o peso corporal dos animais experimentais foi observada,
apesar dos animais suplementados com o EEF apresentarem pesos corpéreos humericamente
superiores aos animais CTL. Ademais, alguns parametros morfométricos foram superiores
nos animais machos quando comparado com as fémeas como demonstrado na literatura
(COSTA JUNIOR et al., 2006).

N&do foi observado diferencas nos perfis hematoldgico e bioquimico dos animais
experimentais, demonstrando que a saude dos animais ndo foi afetada pela adi¢cdo do EEF.
Por se tratar de uma mistura enzimatica nova, nunca utilizada em dietas para animais, havia a
necessidade de avaliagdo da salde dos animais para verificar aspectos relacionados a
toxicidade, que poderia prejudicar os processos fermentativos ruminais e o desenvolvimento
dos animais.

Os resultados encontrados para os parametros proteinas totais e AST indicam bom
funcionamento do tecido hepético dos animais. Apesar dos animais CTL terem apresentado
valores significativamente maiores de AST quando comparado aos animais ENZ, os
resultados encontrados permaneceram dentro dos valores de referéncia (MEYER; HARVEY,
2004), ndo indicando danos sobre esse tecido. Da mesma forma, os valores normais de ureia e
creatinina demonstram que a atividade renal n&o foi influenciada pela adi¢éo do EEF.

A adicdo do EEF na dieta influenciou a producdo de CH,4 entérico por kg MSI,
proporcionando menores producdes nos animais suplementados com o EEF. Estudos
propuseram que a adicao de enzimas fibroliticas pode ser uma estratégia de mitigacdo de CH4
entérico (BEAUCHEMIN et al., 2008). Alteracdes nas propor¢des dos AGCC com reducdo de
acetado e com aumento ou manutencdo da concentracao de propionato resultam na reducao da
relacdo acetato:propionato (EUN; BEAUCHEMIN, 2007; GIRALDO et al., 2008; ARRIOLA
et al., 2011), considerado um dos mecanismos primarios para reducéo nas produgdes de CH,
entérico (BEAUCHEMIN et al., 2008; GRAINGER; BEAUCHEMIN, 2011).

Contudo, no presente estudo ndo foi observado alteracfes nas propor¢oes dos AGCC
e na relacdo acetato:propionato, como demonstrado no Capitulo 4 (capitulo anterior). Além
disso, apesar de ndo significativo, verificou-se um aumento numérico sobre a producéo de

acetato nos animais suplementados com o EEF, provavelmente decorrente da maior
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fermentacdo e digestibilidade da FDA (Capitulo 4), que resulta em maior producdo de
hidrogénio (H2) no ambiente ruminal (SOLTAN et al., 2013; GEMEDA; HASSEN, 2015). O
H, € um dos substratos utilizados pelas bactérias metanogénicas para reduzir o dioxido de
carbono (CO,) atraves de processos sucessivos até a formacao do CH,4 (QIAO; TAN; WANG,
2014). Esse processo de producdo de CH, pela reducéo do CO; pelo H, é considerado um dos
mecanismos de remocdo de H, do ambiente ruminal (HILL et al., 2016), tornando-se
necessario para manter o pH dentro dos valores ideais para evitar acidose e cessacdo dos
processos fermentativos (JRSKOV, 1994). Nesse sentido, a maior fermentacdo e
digestibilidade da FDA poderia resultar em maior producdo de CH,4 e ndo sua reducéo.

Dessa forma, os resultados encontrados nesse estudo podem estar relacionados a
alteracdes nas populacdes de bactérias metanogénicas (ZHOU et al., 2011) ou no fluxo de
saida da digesta do ramen (GUYADER et al., 2016; JANSSEN, 2010) com o uso do EEF,
apesar desses fatores ndo terem sido determinados. Zhou et al. (2011) testaram a influéncia da
adicdo de enzimas fibroliticas exdgenas na dieta de vacas em lactagdo sobre a populacdo de
bactérias metanogénicas através de estudo moleculares. Os pesquisadores observaram
aumento na producdo de CH, entérico com a adi¢cdo de enzimas fibroliticas e alteracdes na
estrutura das comunidades metanogénicas, porém sem afetar a densidade total dessas
bactérias. Além disso, os autores sugeriram futuras avaliaces utilizando metodologias para
determinacdo de genes envolvidos no metabolismo do CH,4 para que se consigam associar a
utilizacdo de enzimas fibroliticas e a producao de CH,.

Estudos analisaram a microbiota de ovinos através de analises de metagenémica e
metatranscriptdbmica apds mensuracdo da quantidade de CH, produzido pelos animais,
verificando que a transcrigdo dos genes envolvidos na via da metanogénese foi aumentada nos
animais com maior producdo de CH,. Os pesquisadores sugeriram que essa alteracdo na
transcricdo dos genes possa ter sido mediada pelo substrato através de diferentes tempos de
retencdo das particulas alimentares no rimen (SHI et al., 2014). Nesse contexto, a avaliacdo
da microbiota ruminal de ovinos suplementados com enzimas fibroliticas atraves de andlises
de metagendmica e metatranscriptdmica podem explicar os achados do presente estudo.

Janssen (2010) revisou diversos estudos sobre a influéncia da taxa de passagem na
producdo de CH, entérico, associando a menor producdo a maior taxa de passagem do
alimento pelo rumen. Ademais, esse pesquisador aliou 0 aumento na taxa de passagem ao
aumento na digestibilidade do alimento, estando associada a menor producdo de CH,4 por
unidade de alimento digerido. Assim, a menor produc¢édo de CH, pelos animais suplementados

com o EEF pode estar relacionado ao aumento na digestibilidade da FDA proporcionado pelo
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EEF, como demonstrado no capitulo anterior, propiciando maior fluxo de saida da digesta do
ramen e reduzindo a producdo de CH,.

Complementando os resultados observados sobre a producdo de CH,, pode-se
associar 0 aumento no percentual medio de ganho de peso a reducdo na quantidade de CH4
entérico produzido com a adi¢cdo do EEF, resultando em menor perda energética e maior
eficiéncia de uso da energia oriunda da dieta para os processos metab6licos do animal e,
consequentemente, maior produtividade (QIAO; TAN; WANG, 2014).

5.5 Concluséo

Conclui-se que o EEF resultou em aumento no percentual médio de ganho de peso
dos animais suplementados, podendo ser uma alternativa para incremento na produtividade de
animais alimentados com forragens que apresentam baixa qualidade, além de apresentar
potencial de reducdo nas emissdes de CH, entérico oriundos dos processos fermentativos
ruminais, garantindo menores impactos ambientais causados pela cadeia de producdo de
ruminantes. Além disso, os exames hematoldgicos e bioquimicos demonstraram que o EEF
ndo apresentou nenhum efeito prejudicial a satde dos animais, permitindo sua utilizacdo na

nutricdo animal.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Por se tratar de um extrato enzimatico nunca testado na nutricdo animal, avaliacdes
iniciais in vitro eram necessarias para certificar que os processos fermentativos no rimen nédo
seriam afetados. Tanto os resultados in vitro quanto os in vivo demonstraram que o EEF é um
aditivo seguro e que pode ser utilizado na dieta de ruminantes sem trazer prejuizos aos
processos fermentativos ruminais e a saude do animal.

O EEF comprovou ser uma estratégia para aumentar a digestibilidade da fracéo
fibrosa de substratos de baixa qualidade nutricional, podendo incrementar a produtividade
animal como demonstrado pelo maior percentual médio de ganho de peso nos animais
suplementados. Ademais, verificou-se que o EEF possibilitou uma reducdo na producao de
CH, entérico e, dessa forma, além de contribuir com a menor emissdo dos GEE e impacto
ambiental, favorece o aumento na produtividade animal devido a melhor eficiéncia de
utilizacdo da energia oriunda da dieta.

Pesquisas futuras devem ser realizadas testando métodos praticos de aplicacdo do
EEF, além de determinar o melhor tempo de aplicacdo para que ocorra o melhor
aproveitamento dos nutrientes do alimento pelos animais. Além disso, experimentos mais
longos sdo necessarios para certificar os resultados encontrados no presente estudo e verificar
se 0 maior periodo de tempo possa promover melhores respostas sobre o ganho de peso e

digestibilidade dos demais nutrientes.



