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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito de aditivos sobre o pH e
nitrogénio amoniacal (N-NH3) rumina e o
desaparecimento da matéria seca e da fibra em
detergente neutro em bovinos que receberamfeno e
suplementados com 1,0 kg concentrado (em base
seca). Foram utilizados quatro novilhos mesticos com
peso vivo médio de 510 kg, providos de canula
permanente no rimen, por onde foram efetuadas as
amostragens de liquido ruminal e a coleta dos sacos
de néilon. Constatou-se que a suplementacdo de
bovinos com dietas contendo enzimas fibroliticas e
leveduras ndo influenciou (P>0,05) o N-NHz ruminal,
cujos valores variaram de 17,40 a 18,89 mg/dL de
liquido ruminal. No entanto, a interaco enzima e
levedura (P<0,05) levou a queda de pH ruminal,
porém, com valores numa faixa normal de 6,63 a
6,48. N&o se observou qualquer efeito (P<0,05) da
suplementacdo no desaparecimento da matéria seca e
da fibra em detergente neutro da forragem, sendo que
os valores médios foram da ordem 47,6% e 40,71%,
respectivamente. Fica evidente a necessidade de
estudos mais aprofundados sobre 0 modo e local de
acdo das leveduras e enzimas para que se possa
alcancar maior consisténcia nos resultados em
trabal hos dessa natureza.

Palavras-chave: aditivos, Aspergillus niger,
microbiota, novilhos, Saccharomyces cerevisiae,
Trichoderma longibrachiatum

SUMMARY

This work has evaluated additives effect on ruminal
pH and ammonia nitrogen (NHs-N) and the dry
matter and neutral detergent fiber disappearance in
beef cattle that received hay and 1000 g of
concentrate (on dry matter basis). Four crossbred
steers fitted were used, with a permanent ruminal
cannula by which the ruminal liquid samples and
nylon bags were collected. The bovines diet
supplementation with fibrolytic enzymes and yeast
have not influenced (P>0.05) the ruminal NHs-N,
with values from 17.40 to 18.89 mg/dL of ruminal
liquid. However, the association of enzyme and yeast
reduced (P<0.05) the pH value, and the decrease
ranged from 6.63 to 6.48. There was no influence
(P>0.05) on the disappearance of dry matter and
neutral detergent fiber, after the supplementation, and
average values were 47.6% and 40.71%, respectiv ely.
Actually, there is still lack of data concerning how
and where the yeast and the enzymes act.

Keywords: additives, Aspergillus niger, microbiota,

steer, Saccharomyces cerevisiae Trichoderma
longibrachiatum
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INTRODUCAO

Nos animais poligéastricos, a degradacdo e
fermentacdo dos constituintes da dieta pela
acdo de bactérias, protozoarios e fungos
anaerébios ocorre no rdmen e reticulo.
Como resultado de complexo processo de
hidrolise e de  fermentagdo, 0s
microrganismos fornecem ao animal energia
e compostos nitrogenados, que |he séo vitais
(FONTY & DURAND, 2006).

Tem havido grande interesse na manipulagdo
da fermentagdo ruminal, com a finalidade de
tornar o sistema de producao dos ruminantes
mais eficiente, uma vez que o nivel de
producdo depende da habilidade do
ecossi stema microbiano de converter matéria
orgéanica em precursores da carne e do leite.
Por outro lado, a natureza do aimento
fornecido ao animal é um dos muitos fatores
gue podem alterar o equilibrio e atividade da
flora mcrobiana, interferir ro desempenho e
conduzir a problemas de saide. (MARTIN
& NISBET, 1992; WALLACE, 1994).

A manipulagdo do ambiente ruminal,
iniciada a partir do uso dos antimicrobianos
iondforos, obteve sucesso no que diz
respeito a melhora na eficiércia produtiva
dos animais. Na sequéncia, outros produtos
passaram a ser utilizados na aimentagcdo
anima com 0 mesmo proposito, dentre os
quais, os probidticos, com destaque para a
levedura “Saccharomyces cerevisiae” e 0s
aditivos a base de enzimas fibroliticas
(NEWBOLD et d., 1996).

Nesse sentido, objetivou-se com este
trabalho foi avaliar o efeito da adicéo de
levedura (Saccharomyces cerevisiae) e de
enzimas fibroliticas, na dieta de bovinos
alimentados com feno de baixa qualidade
mais concentrado, sobre os parametros
ruminais (pH e N-NH3) e o desaparecimento
da matéria seca e da fibra em detergente
neutro.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Hospital
Veterinaio de Grandes Animais da
Universidade de Brasilia (UnB), na Granja do
Torto, em Brasila, DF, no periodo de marco a
julho de 2003. Os tratamentos constituiram:se
de suplemento concentrado — controle;
suplemento concentrado associado a enzima
fibrolitica, a base de 8 g/lanimd dia;
suplemento  concentrado  associado  a
levedura, a base de 15 g/anima dig;
suplemento  concentrado  associado  a
combinacdo de enzima fibrolitica (8 g/animal
dia) e levedura (15 g/animal dia).

A levedura (Saccharomyces cerevisiae cepa
1026 - 5 x 10® UFC/g) e as enzimas
fibroliticas (FIBROZY ME®) foram
provenientes de fonte comercial (ALLTECH
do Brasil). As enzimas fibroliticas foram
extraidas dos fungos Aspergillus niger e
Trichoderma longibrachiatum.  Segundo
Martins et a. (2006), que também utilizaram
o FIBROZYME® , o produto era constituido
de celulase xilanase e de um surfactante
(extrato de Yucca echtigera), veiculo com a
funcdo de aumentar o contato das enzimas
com o substrato. A atividade enzimética foi
de aproximadamente 100 unidades de
xilanase (UX) por grama do produto
comercia, 0 que corresponde a quantidade
de enzima requerida para liberar um
micromol de xilose, obtida em temperatura
de 39°C epH 4.

Foram utilizados quatro novilhos mesticos
de peso vivo médio de 510 kg, providos de
canula permanente no rdmen, por onde
foram efetuados o fornecimento do
concentrado associado aos aditivos, as
amostragens  de liquido ruminal e a
manipulacdo dos sacos de néilon. Os animais
foram alojados em baias individuais, com
bebedouro e cocho de avenaria, aimentados
uma vez ao dia, as 8 horas da manhg, com
feno de Coast-cross ad libitum. O
suplemento  concentrado, fornecido na
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quantidade de 1kg de matéria seca (MS) era
congtituido de milho (0,74kg), farelo de
algoddo (0,15kg), uréia (0,06kg) e mistura
mineral  (0,05kg), cuja composi¢ao
bromatologica, assm como a do feno, é
mostrada na Tabela 1.

Houve um periodo inicial de adaptacdo a
racdo experimental de 14 dias, seguidos de
seis dias de coleta de dados, em quatro
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periodos experimentais. Durante o periodo
experimental, foi feito un controle di&rio da
aimentacdo volumosa para que houvesse
sobra de aproximadamente 10% do total
oferecido. ApOs cada periodo, os animais
foram ressorteados, de forma a nao
receberem 0 mesmo tratamento do periodo
anterior. Ademais, passaram por novo
periodo de adaptacao.

Tabela 1. Composi¢ao bromatol 6gica do feno de Coast- cross e do suplemento protéico-energético
oferecidos a novilhos que receberam diferentes aditivos

. %MS
Alimento MS EE FB FDN MM _ NDT
Feno de Coast-cross 91,0 2,7 - 76,6 8,0 425"
Suplemento protéico-energético 88,8 24,1 19 2,5 - 6,6 75,0

M S —matéria seca; PB — proteina bruta; EE — extrato etéreo; FB — fibra bruta; FDN — fibra em detergente neutro;

MM — matériamineral; NDT — nutrientes digestiveistotais

INDT = 91,6086-0,669233(FDN)+0,437932(PB) (CAPELLE et al., 2001);
T abelas brasileiras de composicéo de alimentos para bovinos (VALADARES FILHO et al. 2006).

Para a determinacdo da degradabilidade, foi
utilizada a técnica do saco de nailon, com
poros do tecido de aproximadamente 50um
de didmetro, nas dimensdes de 7 x l1l4cm,
selados nas bordas por fusdo com resisténcia
elétrica e devidamente identificados. Depois
de pesados, receberam 5g da forrageira
(feno), o que resultou numarelacdo de 25mg
de amostra por cn? de &ea do saco de
nailon. Apés o enchimento, cada o teve
sua extremidade selada, seu peso registrado
e foi preso a uma argola de metal de 1 cm de
didmetro, atado firmemente por um elastico.
Os sacos foram presos a uma argola de
chaveiro, embebidos primeiramente em &gua
por uma hora e presos a uma corrente de 50
cm ligada a uma ancora de 600g. Em
seguida, foram introduzidos, via canula, no
rumen, na ordem inversa dos horarios de
incubacdo (120, 96, 72, 48, 24, 12, 6, 3
horas), de modo a serem colocados todos
sempre no mesmo hordrio. Dessa forma,
foram incubados oito sacos por animal.

Retirados do rumen, os sacos foram
imediatamente imersos em &gua fria e
lavados em méguina (tanquinho) por trés
ciclos de cinco minutos cada, ocorrendo
troca da &ua entre os ciclos. Em seguida,
foram colocados em estufa de ventilagdo
forcada de ar, a 55°C, onde permaneceram
por 48 horas para posterior esfriamento,
pessgem e determinacdo da fibra em
detergente neutro (FDN).

O procedimento para a determinacdo da
fragdo soltvel consistiu em colocar em sacos
de nailon a mesma quantidade de amostra
utilizada para incubacéo, fechalos e colocd
los em banho-maria por uma hora a 38°C,
lavar em &gua corrente da mesma forma que
0s incubados e submeter a secagem em
estufa. A perda de peso foi considerada a
fracdo solivel (fracdo “@ do modelo de
MEHREZ et al., 1977).

A *“degradacdo potencial” foi considerada
aguelaem que ha estabilidade na degradacéo
do substrato no decorrer dos horérios de

490



Rev. Bras. Saude Prod. An., v.9, n.3, p. 488-496, jul/set, 2008

ISSN 1519 9940

incubacdo. Para o clculo da taxa de
degradacéo por hora, fragdo “c”, subtrairam
se da fragdo potenciamente degradavel a
parte sollvel (fracdo “a”) e ainsolUvel (parte
ndo degradada). A esses resultados foi
aplicado o logaritmo neperiano ‘In” e feita
uma regressao linear simples, utilizando-se
0s horarios de incubagdo para os valores de
“X” e 0 ‘In” dos valores de degradagéo para
“y'. A fracéo “c” foi considerada como o
valor da inclinagdo da reta obtida
(HUNTINGTON & GIVENS, 1995)

As amostras de liquido ruminal foram
coletadas no Ultimo dia de cada periodo, as
8:00 h(antes da suplementacdo) e as 10:00,
12:00, 14:00 e 20:00h (apb6s a
suplementacdo). A rotina obedeceu sempre a
mesma sequéncia dos animais, sendo feita
uma coleta em varios pontos do rimen, com
formacéo de uma  amostra de
aproximadamente 2kg, que foi prensada
através de saco de pano duplo para coleta de
duas amostras de 50mL, com o objetivo de
determinar o pH e a andlise da concentracdo
de N-NHz ruminal. O residuo foi devolvido
ao rimen do animal.

O pH das amostras foi medido
imediatamente ap0s a coleta do liquido.
Posteriromente, as amostras  foram
acidificadas com 3 gotas de H,SO4
concentrado, de forma que o pH
permanecesse abaixo de 5,5, e, em seguida
congeladas. Ao final do experimento, depois
do descongelamento, a concentracdo de N-
NHs ruminal foi determinada ap0s
destilacBo, segundo técnica descrita por
Fenner em 1965, adaptada por Viera (1980).
As andlises quimico-bromatolégicas do
suplemento concentrado, do feno de Coast-
cross e dos residuos de incubacéo dos sacos
de nailon foram feitas no Laboratorio de
Andlise de Alimentos da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria da UnB.
Foram avaliados os teores de MS, matéria
mineral (MM), proteina bruta (PB), fibra
bruta (FB) e extrato etéreo (EE), de acordo
com técnicas descritas pela “Association of
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Official Analytical Chemistry” — AOAC
(1990) e FDN, segundo recomendagdes de
Van Soest et a. (1991).

Para as variaveis pH e N-NH3; ruminal e
desaparecimento da MS e FDN, o
delineamento experimental foi o quadrado
latino, com os tratamentos correspondendo
as parcelas. Os horérios de determinagdo de
N-NH; rumina, pH e desaparecimento
corresponderam as subparcelas. As andlises
estatisticas das variaveis foram realizadas
por meio do programa SAS (1985)

RESULTADOSE DISCUSSAO

A suplementacdo com a enzima fibrolitica,
com a levedura ou com a asciacdo de
ambos nd influenciou (P>0,05) as
concentragbes de N-NHs; rumina. N&o
houve interagdo entre aditivos e horérios de
coleta (Tabela 2).

Observou-s, entretanto, diferenca (P<0,05)
do pH rumina entre a suplementacdo com
levedura e a associagdo enzima e levedura
(Tabela 2). Apesar & diferenca observada,
os vaores de pH estdo acima do limite
minimo de 6,2, em que ndo ha preguizo na
digetd da fibra, como assinalado por
Hoover (1986), e ndo havendo expectativa
para uma possivel ateracdo na fermentacéo
ruminal.

Como as dietas continham reduzido teor de
aclcar e amido fermentédvel, ndo houve
contribuicdo para o aumento de lactato com
consequente diminuic¢éo do pH. Logo, a agdo
das leveduras sobre o pH rumina ficou
prejudicada. Além disso, o possivel efeito da
levedura, que contribui para uma resisténcia
a queda no pH ruminal, estaria relacionado
a0 estimulo a protozo&rios que engolfam
muito rapidamente os grénulos de amido
(entodinomorfos) e liberam, como produtos
finais, écidos graxos voléteis, antes do
lactato (FONTY & CHAUCHEYRAS-
DURAND, 2006).
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Tabela 2. Vaores médios de N-NH3; (mg/dL) e pH ruminal obtidos mediante suplementacdo de
bovinos com enzimafibrolitica, levedura e associacdo enzima: levedura, e horarios

Aditivos
Parémetros  Controle . Enzimae VdorP CV (%)
Enzima Levedura |
evedura

N-NH3 17,407 18,872 17,407 17,407 09341 4890
pH 6,51™ 6,56™ 6,63 6,48" 00216 2,30
Parémetros HlorExios

8:00 10:00 12:00 14:00 20000 VaorP CV (%)
N-NH3 11,01° 2438% 2516 19,66° 864° 00001 2847
pH 6,49% 6,60% 6,632 6,56°* 6,43 00011 218

ab,c

Em experimento com novilhos que
consumiram dieta com relagdo volumoso e
concentrado de 70:30 e suplementados com
enzimas fibroliticas (celulase e xilanase)
Lewis et a. (1996), também ndo foram
notadas alteragcbes nos parametros ruminais
pH e N-NHjs,

A andlise de aguns estudos in vitro
sugeriram mudancas no metabolismo do
nitrogénio no rimen pelo uso da levedura
(CHAUCHEYRAS-DURAND et a., 2005).
Essa poderia influenciar o crescimento e a
atividade das bactérias proteoliticas no
rimen, pela limitacdo de sua agdo sobre
proteinas e peptideos, atraves da competicdo
por suprimento de energia e pelo efeito
inibitério sobre as peptidases (FONTY &
CHAUCHEYRAS-DURAND, 2006).
Verificouse diferenca (P<0,05) entre alguns
horérios de coleta para os valores médios de
N-NH3; rumina e, assim, uma ocorréncia de
maiores valores as 10 e 12 horas, ou sgja,
duas e quatro horas apds a suplementacao,
enquanto 0os menores vaores foram
observados as 8 e 20 horas (Tabela 2). Os
maiores valores de N-NH;3; rumind, logo nas
primeiras horas apés a dimentacdo, se
devem a maior solubilizagdo da proteina e
do nitrogénio ndo-protéico fornecidos aos
animais. Tais valores tendem a se reduzir a

M édias seguidas de letrasiguais nas linhas ndo diferem pel o teste de Tukey (P>0,05).

medida que aumenta o periodo pés
alimentacéo.

A concentragcdo média de N-NHz rumina foi
de 17,8mg/dL, bastante acima dos valores
tidos como limitantes & sintese microbiana,
oS quais, segundo Satter & Syter (1974),
seriam de 5mg/dL e para Van Soest (1994),
de 10mg/dL. Ainda asim, as concentragdes
de N-NHs rumina n&o limitaram a eficiéncia
de sintese microbiana.

Comportamento semelhante ao observado
paa o0 N-NH; rumina nos diferentes
horarios de coleta bi encontrado para o pH
do liquido ruminal, em que 0s menores
vaores foram verificados as 8 e 20 horas
(Tabela 2). A coincidéncia dos horérios para
os valores maximos de pH e de N-NHj;
ruminal se deve ao fato de, logo apls a
alimentacdo, a protedlise dos dimentos que
chegam a0 rumen levar a produgdo de N
NHs que, juntamente com a ruminagéo,
contribui para a neutralizacdo do meio
rumina e conseglentemente, para a
elevacdo do pH. Com o passar do tempo, a
medida que a atividade proteolitica
bacteriana vai  se reduzindo, ha diminuicdo
na liberacdo de N-NH; e conseqlente
reducdo da neutralizagdo do meio ruminal,
como foi observado &s 20 horas.

Ressdta-se que as diferencas observadas
para 0 pH ruminal, tanto em relacéo ao tipo
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de aditivo como aos horarios de coleta, sO
foram possiveis devido ao baixo coeficiente
de variacéo dos dados, de 2,3%.

N&o houve diferenca (P>0,05) entre os
aditivos, tampouco entre qualquer aditivo ou
sua associacdo em relagdo ao tratamento
controle, tanto para o desgparecimento da
MS como para o FDN (Tabelas 3 e 4).
Também nd houve interacdo dos
tratamentos com os tempos de incubac&o.
Porém, houve diferenca significativa entre os
tempos de incubacd. A medida que se
elevou 0 tempo de incubagdo, o
desaparecimento da MS e FDN aumentou,
sendo o0 desaparecimento  potencial
alcancado com 72 horas de incubagdo, para
ambeas as fragdes (Figuras 1 e 2).

Alguns estudos in vitro evidenciaram o
efeito da utilizacdo de leveduras sobre o
crescimento e a  dividade  dos
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microorganismos fibroliticos no rimen. As
leveduras poderiam aumentar a colonizagéo
da parede celular pelos fungos por meio do
suprimento de tiamina ou da retirada de
oxigénio do meio ruminal, melhorando o
ambiente para a maioria dos
microorgani Smos ruminais que sdo altamente
sensiveis ao oxigénio (FONTY &
CHAUCHEYRAS-DURAND, 2006).
Mediante avaliacdo das dietas compostas de
slagem de cevada e cevada gréo,
Beauchemin et a. (1999) verificaram
aumento de 588% para 61,7% na
digestibilidade total da FDN com a adi¢do de
enzimas, porém ndo notaram efeito sobre o
consumo e a digestdo ruminal dos nutrientes.
Os parémetros de degradacdo ruminal
descritos por Huntington & Givens (1995),
calculados paraa MS e FDN da forragem
s80 mostrados nas Tabelas 3 e 4.

—e— Controle —0— Enzima —— Levedura —=¥— Enzima e Levedura

\I
o
]

60 -

B O
o O
1 1

Desaparecimento daMS (%)
= DN W
o O O

0 4 T T T T T T

*l Q@

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Horasdei

ncubacgao

M édias seguidas de | etras iguais nédo se diferem pel o teste de Tukey (P>0,05)

Figural. Desaparecimento ruminal da matéria seca (MS) do feno de
Coast-cross (%) nos tempos de incubacdo, em novihos
recebendo diferentes aditivos
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Desaparecimento da FDN (%)

f Médias segquidas de letras iguais ndo se diferem pel o teste de Tukey (P>0,05)

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Horas de incubacéo
Fgura 2. Desaparecimento ruminal da fibra em detergente neutro (FDN) do

feno de Coast-cross (%) nos tempos de incubagdo, em novihos
recebendo diferentes aditivos

Tabela 3. Pardmetros de degradacdo da matéria seca do feno de Coast-cross obtidos com a
suplementacdo de bovinos com enzima fibrolitica, levedura e associacdo enzima-

levedura
5 Controle Aditivos Média
Parametros Enzima Levedura Enzima e levedura
a (%) 19,78 18,80 19,10 18,90 19,15
b (%) 41,80 42,46 42,67 41,38 42,08
¢ (%/hora) 454 459 3,97 4,15 4,31
DE (5%) 39,58 40,11 38,52 37,54 39,94

a — frac8o solavel; b — fragdo insolGvel potencialmente degradavel; ¢ — taxa constante de degradagdo; DE —
degradacéo efetiva a 5%/hora.

Tabela 4. Pardmetros de degradacdo da fibra em detergente neutro do feno de Coast-cross obtidos
com a suplementacéo de bovinos com enzima fibrolitica, levedura e associacdo enzima-

levedura
A Aditivos Média
Farametros Controle Enzima Levedura Enzima e levedura
b (%) 56,69 57,60 58,29 56,32 57,23
¢ (%/hora) 4,62 4,53 381 4,07 4,26
DE (5%) 27,02 27,35 25,04 23,99 25,85

b — frag&o insolUvel potencialmente degradavel; ¢ — taxa constante de degradacdo; DE — degradacéo efetiva.
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Considerou-se para as médias de todos os
tratamentos a constante “a” do modelo, que
representa a fracdo sollvel, e indicou-se que
aproximadamente 19,15% da MS da
forragem foi rapidamente solubilizada. A
fracdo “b” , correspondente a parte insolUvel
potencia mente degradavel, ficou ao redor de
42,08% da MS. Por fim, a taxa fraciona
constante de degradac&o, representada por
“c”, foi igud a 4,31%/hora. A soma das
fracOes “a” e “b”, cujo vaor foi de 61,23%,
representa a MS potencialmente degradavel
no rumen.

Paraa FDN, afracdo b foi igua a59,23% da
fibra e, com taxa fracional constante de
degradacéo “c”, correspondeu a 4,26%/hora.
A degradacéo efetiva (DE), com taxa de
passagem de 5%, foi de 39,94% e 25,85%
paraaMS e FDN, respectivamente.

O fornecimento da enzima fibrolitica, das
leveduras e de sua associacdo neste
experimento foi superior ao recomendado
pelo fabricante, o que assegurou que néo
houvesse limitagdo do efeito do aditivo pela
guantidade fornecida. Mas, entdo, por que
as leveduras e enzimas fibroliticas néo
tiveram efeito no presente  estudo?
Inicialmente, verificouse que as condigdes
do ambiente ruminal, como as concertragoes
de N-NH; e pH, foram Gtimas para as
bactérias fibroliticas, 0 que proporcionou
uma competicdo pelo substrato e fez com
gue a contribui¢do das enzimas ficasse muito
diluida. Em experimento para avaiar o
efeito de diferentes métodos de aplicagdo das
enzimas fibroliticas sobre as caracteristicas
digestivas de novilhos Lewis et a. (1996)
ndo observaram efeito de enzimas fornecidas
via canula ruminal, em comparacdo ao
fornecimento direto sobre a forragem. As
enzimas poderiam ter sido digeridas ou
suspensas na fase fluida do conteldo
ruminal, e eliminadas do rimen antes de um
contato suficiente com as particulas de
alimento para hidrolise.

A suplementacdo de dietas de bovinos com
enzimas fibroliticas, leveduras ou a

http://www.r bspa.ufba.br

associacdo enzima e levedura néo influencia
0 nitrogénio amoniaca no liquido de rumen
A associacdo de enzima fibrolitica e
levedura promove queda no pH, porém os
vaores permanecem na faixa de
normalidade do ambiente ruminal. Ndo ha
influéncia no desaparecimento da MS e FDN
do feno, apds a suplementagdo.
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