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APLICACAO DE EXTRATOS ENZIMATICOS FUNGICOS NA ENSILAGEM DO
MILHO

RESUMO - Obijetivou-se produzir enzimas fibroliticas por fermentacdo em
estado solido com os fungos Trichoderma reesei e Thermoascus aurantiacus e
avaliar a ensilagem do milho com adicdo de doses dos extratos enzimaticos
produzidos (0; 143,4; 286,8 e 573,6 U CMCase/Kg de matéria natural e 0; 1800,9;
3601,8 e 7203,6 U CMCase//lKg de matéria natural, respectivamente), em
delineamento interamente casualizado, com quatro repeticbes para cada
tratamento. Avaliou-se o valor nutritivo da forragem antes da ensilagem e apdés a
abertura dos silos. Apds 168h de fermentacdo, em substrato contendo bagaco de
cana-de-acucar e farelo de trigo (1:1), foi retirado cada extrato enzimatico bruto. O
extrato do fungo T. reesei continha 14,34 U/mL de CMCase, 1,03 U/mL de p—
glicosidase, 74,60 U/mL de Xilanase e 0,48 U/mL de B—xilosidase e do T.
aurantiacus continha 180,91 U/mL de CMCase, 6,02 U/mL de B-glicosidase,
719,98 U/mL de Xilanase e 0,17 U/mL de B—xilosidase. A adicdo dos extrato
enzimaticos dos fungos T. reesei e T. aurantiacus, possibilitou queda na
recuperacao de matéria seca, com Y=96,02-0,1205x (R2=0,48) e Y=95,625—
0,1262x (R2=0,56), aumento nas perdas por gas com Y=23,27+0,0843x (R2=0,29)
e Y=19,983+0,2863x (R2=0,39) e queda no teor de N-NH3/NT com Y=3,9243-
0,0434x (R2=0,54) e Y=3,355-0,141x+0,0028x2 (R2=0,56) respectivamente.
Também se observou menor recuperacdo de FDN com Y=72,611-0,1247x
(R?=0,52) e Y=74,819-0,1683x (R?=0,50) e FDA com Y=89,841-0,2642x
(R2=0,53) e Y=97,181-0,3717x (R2?=0,72) para os fungos T. reesei e T.
aurantiacus, respectivamente. Como consequUéncia propiciou menores valores de
DIVMS com Y=75,364-0,1034x (R?=0,51) para o T. aurantiacus. Esses valores
podem ser atribuidos pela atuagdo das enzimas presentes no extrato, removendo
barreiras estruturais, com um maior aproveitamento do contetdo celular pelas
bactérias fermentadoras no material ensilado.

Palavras-chave: digestibilidade, enzimas, forragem, fungos.
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APPLICATION OF FUNGI ENZYMATIC EXTRACTS IN THE CORN ENSILING

ABSTRACT — The aim of this research is to product fibrolitic enzymes by
solid state fermentation with Trichoderma reesei and Thermoascus aurantiacus
fungi and to analyze the corn ensiling with crescent concentrations of enzymatic
extracts produced (0; 143,4; 286,8 e 573,6 U CMCase/Kg of wet material and 0O;
1800,9; 3601,8 e 7203,6 U CMCase//Kg of wet material, respectively), in
delineation completely casualized, with four replications for each treatment. We
evaluated the  nutritional value of forage was measured before and after
opening silos. After 168h of fermentation using sugar cane bagasse and wheat
bran (1:1) as substrate it was collected each crude enzymatic extract. The T.
reesei crude extract contained 14,34U/ml of CMCase, 1,03 U/mL of B—glycosidase,
74,60 U/mL of Xylanase and 0,48 U/mL de B—xylosidase. The T. aurantiacus crude
extract contained 180,91 U/mL of CMCase, 6,02 U/mL of B—glycosidase, 719,98
U/mL de Xylanase and 0,17 U/mL de B—xylosidase. The addiction of fungus
enzymatic extract of T. reesei and T. aurantiacus enabled the overthrow in the
recuperation of dry matter, with Y=96,02-0,1205x (R?=0,48) and Y=95,625-
0,1262x (R2=0,56), increase in waste by gas with Y=23,27+0,0843x (R?=0,29) and
Y=19,983+0,2863x (R?=0,39) and downfall in the N-NH3/NT content with
Y=3,9243-0,0434x (R2=0,54) and Y=3,355-0,141x+0,0028x2 (R2=0,56)
respectively. Furthermore, it was observed less recuperation of NDF with
Y=72,611-0,1247x (R2=0,52) and Y=74,819-0,1683x (R2=0,50) and ADF with
Y=89,841-0,2642x (R2=0,53) and Y=97,181-0,3717x (R?=0,72) for T. reesei and
T. aurantiacus, respectively. As a consequence, it propitiated lower values of
DIVMS with Y=75,364-0,1034x (R2=0,51) for T. aurantiacus. These values may be
attributed by the action of the enzymes present in crude extract, removing
structural barriers, with a major use of the cellular content by bacteria in the silage
material.

Keywords: digestibility, enzymes, forage, fungi.



1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Nos sistemas de producdo de ruminantes, grande parte (40 a 90%) das
exigéncias nutricionais é atendida por meio de volumosos. Em algumas regifes do
pais, os rebanhos destinados a producéo de carne e leite dependem de forragens
conservadas para o suprimento de nutrientes durante os periodos de escassez de
alimentos.

O aproveitamento de alimentos fibrosos pelos ruminantes, esta relacionado
a sintese e secrecao de enzimas pelos micro-organismos do rimen, promovendo
a hidrélise da parede celular das plantas. Entretanto, a conversédo dos alimentos,
especialmente os fibrosos, para producéo de carne e leite tem sido pouco eficiente
(VARGA & KOLVER, 1997), refletindo a necessidade de novos programas
biotecnologicos de alimentagdo animal com o objetivo de maximizar a utilizacao
dos nutrientes.

A aplicacdo de enzimas fibroliticas exdgenas na alimentacdo dos
ruminantes sdo alvos de estudos (BEAUCHEMIN et al., 1999; HRISTOV et al.,
2000), sendo que as enzimas fibroliticas poderiam potencializar a degrada¢éao dos
polissacarideos estruturais juntamente com as enzimas produzidas pelos micro-
organismos do rumen, estimulando a taxa de degradacao da fibora (NEWBOLD,
1997).

Entretanto, as inUmeras variagcdes quanto a padronizacdo das preparacoes
enzimaticas e formas de aplicacdo, entre outras, proporcionam resultados
inconsistentes, tornando dificeis a avaliacdo e comparacéo do efeito das enzimas
sobre a fermentacdo da silagem e o desempenho de animais (LOURDES et al.,
2005).

Desta forma, dentre as diferentes estratégias de aplicacdo, o presente

trabalho avaliou a adicdo das enzimas antes da ensilagem.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Silagem de milho

O processo de ensilagem € uma alternativa muito empregada nos sistemas
de criacdo animal. Consiste na preservacao de forragens umidas, recém-colhidas,
por meio de um processo fermentativo, baseado na producéo de acidos organicos,
principalmente o acido latico, a partir de acucares sollveis, o que promove
reducdo do pH e, consequentemente, inibicdo de micro-organismos deletérios
indesejaveis.

Assim, a anaerobiose e a queda do pH sdo os fatores responsaveis pela
preservacdo da forragem estocada, fazendo com que 0S micro-organismos
capazes de deteriorar a silagem sejam inibidos pelo efeito dos acidos produzidos
durante a fermentacdo (DRIEHUIS et al., 1999; PAHLOW et al., 2003).

O milho é a cultura padrédo para ensilagem, pela tradicdo no cultivo, pela
elevada produtividade e pelo bom valor nutricional. Assim, a silagem de milho &
uma alternativa de alimento volumoso fundamental na cadeia produtiva intensiva
tanto de bovinos de corte ou leite, em funcdo dos indices de produtividade da
cultura, da estabilidade de producdo, do valor nutritivo e da concentracdo de
energia (NEUMANN, 2006).

Inimeros fatores afetam a qualidade da silagem de milho e, sem duavida,
um dos principais refere-se as caracteristicas quimicas da planta a ser ensilada.
Desta forma, tem-se que os carboidratos sollveis da planta afetam a qualidade da
silagem, influenciando diretamente o processo de fermentagcdo, enquanto o
conjunto de carboidratos estruturais e nao estruturais tem marcada influencia no
processo digestivo do animal

Quanto aos fatores ligados a acidificacdo da massa, eles sdo obtidos
quando ocorre predominantemente fermentacdo homolatica e podem ser
alcancados com facilidade na cultura do milho, devido a alta concentracdo de

carboidratos soluveis, baixo poder tamponante e umidade (ALLEN et al., 2003).



2.2. Composicao da parede celular de forrageiras

A parede celular € classificada como um conjunto de polimeros em que as
microfibrilas de celulose séo envolvidas por hemiceluloses, sendo este dominio
imerso em uma matriz de polimeros pécticos, a qual “preenche” todo o sistema
(BUCKERIGE et al,. 2000). Paciullo (2002) classifica quimicamente a parede
celular como uma matriz complexa composta por proteinas, complexos fendlicos,
agua, minerais e polissacarideos como celulose, hemiceluloses e pectina. Sua
composi¢cao quimica varia com o tipo de material.

Os carboidratos sdo, geralmente, unidos a lignina por ligacdes de
hidrogénio, mas também por algumas ligacbes covalentes, essas ligacdes sdo
bastante fortes, resultando em uma estrutura de dificil degradacao (LEE, 1997)
(Figura 1). A dificuldade na degradacéo da lignocelulose esta associada, também,
a composicdo aromética da lignina que ao ser decomposta, forma compostos
bastante toxicos, como furfural e hidroximetilfurfural (MUSSATO & ROBERTO,
2004).



Figura 1. Estrutura do material lignocelulolitico. A) celulose — homopolimero formado por
moléculas de B-D-glicose (hexose). B) Hemicelulose — constituida por pentoses.
C) Lignina — formada pelos precursores alcool p-comarilico, alcool conferilico e
alcool sinapilico (GRAMINHA et al., 2008).

2.2.1. Celulose

A celulose € um homopolimero linear de B-D-glicose unido por ligacdes
B(1—4) que foi descoberto e isolado pela primeira vez por volta de 1850 e desde
entdo muitos estudos foram realizados (O’SULLIVAN, 1997). Na natureza
corresponde a cerca de 40% do peso seco total das plantas superiores e € 0
composto organico mais abundante (PALMA-FERNANDEZ, 2002).

Sua composicdo varia de 8000 a 12000 residuos de glicose/cadeia,
aproximadamente, e cada molécula relaciona-se com a seguinte por um angulo de
180° através da ligacdo B(1—4) e por ligacdes de hidrogénio entre o oxigénio do
anel, e o grupamento hidroxila na posicao 3 da molécula seguinte, e entre as
hidroxilas das posi¢cdes 2 e 6, conformacdo esta que permite que longas cadeias
lineares sejam formadas (DA-SILVA et al., 1997; NELSON; COX, 2004; PALMA-
FERNANDEZ, 2002) — Figura 2.



Figura 2: Estrutura quimica da celulose mostrando a ligacdo B(1-4) entre os mondmeros
B-D-glicose e as ligacbes de hidrogénio que contribuem para insolubilidade e
resisténcia do homopolimero (BUCKERIDGE et al., 2008).

As fibras de celulose séo divididas em regides cristalinas, de dificil
degradacdo e regibes amorfas. As regibes cristalinas sdo formadas pela
configuracdo paralela das cadeias lineares, o que resulta na formacao de pontes
de hidrogénio intermoleculares, contribuindo para a insolubilidade da celulose e
sua baixa reatividade, ao mesmo tempo tornando-a mais resistente a hidrolise
acida, dificultando a entrada de 4gua e modificando a elasticidade das fibras (DA-
SILVA et al., 1997; BOBBIO; BOBBIO, 2003; NELSON; COX, 2004).

2.2.2. Hemicelulose

O termo hemicelulose foi primeiramente introduzido por Schulze (1891)
para a fracdo isolada ou extraida de plantas que é soluvel em A&lcali. S&o

heteropolimeros de xilose, galactose, manose, arabinose e outros tipos de



aclcares e é&cidos urbnicos. E o maior polissacarideo estrutural das células
vegetais e o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, calcula-se que
esteja entre as trés maiores fontes de carbono organico renovavel (BEG et al.,
2001; COLLINS et al., 2005; KATAPODIS et al., 2006).

A xilana € o principal e mais abundante polissacarideo componente da
hemicelulose, trata-se de um complexo polissacaridico composto por uma
estrutura principal de residuos de D-xilanopiranosil unidos por ligacdes [(-1,4-
glicosidicas e ramificacdes de grupos o-acetil, a-L-arabinofuranose, acido 4-O-
metil-a-D-glucopiranosil, podendo ainda conter residuos de acido ferulico e
coumarico esterificados — Figura 3 (BEG et al., 2001; HALTRICH, et al., 1996).

Figura 3. Estrutura quimica que pode ocorrer nas xilanas mostrando a ligacdo B 1,4-
glicosidica entre os monémeros D-xilanopiranosil e os grupos radicais o-acetil, a-
L-arabinofuranosil, acido 4-O-metil-a-D-glucopiranosil, &cido ferdlico e
coumarico.



2.2.3. Lignina

A lignina (Figura 4) é o segundo composto mais abundante na natureza,
depois da celulose e hemicelulose, sendo considerada uma macromolécula
amorfa, resultante da condensacdo de unidades fenilpropandides (alcool
coniferilico, &lcool sinapilico e alcool p-cumarilico) derivadas de fenilalanina,
conectadas por diferentes ligacdes éter (C-O-C) e carbono-carbono (C-C)
(HIGUCHI, 2004; PAPINUTTI; FORCHIASSIN, 2007; HENDRIKS; ZEEMAN,
2009).

OHy

Figura 4. Estrutura da lignina encontrada em gimnospermas. Nas angiospermas, as
unidades fenolpropandides apresentam dois grupos metoxil em posicéo orto em
relac&o ao oxigénio (PEREZ et al., 2002).

A principal funcdo da lignina é dar resisténcia as plantas contra ataques de
enzimas produzidas por fitopatdgenos, ao estresse oxidativo além de conferir
rigidez aos tecidos vegetais (SANDGREN et al. 2005; HENDRIKS; ZEEMAN,



2009). Ela é depositada na rede de carboidratos da parede celular secundaria das
plantas, durante o seu crescimento (SANDGREN et al., 2005). Mesmo apés a
morte da planta, a lignina continua dificultando o acesso dos micro-organismos
decompositores as suas fontes de celulose e de hemiceluloses (LEONOWICZ et
al., 1999).

2.3. Enzimas que degradam material lignoceluldsico

As enzimas desempenham a funcdo de -catalisar as reagbes nos
organismos e, com excecao de alguns RNAs (ribozimas), todas as enzimas sao
proteinas. Estas proteinas apresentam varias propriedades que as tornam
atrativas em processos industriais como alta atividade catalitica em comparacéo
com os catalisadores convencionais (DALLA-VECCHIA; et al., 2004) e alta
eficiéncia em condi¢des reacionais consideravelmente brandas de temperatura,
pH e pressédo, exigindo menor consumo energético e minimizando a degradacao
térmica dos produtos finais. Além disso, em funcéo da seletividade enzimatica é
possivel a obtencdo de produtos especificos, que dificilmente seriam obtidos por

reacdes quimicas convencionais (GUNSTONE, 1999).

2.3.1. Celulases

A producédo de celulases por microorganismos ocorre, principalmente, por
bactérias e fungos filamentosos, havendo poucos relatos de producdo por
leveduras (SANDGREN et al., 2005).

A hidrolise enzimatica de material celulésico até glicose envolve a acgéo
sinergistica de no minimo trés diferentes enzimas: endoglucanase (EC 3.2.1.4),
exoglucanase (EC 3.2.1.91) e a [B-glicosidase (EC 3.2.1.21) (DA-SILVA et al.,
1997; PALMA-FERNANDEZ, 2002).



Endoglucanase ou endo- B -1,4-glucanase (EC. 3.2.1.4) hidrolisa as
cadeias ao acaso, atacando os polimeros internamente, resultando em uma rapida
reducdo no tamanho da cadeia ou grau de polimerizacdo (DA-SILVA, 1992).
Essas enzimas hidrolisam a celulose amorfa e celuloses modificadas
guimicamente (soltveis), como a carboximetilcelulose e hidroxietilcelulose (HEC)
(LI et al., 2005).

Exoglucanase, ou exo- 3 -1,4-glucanase, ou celobiohidrolase (EC. 3.2.1.91)
atua sobre a celulose cristalina, removendo unidades de celobiose a partir de
extremidades (DA-SILVA, 1992).

As [B-glucosidases (EC 3.2.1.21) (celobiase) por sua vez, hidrolisam
celobioses e, em alguns casos, outros oligossacarideos curtos a glicose
(MAHESHWARI et al, 2000; MARTINS et al, 2008; FUKUDA et al, 2009).
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Figura 5. Representacdo esquematica da acdo sinergistica das celulases (DA-SILVA,

1992).

2.3.2. Xilanases

Sdo enzimas que tem como substrato a xilana. A degradacdo enzimatica

completa de uma molécula de xilana nativa requer a acédo de varias enzimas. As 3

-1,4-endoxilanases quebram as ligagBes glicosidicas internas do esqueleto da

heteroxilana, resultando em uma reducdo no grau de polimerizacdo do substrato.

Os xilooligossacarideos sao os principais produtos formados pela acdo dessa

enzima. As [ -xilosidases s&do exoglicosidases que hidrolisam pequenos
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xilooligossacarideos e xilobiose, a partir da extremidade n&o redutora, para liberar
xilose. Também importantes sdo as [ -L-arabinofuranosidases: dois tipos de
arabinases, a exo- [ -L-arabinofuranosidase, que hidrolisa as ligacdes das
ramificacdes de arabinoses, e a endo-1,5- B -L-arabinofuranosidase, que € ativa
apenas proxima as arabinoses lineares. Outras enzimas que também agem na
hemicelulose sdo: B -D-glucuronidases, esterases acetilxilana, e esterases acidas
ferulicas (POLIZELI et al., 2005) - Figura 6.

a-4-0-Me-GleA

A [Acetyl Xylan Esterase |
Eldo: Ianase

AN

B-Xylosidase

Figura 6. (A) Enzimas xilanoliticas envolvidas na degradacao da xilana. Ac: grupo acetil;
a-Araf: a arabinofuranosideo; a -4-O-Me-GIcA: acido a -4-O-metilglicuronico. B)
Hidrolise dos xilooligossacarideos pela B —xilosidase (SUNNA; ANTRANIKIAN,
1997).

2.4. Producédo de Enzimas por Fermentacdo em Estado Sdlido (FES)

Em termos industriais, aceita-se a denominacéo fermentagdo ou processo

fermentativo para caracterizar qualquer transformacdo intermediada por um
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microorganismo atraveés de uma sequéncia de reacdes bioquimicas. Assim, séo
considerados, também, processos fermentativos, as transformagdes envolvendo
respiragdo microbiana, biossintese, fotossintese e respiracdo com substratos
inorganicos. (BARROS et al., 2002)

A fermentacdo em estado sélido (FES) € definida como aquela que envolve
0 crescimento de um microrganismo sobre um substrato solido, que pode ser
usado como fonte de carbono e energia ou apenas como suporte inerte, com
minima quantidade de agua livre entre as particulas (GUTIERREZ-ROJAS;
FAVELA-TORRES, 1992; CANNEL; MOO-YONG, 1980; LONSANE et al, 1992;
MITCHELL et al, 2002; PANDEY, 2002).

A FES tem se apresentado como uma alternativa valida para a producéo de
enzimas por fungos filamentosos visto a possibilidade de se reproduzir as
condicbes de crescimento deste tipo de microrganismo e o baixo valor econdmico
necessario.

Com o advento das inovacdes biotecnologicas, principalmente na area de
enzimas e tecnologia de fermentacdo, muitos caminhos novos tém sido abertos
para a aplicacdo da FES. Ela ocupa um enorme potencial para a producéo de
varias enzimas, e pode ser de especial interesse, principalmente nos processos
onde o produto fermentado bruto possa ser usado diretamente como fonte de
enzimas. Alem do mais, ela faz uso de substratos facilmente disponiveis e de
baixo custo, podendo se tornar economicamente vantajosa para aplicacdo na
producdo pecuaria bovina.

Apesar de atrativa e vantajosa, a FES apresenta desvantagens na
ampliacdo de escala, no controle dos parametros do processo fermentativo (pH,
temperatura, umidade e crescimento celular), apresenta baixa homogeneidade e
necessita de volumes relativamente grandes de in6culo. O principal problema
associado a ampliacdo de escala na FES é a remocdo do calor gerado pelas
atividades metabdlicas dos micro-organismos. As altas temperaturas nos
processos fermentativos podem comprometer o metabolismo microbiano e
desnaturar enzimas, de modo que o controle desta variavel € chave para ter um

processo estavel e de produtividade elevada (RANI et al., 2009).
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Os micro-organismos surgem como a melhor alternativa na producdo de
enzimas, em funcéo da variedade de espécies e linhagens, permitindo a obtencéo
de enzimas com caracteristicas diversificadas, as quais podem ser aplicadas nas
mais variadas condic¢des fisico-quimicas, permitindo que cada processo possa ter
um tipo de enzima que melhor se adapte a ele (STOLP, 1988; MADIGAN et al.,
2004).

Os fungos filamentos sdo considerados melhor adaptados ao processo de
FES porque tém facilidade de acesso ao substrato, uma vez que as hifas do
micélio penetram nos tecidos vegetais melhor do que bactérias e actinomicetos e
dessa forma, tém acesso ao conteudo celular indisponivel para outros micro-
organismos do mesmo ambiente. A colonizacdo se da pelo crescimento das hifas

na superficie externa e interna das particulas (SANTOS et al, 2004).

2.5. Utilizacao de residuos para producao de enzimas

Diante da possibilidade de se utilizar enzimas como aditivos em
suplementos e racgdes, uma varidvel importante € o custo das mesmas.
Considerando-se que os processos de producao ainda sao bastante onerosos, e
que o meio de fermentacdo é um dos componentes importantes para preco final
do produto, faz-se necesséria a busca de substratos de baixo custo e alto
rendimento para o processo fermentativo.

Uma vez que o interesse pela produgéo de enzimas por fermentacéo solida
tem crescido significativamente no mundo, acompanhada pela crescente
importancia industrial das enzimas, o uso deste tipo de fermentacdo, associado ao
aproveitamento de substratos facilmente disponiveis e de baixo custo, como 0s
residuos agroindustriais, pode tornar essa técnica economicamente vantajosa
para aplicacdo na producao pecudria bovina. Para os paises subdesenvolvidos, ou

em fase de crescimento, onde a crise atual e a globalizacdo da economia mundial
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ndo permitem que todo o setor agropecuario acompanhe evolugcéo biotecnologica,
estes processos apresentam uma oportunidade a ser considerada.

A FES é uma das técnicas que utiliza residuos agroindustriais como
substrato, inclusive alguns autores ressaltam que a principal caracteristica da FES
€ a utilizacdo desses residuos, o que resulta na reducdo do custo, devido a
disponibilidade e baixo valor, além da importancia ambiental de se dar uma
destinacdo adequada aos residuos (CASTILHO et al., 2000; SOARES et al.,
2000).

Diversos produtos podem ser utilizados como substrato para producédo de
enzimas, entre eles, palha de arroz e de trigo, farelos de trigo, milho e arroz;
bagacos de cana-de-agUcar e laranja, residuo de banana e espiga de milho,
(GRAMINHA et al., 2008; MARTINS, 2006).

Na FES, além da funcdo de fornecer nutrientes, o substrato é utilizado
como suporte para 0 crescimento microbiano (LEE, 1997; MARTIN, 2006;
DILLON, 2004). O substrato que € capaz de fornecer todos nutrientes é chamado
de substrato ideal, porém a maioria dos substratos necessita da adicdo de
nutrientes para o desenvolvimento de micro-organismos (PALMA, 2003).

Outro fator importante na selecdo do substrato é o tamanho das particulas,
as particulas pequenas oferecem maior superficie de contato, possibilitando maior
acesso do microrganismo aos nutrientes, mas dificulta a aeracéo e disponibilidade
de oxigénio entre os graos, limitando o crescimento microbiano, ja as particulas
grandes oferecem 0 oxigénio necessario ao microrganismo, mas dificulta o acesso
do microrganismo ao interior dos graos, limitando a superficie de contato do

substrato e dificultando a transferéncia de massa (PALMA, 2003).

2.6. Aplicacdo de enzimas na nutricdo animal

De acordo com Newbold (1997), as enzimas fibroliticas poderiam

potencializar a degradac¢do dos polissacarideos estruturais juntamente com as
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enzimas produzidas pelos micro-organismos do rumen, estimulando a taxa de
degradacéao da fibra.

Considerando que nem todos os sitios de ligagdo do substrato disponiveis
para a atuacao das enzimas microbianas estejam ocupados, 0 aumento na
concentracao de enzimas (celulase e xilanase) poderia proporcionar aumento na
taxa de digestdo da parede celular no ramen com o auxilio da atividade
microbiana (DEHORITY & TIRABASSO, 1998).

Morgavi et al. (2000), avaliando o efeito da combinacdo de enzimas
microbianas e extraidas do fungo Trichoderma longibrachiatum na degradacédo da
silagem de milho, observaram que a complexidade da estrutura quimica da
silagem de milho causou variacbes nas respostas com a combinacdo destas
misturas enziméaticas. Segundo esses autores, a celulase seria mais limitante na
degradacao da fibra da silagem de milho que a xilanase.

A reducdo dos conteudos de fibra em detergente neutro e de fibra em
detergente &cido da forragem ensilada pela adicdo de enzimas fibroliticas € uma
das vantagens a ser destacada, tendo em vista a possibilidade de aumento da
ingestdo e da eficiéncia da digestdo de matéria seca, quando oferecida aos
ruminantes (CYSNEIROS et al., 2006).

3. OBJETIVO

Produzir extratos enzimaticos brutos de origem fangica por fermentacdo em

estado solido, aplicar na ensilagem do milho e avaliar o efeito das enzimas na

fermentacéo e digestibilidade da silagem.

Objetivos especificos

e Produzir celulases e xilanases com os fungos Trichoderma reesei e

Thermoascus aurantiacus.
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e Aplicar os extratos enzimaticos durante a ensilagem e determinar
modificacbes no processo fermentativo, composicdo quimica e
digestibilidade das silagens de milho..

e Avaliar qual dose dos dois extratos enzimaticos produzidos é
necessaria para melhorar o processo fermentativo, composi¢ao

guimica e digestibilidade da silagem de milho.

4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi dividido em duas fases. A primeira realizada no Laboratorio
de Bioquimica e Microbiologia Aplicada, IBILCE — Unesp, campus de Sao Jose do
Rio Preto, onde os extratos enzimaticos foram produzidos. A segunda fase no
Pb6lo Regional de Desenvolvimento Tecnoldgico dos Agronegécios da Alta
Mogiana, localizado no municipio de Colina — SP, onde as enzimas foram
aplicadas na ensilagem do milho e foram realizadas as avaliacdo da silagem apos
abertura dos silos.

4.1. Micro-organismos

Para a producdo dos extratos enzimaticos foram utilizados o fungo
mesofilico Thichoderma reesei QM9414 (Figura 7) e o fungo termofilico
Thermoascus aurantiacus CBMAI756 (Figura 8) pertencentes a colecdo de
culturas do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada, IBILCE -
UNESP/S&0 José do Rio Preto.



17

A cultura pura utilizada foi mantida por repiques sucessivos em meios de
cultura descritos abaixo, mantida em incubador tipo B.O.D. até crescimento visivel
do micélio e entdo conservada em solucao glicerinada e criopreservadas (- 80 °C).
Quadrados com aproximadamente 0,5 cm de tamanho foram mantidos em solugéo
de 10% de glicerina dentro de criotubos em freezer a -80°C.

Durante as fermentacdes o meio de cultura utilizado para o crescimento e
manutencdo do T. reesei foi 0 meio Potato Dextrose Agar (PDA) e para o T.
aurantiacus foi utilizado o meio Saboraud. Os fungos foram mantidos em tubos de

cultura nos meios descritos acima sendo que o T. reesei foi conservado em

camara fria a 6 °C e o T. aurantiacus permaneceu em temperatura ambiente.

A
.

___—-4

Figura 7. Thichoderma reesei QM9414 crescido em placa no meio PDA.
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Figura 8. Thermoascus aurantiacus CBMAI756 crescido em placa no meio Saboraud.

4.2. Substratos para a fermentacdo em estado solido (FES)

Foi utilizada uma mistura de bagaco de cana-de-acucar (50%) e farelo de
trigo (50%) na matéria seca, como substrato para a FES. Os materiais foram
lavados em &gua corrente para retirar impurezas, secos a 55 °C até peso
constante. O bagaco de cana foi moido com granulometria aproximada de 5 mm e
peneirado e o farelo de trigo apenas peneirado para padronizacdo. Os materiais
foram esterilizados em autoclave a 120 °C, por 20 minutos.

4.3. Obtencéo do extrato enzimatico pela FES

Para o preparo dos pré-inoculos foram adicionados 50 mL de meio de
cultura em erlenmeyer de 250 mL. O fungo T. reesei foi cultivado a 28 °C em meio
PDA (Potato Dextrose Agar) por 5 dias e o T. aurantiacus foi cultivado a 50 °C em

meio Saboraund, durante 3 dias (Figura 9 e 10). Ap6s o crescimento dos fungos
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foram adicionados 100 mL de solucdo nutriente (Tabela 1) e foi feita raspagem
com auxilio de al¢a de inoculagéo.

Figura 10. Pré-inoculos do fungo Thermoascus aurantiacus.
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A FES ocorreu em sacos de polipropileno autoclavados, contendo um
arame em forma de “mola” dentro de cada saco, para evitar a compactacdo do
substrato e uma rolha de algoddo na ponta para a troca gasosa. Cada saco
continha 5 g do substrato (bagaco de cana + farelo de trigo) com 20 mL dos
indculos (solucdo nutriente + microrganismo).

As fermentacdes foram realizadas na temperatura descritas acima, porém,
foram realizadas com sete dias de cultivo (pico de producédo da enzima CMCase)
(Figura 11). Apos este periodo, foram adicionados 40 mL de agua destilada ao
material fermentado, sendo homogeneizado, macerado e posteriormente agitado
por 30 minutos a 150 rpm. O material foi filtrado e centrifugado a 10000 xg durante
20 minutos, a 5°C e os sobrenadantes utilizados como solugbes enziméaticas

brutas.

Tabela 1. Solucéo nutriente.

Nutriente (9/1)

(NH,4)SO, (Sulfato de amonio) 3,5
KH,PO, (Fosfato de potassio) 3,0
MgS0O,.7H,0 (Sulfato de magnésio) 0,5
CacCl, (Cloreto de calcio) 0,5
Tween 80 10

O pH da solugéo foi ajustado para 5,0. Foi utilizada adgua destilada.
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Figura 11. Micro-organismos crescidos no substrato antes da retirada dos extratos
enzimaticos.

Ap6s a obtencdo do extrato enzimatico, o mesmo foi submetido a um
sistema de filtragcdo Quixstand Benchtop (Amershan Biosciences, Sweeden) com
membrana de corte de 10 kDa, afim de aumentar as concentragfes de enzimas no

extrato pela retirada de agua.

4.4. Determinacédo da atividade das celulases

A atividade de endoglucanase (CMCase) foi determinada em mistura de
reacdo contendo 0,1 mL do extrato enzimético bruto e 0,9 ml de uma solucdo de
4,0% de carboximetilcelulose (CMC) em tampéo acetato 0,2 M e pH 5,0. Apés a
incubacdo, em temperatura de 60 °C por 10 minutos, a reagdo foi interrompida
com gelo e com adicdo de ADNS. Apds banho de ebulicdo os aclcares redutores
foram quantificados pelo método ADNS (MILLER, 1959). Uma unidade de
atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

liberar 1 umol de glicose por minuto nas condi¢fes de ensaio.
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Para a atividade de B-glicosidase a mistura de reacdo foi composta de 50
ML do extrato enzimético bruto, 250 yL de 4-nitrofenol-D-glicopiranosideo 4 mM
(PNPG, Sigma Co.) e 250 uL de solucéo tampéo acetato 0,1 M e pH 5,0. Apés a
incubacao, em temperatura de 60 °C por 10 minutos a reac¢ao foi interrompida com
gelo e pela adicdo de 2,0 mL de Na,CO; 2M, e o nitrofenol liberado foi
guantificado por espectrofotometria na regiao do visivel em 410 nm. A atividade
enzimatica foi determinada por curva padrdo de nitrofenol. Uma unidade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1

pumol de nitrofenol por minuto de reacgéo.

4.5. Determinacdo da atividade das xilanases

A atividade xilanase foi medida em mistura de reacédo contendo 0,1 mL do
extrato enzimético bruto e 0,9 ml de uma solucdo de 1,0% de xilana “birchwood”
(Sigma) em tampéao acetato 0,2 M e pH 5,0. Apos a incubacédo, em temperatura de
60 °C por 10 minutos, os agucares redutores foram quantificados pelo método
ADNS (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de xilose por minuto nas
condicdes de ensaio.

A atividade de B-xilosidase foi medida por procedimento idéntico a atividade
da B-glicosidase, exceto o substrato que foi substituido pelo 4- nitrofenol-D-

xilopiranosideo 4 mM (PNPX, Sigma Co.).

4.6. Ensilagem e avaliacdo da silagem

Esta fase foi desenvolvida com o objetivo de subsidiar com informacfes

basicas, as alteracdes na composi¢ao quimica, digestibilidade, perdas durante o



23

processo fermentativo apdés o processo de armazenamento com adicdo das

enzimas.

4.7. Ensilagem

O hibrido utilizado foi Biomatrix 502, sendo que a ensilagem foi realizada
quando o milho atingiu 34% de matéria seca. Foram confeccionados 28 silos
experimentais, sendo 7 tratamentos e 4 repeticdes. Os silos experimentais
utilizados foram baldes de plastico com capacidade de 18,5 litros e no fundo dos
silos foram colocados 7 kg de areia seca, separada da forragem por um tecido de
néilon, para quantificacdo do efluente produzido. Os bales foram fechados com
tampa plastica e lacrados com fita adesiva.

Foram utilizados soquetes para a compactacao da forragem alcancando a
massa especifica média de 570 kg de matéria natural por metro cubico.

A planta foi cortada, picada e acondicionada de maneira uniforme sobre
uma lona plastica, onde o complexo enzimatico foi adicionado por aspersao. Apos

misturar cada tratamento, os baldes foram montados, fechados e pesados.

4.8. Amostragens e avaliacfes quimico-bromatoldgicas

Antes da ensilagem foram realizadas amostragens representativas do
milho, que foram levadas ao laboratério, homogeneizadas e secas em estufa de
ventilacdo forcada a 55°C por 72 horas e novamente pesadas para o calculo da
matéria seca.

Estas amostras jA secas foram moidas em moinho de facas tipo Willey
utilizando-se peneira com malha de 1,0 mm e guardada em recipientes
apropriados para posteriores analises.

A analise bromatologica da forragem foi realizada para determinagdo dos

teores de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), fibra em
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detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) e lignina (LIG),
determinados conforme os métodos descritos por Silva & Queiroz (2002), os

teores de celulose (CEL) e hemicelulose (HEM) foram obtidos por diferencas.

4.9. Determinacédo das perdas

Apés a confeccdo dos silos, esses foram pesados e armazenados em
temperatura ambiente durante 100 dias, passado esse periodo os silos foram
novamente pesados antes da abertura para a quantificacdo de perdas por gas e
da recuperacao da matéria seca, que foram obtidas pelas equacdes abaixo.

A determinacédo da perda por gases foi calculada pela seguinte equacéao:

PG = (PSI - PSF)/MSI*100, sendo:

PG: perda por gases (% da MS);

PSI: peso do silo no momento da ensilagem (kg);
PSF: peso do silo no momento da abertura (kg);

MSI: matéria seca ensilada (quantidade de forragem (kg)* % MS).

Para a determinac¢do da recuperacao da matéria seca foi utilizado:

Rec = MSF/MSI*100, sendo:

Rec: recuperacdo da matéria seca;

MSF: matéria seca no momento da abertura (quantidade de forragem (kg)*
%MS);

MSI: matéria seca ensilada (quantidade de forragem (kg)* %MS).

A determinacéo da producéo de efluente foi calculada pela equacéo:

PE = (PSAF — PSAI)/MNI x 1000, sendo;
PE = producéo de efluente (kg de efluente/ton de matéria verde ensilada);
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PSAF = peso do conjunto silo, areia e tela apos a abertura (kg);
PSAI = peso do conjunto silo, areia e tela antes da ensilagem (kg);

MNI = quantidade de forragem ensilada (kg).

A recuperacdo de matéria seca foi calculada com a seguinte equacao:

Recuperacéo de MS: (MSi / MSf)*100, sendo:
MSf = quantidade de MS final;
MSi = quantidade de MS inicial.

Para o calculo da recuperacdo de cada constituinte foram utilizadas as
informacdes de recuperacdo de matéria seca e analise bromatolégica antes da
ensilagem e apo6s a abertura dos silos. Com esses valores foi possivel estimar
guanto de cada constituinte foi recuperado.

O célculo dos carboidratos néao fibrosos foi realizado para entender as
alteracdes nos teores de FDN encontradas antes da ensilagem e apés a abertura
dos silos, pela atuacdo das enzimas na parede celular. Foi calculado conforme

Sniffen et al. (1992), com as seguintes equacoes:

CHO (MS) =100 - PB (MS) — EE (MS) — MM (MS), sendo:
PB (MS) = teor de proteina bruta na matéria seca;
EE (MS) = teor de extrato etéreo na matéria seca;

MM (MS) = teor de matéria mineral na matéria seca.

CNF = CHO (MS) — FDN (MS), sendo:
CNF = carboidratos nao fibrosos;
FDN (MS) = teor de FDN na matéria seca.

Com os valores de CNF do milho antes da ensilagem e das silagens apos

abertura, foi possivel calcular sua variagéo.
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4.10. Avaliagdo da digestibilidade

Nas amostras ja secas e armazenadas das silagens foi realizada
digestibilidade in vitro verdadeira da matéria seca (DIVMS), sendo determinada

pelo método Goering & Van Soest (1970).

4.11. Tratamentos avaliados

Foram avaliadas doses dos extratos enzimaticos produzidos pelos fungos
Thichoderma reesei e Thermoascus aurantiacus durante o processo de ensilagem

do milho, onde:

Controle — forragem ensilada com 40 mL de agua destilada/kg de matéria
natural (MN)

Tratamento | — forragem ensilada com 10 mL enzima + 30 mL de &gua
destilada/kg de MN
Tratamento Il — forragem ensilada com 20 mL enzima + 20 mL de agua

destilada/kg de MN
Tratamento IIl — forragem ensilada com 40 mL enzima/kg de MN
Os tratamentos |, Il e lll eram compostos pelos dois extratos enzimaticos

separadamente.

4.12. Delineamento experimental e anéalise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o interamente casualizado, onde
cada fungo foi considerado como um experimento independente, com quatro
tratamentos e quatro repeticdes cada, sendo que o controle foi o mesmo. Para as

avaliagOes, o silo (balde) foi considerado como unidade experimental.
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Os dados foram analisados através do procedimento GLM do pacote
estatistico SAS 9.1 (2003), com as médias comparadas por contraste, a 5% de

probabilidade.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de enzimas foi realizada por fermentacdo em estado soélido
(FES) utilizando bagaco de cana-de-acucar e farelo de trigo como fonte de
carbono na proporcdo 1:1 na matéria seca. Para padronizacdo dos extratos
enzimaticos, a enzima CMCase foi escolhida como padrdo, assim o0s extratos
foram retirados nos picos de producdo da enzima conforme Travaini (2008) e
Amaral (2008).

De acordo com Travaini (2008), para o fungo T. reesei no substrato
utilizado, o pico de producdo de CMCase é com 168 horas de fermentacédo (7
dias), sendo compativel com o T. aurantiacus, também com o pico de producéo da
enzima em 168h (AMARAL, 2008). Sendo assim, apés 168 horas, a fermentagéo
foi interrompida e as atividades enzimaticas foram quantificadas em unidade
enzimatica por grama de substrato fermentado (U/g).

Na tabela 2 estdo apresentadas as atividades das enzimas hidroliticas
(CMCase, p—glicosidase, Xilanase e p—xilosidase) produzidas pelo microrganismo
T. reesei. A temperatura adotada para as dosagens das atividades enziméticas foi
60°C. Travaini (2008) encontrou maior temperatura de atividade para a enzima
CMCase, com 60°C, assim como essa enzima foi escolhida como padrdo, a

temperatura foi fixada. O pH dos tampdes foi ajustado para 5,0.
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Tabela 2. Atividade de celulases e xilanases a 60°C (U/g) apos os periodos de
cultivo pré determinados (168h).

Atividade enzimatica (U/g)
Microrganismo

CMCase B -glicosidase Xilanase 3 —xilosidase

Trichoderma reesei 114,72 8,24 596,8 3,84

U/g: unidades de enzimas produzidas por grama de substrato fermentado.

As atividades do extrato bruto do T. reesei utilizado nesse trabalho séo
superiores as atividades enzimaticas encontradas na literatura. Travaini (2008)
encontrou 3,57 U/g de [B-glicosidade, 55,73 U/g de CMCase, 0,91 U/g de B-
xilosidase, 135,87 U/g de xilanase para o mesmo micro-organismo utilizando o
mesmo substrato. O aumento nas atividades ocorre, pois 0 extrato aplicado nesse
experimento foi concentrado por um sistema de filtracdo Quixstand Benchtop
(Amershan Biosciences, Sweeden). Com a retirada de agua pelo sistema, existe
aumento nas concentragcbes das enzimas do extrato. Assim a concentragcdo se
mostra eficiente.

A atividade enzimatica também pode ser expressa em unidades por mL
(U/mL). Para extracdo das enzimas foram adicionados 40 mL de &gua destilada
para cada 5g de substrato fermentado. Sendo assim para cada grama de

substrato foram obtidos 8 mL de extrato enzimatico bruto (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade de celulases e xilanases a 60°C (U/mL) do extrato enzimatico
bruto utilizado na ensilagem.

Atividade enzimatica (U/mL)
Microrganismo

CMCase B -glicosidase Xilanase B —xilosidase

Trichoderma reesei 14,34 1,03 74,60 0,48

U/mL: unidades de enzimas por mL do extrato enzimatico bruto.
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As atividades das enzimas produzidas pelo fungo T. aurantiacus estao
apresentadas na tabela 4. A temperatura adotada para as dosagens das

atividades enzimaticas também foi 60°C e o pH dos tampdes ajustado para 5,0.

Tabela 4. Atividade de enzimas celuloliticas e xilanoliticas a 60°C (U/g) apds os
periodos de cultivo pré determinados (168h).

Atividade enzimatica (U/g)
Microrganismo

CMCase B -glicosidase Xilanase B —xilosidase

Thermoascus aurantiacus 1447,28 48,16 5759,84 1,35

U/g: unidades de enzimas produzidas por grama de substrato fermentado.

Amaral (2008) trabalhou com o T. aurantiacus e encontrou menores
atividades enziméticas com todas as enzimas apresentadas, com excecdo da B-
xilosidase: 781,9 U/g de CMCase (80°C), 68,7 U/g de B-glicosidade (75°C), 3784,5
U/g de xilanase (75°C), 18,7 U/g de B-xilosidase (55°C), para 0 mesmo substrato.
As enzimas com atividades maiores, o aumento também é devido ao processo de
concentracao do extrato.

Para a enzima B-xilosidase, é possivel que a atividade seja menor devido a
temperatura em que a mesma foi dosada, sendo que o valor 6timo de temperatura
para a enzima é 55°C (AMARAL, 2008).

A atividade enzimética expressa em unidades por mL (U/mL) esta

apresentada na tabela 5.

Tabela 5. Atividade de celulases e xilanases a 60°C (U/mL) do extrato enziméatico
bruto utilizado na ensilagem.

Atividade enzimatica (U/mL)
Microrganismo

CMCase B —glicosidase Xilanase B —xilosidase

Thermoascus aurantiacus 180,91 6,02 719,98 0,17

U/mL: unidades de enzimas por mL do extrato enzimatico bruto.
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Nas tabelas 6 e 7 , encontram-se os dados referentes aos teores médios da
matéria seca (MS), fibora em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
(FDA), lignina (LIG), proteina bruta (PB), matéria mineral (MM), pH e carboidratos
nao fibrosos (CNF) determinados nas plantas de milho utilizadas na ensilagem, de
acordo com os tratamentos estabelecidos, sendo que a amostragem foi realizada
poucos minutos antes a ensilagem.

Entre o momento em que a planta foi cortada, a adicdo das enzimas e a
ensilagem em si, podem ter ocorrido alteragéo na constituicdo do material, devido

ao tempo que ficaram expostos.

Tabela 6. Composicdo quimico-bromatolégica do milho em funcdo dos
tratamentos estabelecidos antes da ensilagem (Fungo T. reesei).

Tratamentos *

. 1
Atributos Controle 10mL/Kg MN 20mL/Kg MN 40mL/Kg MN

MS 33,10 35,24 34,34 33,17
FDN 54,89 58,94 59,60 59,42
FDA 25,86 28,12 28.20 28,55
LIG 5,10 5,21 5,00 5,26
PB 8,71 8,11 8,17 8,09
MM 6,26 6,45 6,69 7,20
pH 5,25 5,25 5,09 5,22
CNF 27,89 24,39 23,86 2311

! MS: matéria seca total (%): FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente
acido; LIG: lignina; PB: proteina bruta; MM: matéria mineral; pH: potencial hidrogenionico;
CNF: carboidratos nao fibrosos.

2 Controle: sem adicdo de extrato enzimatico; 10mL/Kg MN: adicdo de 10 mL de extrato
enzimatico por Kg matéria natural (MN); 20mL/Kg MN: adicdo de 20 mL de extrato
enzimatico/Kg MN; 40mL/Kg MN: adicdo de 40 mL de extrato enziméatico/Kg MN.

A analise dos dados apresentados na Tabela 6, referente aos teores de MS
no momento da ensilagem, evidencia que esses foram préximos, proporcionando
condicdes de fermentacdo semelhantes entre os tratamentos e tendo como média
geral 33,96% de MS. Os teores de MS foram acima dos 25% preconizados por
McDonald et al. (1991) como condicdo necessaria para que as perdas de
efluentes dentro do silo sejam minimizadas e, consequentemente, ocorra a
manutencdo dos nutrientes do material ensilado. O mesmo acontece quanto é

adicionado o extrato enzimatico do T. aurantiacus (Tabela 7).
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Tabela 7. Composicdo quimico-bromatolégica do milho em fungdo dos
tratamentos estabelecidos antes da ensilagem (T. aurantiacus).

Tratamentos *

. 1
Atributos Controle 10mL/Kg MN 20mL/Kg MN 40mL/Kg MN

MS 33,10 35,02 34,44 34,25
FDN 54,89 54,25 56,49 60,06
FDA 25,86 25,01 26,26 29,57
LIG 5,10 5,96 4,31 5,90
PB 8,71 8,48 8,47 8,38
MM 6,26 6,18 7,04 7,60
pH 5,25 5,21 5,21 5,19
CNF 27,89 28,27 25,18 21,13

! MS: matéria seca total (%); FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente
acido; LIG: lignina; PB: proteina bruta; MM: matéria mineral; pH: potencial hidrogenidnico;
CNF: carboidratos nao fibrosos.

2 Controle: sem adicéo de extrato enzimatico; 10mL/Kg MN: adicdo de 10 mL de extrato
enzimatico por Kg matéria natural (MN); 20mL/Kg MN: adicdo de 20 mL de extrato
enzimatico/Kg MN; 40mL/Kg MN: adicdo de 40 mL de extrato enzimatico/Kg MN.

Com os dois extratos enzimaticos, se observa aumento nos teores de FDN,
FDA, lignina e matéria mineral. Ap0s a adi¢do das enzimas e antes da ensilagem,
0S materiais ficaram expostos ao ambiente, durante o tempo de confeccdo dos
silos e preparacdo de materiais. As alteracdes encontradas podem ser devido a
respiracdo da planta, causando redugédo do conteudo celular, obtendo-se assim,
elevacdo proporcional dos constituintes da parede celular, ou pela acdo das
enzimas na parede celular, aumentando a perda de conteddo celular. Na
respiragdo os acgucares sollveis sao 0s principais substratos utilizados. O fator de
diluicdo explica o aumento desses constituintes, ndo representado formacéo dos
mesmos. (Tabela 6 e 7).

E possivel observar queda nos teores de carboidratos n&o fibrosos com a
adicdo de enzimas.

Esses valores foram proximos aos encontrados por Silva et al. (2005) no
milho no momento da ensilagem com 60,72% de FDN, 28,89% de FDA, 4,20% de
lignina.

Os valores de proteina bruta média encontrada nesse estudo foi 8,27% e
8,51% estando entre os valores encontrados por Rocha et al. (2006) e Miyazaki
(2008), sendo 7,45% e 8,8% respectivamente.
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Os valores de pH, apresentados na tabela 6, ndo diferiram estatisticamente,
sendo a média geral de 5,20. Segundo Travaini (2008) a CMCase produzida pelo
fungo T. reesei QM9414 possui pH otimo em 5,0, sendo proximo ao pH no
momento da ensilagem. O mesmo pode ser visto na tabela 7, com pH médio 5,21.
Segundo Amaral (2008) a xilanase produzida pelo fungo T. aurantiacus possui pH
otimo em 5,0, sendo préoximo ao pH no momento da ensilagem.

As forragens conservadas podem ter seu valor alimenticio alterado, devido
aos procedimentos utilizados para a sua producdo e conservacdo, e dos
fendbmenos bioquimicos e microbiolégicos que ocorrem no processo (JOBIM et al.,
2007).

Na tabela 8 e 9 estdo apresentadas as equacgdes de regressdo com o nivel
de significancia e coeficientes de determinacdo dos valores de pH e perdas da
silagem de milho com a adi¢cao de diferentes doses (0, 10mL, 20mL e 40 mL/Kg
MN) do extrato enzimético dos fungos Trichoderma reesei e Thermoascus

aurantiacus, respectivamente.

Tabela 8. Valores de pH e perdas da silagem de milho tratadas com doses do
extrato enzimatico do fungo Trichoderma reesei.

Variaveis Equacéo P>F* R*

pH ensilagem Y =5,20 NS -

pH abertura Y =3,85 NS -
Efluente Y= 23,186 — 0,3772x + 0,016x° *k 0,56
PG Y = 23,27 + 0,0843x * 0,29
RMS Y = 96,02 — 0,1205x ** 0,48

PG: perdas por gases (%MS), RMS: recuperacgdo de matéria seca (%MS).

EquacBes de regressdo, significAncia (Sig) e coeficientes de determinacdo (R?) de
variaveis avaliadas no processo de ensilagem do milho com a adicdo de diferentes doses
(0, 10mL, 20mL e 40 mL/Kg MN).

*Equacao significativa a 5% ** Equacao significativa a 1%. NS: nao significativa.

No momento da ensilagem néo foi possivel encontrar variagcdo do pH do
milho com a adigdo de ambos extratos enziméticos, ndo alterando o processo
inicial devido ao pH.

Com o extrato enzimatico do fungo T. reesei também n&o se pode observar

alteracdo do pH das silagens apds abertura dos silos (Tabela 8). Cysneiros et al.
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(2006) também néo encontraram alteracdes no pH das silagens de milho apés
adicdo de enzimas. Segundo o autor a acidez € considerada um fator importante
na conservacdo das silagens. Um pH elevado indica perdas de nutrientes,
principalmente de proteina. A atividade das proteases da planta e dos micro-

organismos podem ser reduzidas pelo abaixamento do pH.

Tabela 9. Valores de pH e perdas da silagem de milho tratadas com doses do
extrato enzimatico do fungo Thermoascus aurantiacus.

Variaveis Equacéo P>F* R*
pH ensilagem Y =521 NS -
pH abertura Y =3,8751 —0,0063x + 0,0001x* *k 0,58

Efluente Y = 22,089 —0,781x + 0,0179x° * 0,40

PG Y =19,983 + 0,2863x *x 0,39
RMS Y = 95,625 —0,1262x *x 0,56

PG: perdas por gases (%MS), RMS: recuperacdo de matéria seca (%MS).

EquacBes de regressdo, significAncia (Sig) e coeficientes de determinacdo (R?) de
variaveis avaliadas no processo de ensilagem do milho com a adicéo de diferentes doses
(0, 10mL, 20mL e 40 mL/Kg MN).

*Equacao significativa a 5% ** Equacao significativa a 1%. NS: nao significativa.

De acordo com a tabela 9, com o extrato enzimatico do fungo T.
aurantiacus, na abertura dos silos, verificou-se efeito quadréatico sobre o pH, com o
seu menor valor (pH = 3,78) com adicdo de 31,5 mL de extrato enzimatico/Kg de
MN (Figura 12). Segundo Weiss et al. (2003), as silagens tem valor de pH
variando de 3,5 a 5,0. Apesar de ser pequena, a variagcdo pode ter sido causada
pela atuacdo das enzimas. Os acUcares soluveis afetam diretamente a
fermentacédo, pois sdo substratos utilizados para a producao de acido latico pelas
bactérias laticas, assim as enzimas tendo potencial hidrolitico, podem ter
disponibilizado mais quantidade de acucares.

Rocha et al. (2006) encontraram efeito de inoculante enzimo-bacteriano
sobre o pH das silagens. Segundo os autores, o baixo pH final pode ajudar na
reducdo da populacdo de microorganismos deletérios a silagem.

Silva et al. (2005) observaram maior disponibilizacdo de substratos
fermentativos na silagem com inoculante microbiano comercial como celulose e
hemicelulose pelo inter-relacionamento entre micro-organismos, enzimas e outros

constituintes quimicos da propria espécie vegetal, que, juntos, influenciam a
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velocidade da queda do pH e, consequentemente, a acdo dos micro-organismos e

das enzimas no processo fermentativo.

¥ = 3,8751 - 0,0063x + 0,0001x~
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Figura 12. Medida de pH de silagens de milho ensilada com quatro doses de extratos
enzimaticos do fungo Thermoascus aurantiacus apos a abertura (0,10, 20 e 40
mL de extrato/Kg de MN).

Em relagdo a producao de efluente, com o extrato enzimatico do fungo T.
reesei verificou-se efeito quadréatico da adi¢cdo de enzimas (Figura 13), com menor
valor de efluente de 20,96 kg de efluente/t de matéria verde ensilada associado ao
uso de 11,79 mL. A remocdo de barreiras estruturais pode permitir um maior
aproveitamento do conteudo celular pelas bactérias presentes no material
ensilado, aumentando efluentes. Segundo Santos et al. (2008) o maior
aproveitamento do conteudo celular por bactérias acido-laticas pode aumentar a

guantidade de efluente produzido durante a ensilagem.
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Figura 13. Producdo de efluente da silagem de milho ensilada com quatro doses de
extratos enziméticos do fungo Trichoderma reesei (0,10, 20 e 40 mL de
extrato/Kg de MN).

Quando adicionado o extrato do fungo T. aurantiacus, pode-se observar
menor producao de efluentes até 13,60 kg de efluente/t de matéria verde ensilada
associado a dose 21,82 mL/Kg de MN (Figura 14). Segundo Bernardes (2006) a
producdo de efluentes esta intimamente relacionada com a recuperacdo de

matéria seca.
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Figura 14. Producao de efluente da silagem de milho ensilada com quatro doses de
extratos enzimaticos de fungo Thermoascus aurantiacus (0,10, 20 e 40 mL de
extrato/Kg de MN).

Na perda por gas houve aumento linear com a adicdo das enzimas de
ambos os micro-organismos (Figura 15 e 16), variando de 23,27 % da MS a 26,64
% da MS o fungo T. reesei e 19,98 % da MS a 31,43 % da MS o fungo T.
aurantiacus, indicando que a enzima atuou sobre o processo fermentativo.
Segundo Igarasi (2002) as perdas por gases estdo associadas ao perfil de
fermentacé&o ocorrido na silagem.

Segundo McDonald et al. (1991), a fermentacdo heterolatica promove
maiores perdas de MS pela producédo de gases (CO, e H,0), Segundo Siqueira
(2005), a producdo de gases durante o processo fermentativo € em fungcédo da
transformacdo das proteinas e carboidratos pelos micro-organismos que geram
varios produtos como acidos organicos, etanol, agua, ATP e CO,. Oude Elferink et
al. (2002), afirmam que a producdo de CO; na fermentagéo ocorre pelas bactérias
heterofermentativas que possuem a enzima carboxilase necessaria para retirar as

moléculas de CO, do &cido piravico.
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Figura 15. Perdas de gases durante a ensilagem de milho com adic&o de quatro doses de
extratos enzimaticos Trichoderma reesei (0,10, 20 e 40 mL de extrato/Kg de

MN).
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Figura 16. Perdas de gases durante a ensilagem de milho com adicao de quatro doses de
extratos enzimaticos do fungo Thermoascus aurantiacus (0,10, 20 e 40 mL de
extrato/Kg de MN).

Segundo Pedroso et al. (2005), a recuperacdo da MS tem alta correlagéo

com a perda por gases. Contraria a perda por gases, a recuperacao de matéria
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seca (RMS) apresentou diminuicéo linear (Figura 17 e 18), variando de 96,02% a

91,2% o fungo T. reesei e 95,63% a 90,58% o T. aurantiacus.
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Figura 17. Recuperacao de matéria seca apés ensilagem de milho com adicdo de quatro
doses de extratos enzimaticos do fungo Trichoderma reesei (0,10, 20 e 40 mL de
extrato/Kg de MN).

A RMS representa a quantidade de silagem, considerando a quantidade de
forragem produzida em relacdo a forragem ensilada, ambas consideradas na
matéria seca (SIQUEIRA, 2005).

Esses resultados confirmam a hipétese da maior atividade das bactérias,
mostrando um maior consumo de MS da fracao fibrosa com a adicdo de enzimas

na ensilagem.
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Figura 18. Recuperacao de matéria seca apos ensilagem de milho com adi¢do de quatro
doses de extratos enzimaticos do fungo Thermoascus aurantiacus (0,10, 20 e 40
mL de extrato/Kg de MN).

Os parametros avaliados apos a abertura dos silos com a adicdo de
diferentes doses (0, 10mL, 20mL e 40 mL/Kg MN) do extrato enzimatico dos
fungos Trichoderma reesei e Thermoascus aurantiacus respectivamente, estao

apresentados na nas tabelas 10 e 11, na forma de equacdes de regressao.

Tabela 10. Composicdo bromatolégica de silagens de milho tratadas com doses
do extrato enzimatico do fungo Trichoderma reesei.

Variaveis Equacdo P>F” R*
MS Y = 33,748 — 0,0323x * 0,38
EE Y =3,45 NS -
MM Y =4,4321 + 0,0077x * 0,31
PB Y =8,04 NS -
FDN Y = 43,65 NS -
FDA Y = 25,26 NS -
LIG Y =331 NS -

DIVMS Y = 75,08 NS -

MS: matéria seca (%), EE: extrato etéreo (%), MM: matéria mineral (%), PB: proteina
bruta (%), FDN: fibra em detergente neutro (%), FDA: fibora em detergente acido (%), LIG:
lignina (%), DIVMS: digestibilidade in vitro da matéria seca (%MS).

EquacBes de regressdo, significancia (Sig) e coeficientes de determinacdo (R?) de
variaveis avaliadas no processo de ensilagem do milho com a adicdo de diferentes doses
(0, 10mL, 20mL e 40 mL/Kg MN).

*Equacao significativa a 5% ** Equacao significativa a 1%. NS: nao significativa.
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Tabela 11. Composicdo bromatolégica de silagens de milho tratadas com doses
do extrato enzimatico do fungo Thermoascus aurantiacus.

Variaveis Equacéo P>F2 R2
MS Y = 33,622 — 0,0297x * 0,32
EE Y =3,4788 — 0,0211x * 0,53
MM Y =4,54 NS -
PB Y=8,14 NS -
FDN Y =43,37 NS -
FDA Y =25,79 NS -
LIG Y =333 NS -

DIVMS Y = 75,364 — 0,1034x ** 0,51

MS: matéria seca (%), EE: extrato etéreo (%), MM: matéria mineral (%), PB: proteina
bruta (%), FDN: fibra em detergente neutro (%), FDA: fibora em detergente acido (%), LIG:
lignina (%), DIVMS: digestibilidade in vitro da matéria seca (%MS).

EquacBes de regressdo, significAncia (Sig) e coeficientes de determinacdo (R?) de
variaveis avaliadas no processo de ensilagem do milho com a adi¢édo de diferentes doses
(0, 10mL, 20mL e 40 mL/Kg MN).

*Equacao significativa a 5% ** Equacao significativa a 1%. NS: ndo significativa.

Foi possivel observar queda no teor de MS com a adicdo de ambos os
extratos enziméaticos (Figura 19 e 20), variando de 33,75% a 32,46% o fungo T.
reesei e 33,62% a 32,43% o fungo T. aurantiacus. Essa queda pode ser explicada

pelo consumo da parede celular pelas enzimas presentes no extrato enzimatico.
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Figura 19. Teor de matéria seca (MS) da silagem de milho com adi¢édo de quatro doses de
extratos enzimaticos do fungo Trichoderma reesei (0,10, 20 e 40 mL de
extrato/Kg de MN).
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Figura 20. Teor de matéria seca (MS) da silagem de milho com adi¢éo de quatro doses de
extratos enzimaticos do fungo Thermoascus aurantiacus (0,10, 20 e 40 mL de
extrato/Kg de MN).

Estudos realizados por COLOMBATTO et al. (2004) néo revelaram
mudangas no teor de MS de silagens de milho tratadas com diferentes produtos
enzimaticos (mistura de xilanase, endoglucanase, exoglucanase, B-glicosidase e
a-amilase).

Em relacdo ao teor de matéria mineral nas silagens de milho, houve
crescimento linear com a adi¢cdo de enzimas do fungo Trichoderma reesei (Figura
21) variando de 4,43% a 4,74%. Com o fungo Thermoascus aurantiacus nao foi

encontrado diferenga.
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Figura 21. Teor de matéria mineral da silagem de milho com adi¢do de quatro doses de
extratos enzimaticos do fungo Trichoderma reesei (0,10, 20 e 40 mL de
extrato/Kg de MN).

Nas silagens tratadas com extrato do fungo Trichoderma reesei, ndo foram
encontradas variagdes nos teores de extrato etéreo, proteina bruta, FDN, FDA e
lignina, com os respectivos valores: 3,45%, 8,04%, 43,65%, 25,25% e 3,31%.

As alteracdes encontradas nédo foram capazes de causar mudanca na
digestibilidade das silagens (Tabela 10): controle (76,3%), tratamento 1 (74,05%),
tratamento 2 (74,40%) e tratamento 3 (74,49%).

Segundo Silva (2001) os valores maximos de DIVMS de silagens de milho
sdo encontrados quando os teores de FDN sdo minimos. Assim, como o teor de
FDN da silagem nao diferiu, a DIVMS também ndo é diferente entre os
tratamentos. Rocha et al. (2006) também ndo encontraram influencia do aditivo
enzimo-bacteriano na DIVMS da silagem de milho.

As silagens tratadas com extrato do fungo Thermoascus aurantiacus,
diferiram estatisticamente apenas no teor de extrato etéreo, onde houve queda
linear com a adicdo das doses do extrato enzimatico (Tabela 11). Os teores de
matéria mineral, proteina bruta, FDN, FDA e lignina ndo apresentaram variacao,
apresentando médias de 4,45%, 8,14%, 43,37%, 25,79% e 3,33%,

respectivamente.
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Kung Jr. & Ranijit (2001) também ndo constataram respostas positivas da
adicdo de inoculantes microbianos contendo ou ndo enzimas sobre a reducéo da
fragdo FDN em silagens de milho.

Em relacdo a digestibilidade in vitro verdadeira da matéria seca (DIVMS)
com a adicdo do extrato enzimético do fungo Thermoascus aurantiacus, se
observou queda linear (Figura 22), com variacao de 75,36% a 71,22%.

Sniffen et al. (1992) propuseram o fracionamento dos carboidratos em
quatro fracdes (A, B1, B2 e C), considerando a disponibilidade nutricional e a taxa
de degradacdo ruminal. A fracdo A, rapidamente degradavel no ramen, é
composta principalmente pelos carboidratos sollUveis. Sdo também considerados
nessa fracdo alguns componentes que se apresentam como “néo-carboidratos”, a
exemplo dos acidos organicos. Deve-se observar que aos acidos organicos sao
conferidos valores de taxa de degradacao nula; a fracéo B1, composta de amido e
pectina, possui taxa de degradacdo superior a taxa de passagem; a fracdo B2,
composta pelos carboidratos fibrosos da parede celular, € de disponibilidade
ruminal lenta, portanto susceptivel aos efeitos da taxa de passagem; e a fracdo C
representa a parede celular indisponivel, incluindo a lignina.

Mesmo havendo a mesma quantidade de FDN, a digestibilidade da silagem
foi menor possivelmente pela atuacao das enzimas durante a fermentacdo na FDN
disponivel (fracdo B2), provavelmente resultando em maior quantidade de FDN

indisponivel (fracéo C).
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Figura 22. Digestibilidade in vitro da matéria seca da silagem de milho com adicdo de
quatro doses de extratos enzimaticos do fungo Thermoascus aurantiacus (0,10,
20 e 40 mL de extrato/Kg de MN).

Pelos resultados encontrados na analise bromatolégica do milho ensilado e
das silagens, € possivel se obter valores em massa de cada constituinte do
alimento. A partir desses valores pode ser calculada a recuperacao de todos os
nutrientes, a fim de se entender como eles variam, sem a interferéncia do fator de
diluicao.

Nas tabelas 12 e 13 estdo apresentados as equacOes de regressao da
recuperacdo da PB, FDN, FDA e lignina, quando adicionado 0s extratos
enzimaticos dos fungos Trichoderma reesei e Thermoascus aurantiacus

respectivamente.
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Tabela 12. Recuperacdes de PB, FDN, FDA e lignina apos fermentagdo de
silagens de milho tratadas com doses do extrato enzimético do fungo
Trichoderma reesei.

Variaveis Equacéo P>F? RZ
PB Y=88,531 + 0,5663x — 0,0164x" o 0,80
FDN Y=72,611 —0,1247x ** 0,52
FDA Y=89,841 — 0,2642x ki 0,53
LIG Y=60,44 NS -

PB: proteina bruta (%), FDN: fibra em detergente neutro (%), FDA: fibra em detergente
acido (%), LIG: lignina (%).

EquacBes de regressdo, significAncia (Sig) e coeficientes de determinacdo (R?) de
variaveis avaliadas no processo de ensilagem do milho com a adicdo de diferentes doses
(0, 10mL, 20mL e 40 mL/Kg MN).

** Equacao significativa a 1%. NS: néo significativa.

Tabela 13. Recuperacbes de PB, FDN, FDA e lignina ap0s fermentacdo de
silagens de milho tratadas com doses do extrato enzimatico do fungo
Thermoascus aurantiacus.

Variaveis Equacéo P>F’ R*
PB Y=88,573 + 0,1838x — 0,0039x" *x 0,55
FDN Y=74,819 — 0,1683x *x 0,50
FDA Y=97,181 — 0,3717x *x 0,72
LIG Y=65,559 — 0,6531x ** 0,42

PB: proteina bruta (%), FDN: fibora em detergente neutro (%), FDA: fibra em detergente
acido (%), LIG: lignina (%).

EquacBes de regressdo, significancia (Sig) e coeficientes de determinacdo (R?) de
variaveis avaliadas no processo de ensilagem do milho com a adi¢do de diferentes doses
(0, 10mL, 20mL e 40 mL/Kg MN).

** Equacao significativa a 1%. NS: néo significativa.

Em relacdo a recuperacdo de proteina bruta foi encontrado efeito
quadratico nos dois extratos enzimaticos. Com o extrato do fungo Trichoderma
reesei até a dose 17,26 mL/Kg MN, houve preservacédo da proteina (Figura 23),
com 93,42% de recuperacao. Com o extrato do fungo Thermoascus aurantiacus
houve preservacdo até a dose 23,56 mL/Kg MN (Figura 24), com 90,74% de

recuperacao.
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Figura 23. Recuperacdo de proteina bruta da silagem de milho com adicdo de quatro
doses de extratos enzimaticos do fungo Trichoderma reesei (0,10, 20 e 40 mL de
extrato/Kg de MN).

A reducédo da protedlise pode ser resultante de um rapido decréscimo do pH
da massa ensilada, favorecendo a producdo de grandes quantidades de &cido
latico, o que representa a possibilidade de maior recuperacdo da matéria seca
ensilada (HENDERSON, 1993). A rapida queda do pH pode ser advinda da maior
disponibilizacdo de acUcares pela atuacdo das enzimas presentes nos extratos
enzimaticos.

Rocha et al. (2006) encontraram valores de proteina bruta maiores nas
silagens tratadas com aditivo enzimo-bacteriano, concluindo que existe menor
protedlise nas silagens tratadas com inoculantes, resultando, portanto, em melhor

conservacao do teor protéico dessas silagens.



47

g
=

':E
z
k= ¥ =88,573 +0,1838x — 0,0039x*
£ R*=10,55
5 89
g |
é -
- % PPOWTTYE SPTTIITITTE of i eisisiis ]
i 10 0 40
Mivel de enzima

Figura 24. Recuperacdo de proteina bruta da silagem de milho com adicdo de quatro
doses de extratos enzimaticos do fungo Thermoascus aurantiacus (0,10, 20 e 40
mL de extrato/Kg de MN).

Os valores de nitrogénio amoniacal encontrados nas silagens confirmam a
preservacdo da proteina. Com a adi¢do do extrato do fungo T. reesei houve queda
linear na relacdo nitrogénio amoniacal/Ntotal (N-NH3/Ntotal) com a equagéo
Y=3,9243 — 0,0434x (R?=0,54). Com adicéo do extrato do fungo T. aurantiacus, foi
encontrado efeito quadratico com queda do nitrogénio amoniacal até a dose 25,18
mL/Kg MN, com a equacéo Y=3,355 — 0,141x + 0,0028x* (R?=0,56).

A manutencdo do N amoniacal a baixos valores e a rapida queda do pH
limitam a ocorréncia de grandes taxas de protedlise, resultando em melhor
preservacédo da proteina da forragem ensilada.

O nitrogénio amoniacal presente na silagem é um real indicador da
extensdo em que ocorreu a atividade dos clostrideos, uma vez que esse produto é
produzido em pequenas quantidades por outros micro-organismos da silagem e
enzimas da planta. A fermentacdo por clostrideos caracteriza-se por lenta
elevacdo de temperatura no silo, pH elevado, alto teor de nitrogénio soltvel em
agua, alto nitrogénio volatil e baixa concentracdo de acido latico (JASTER, 1994).

Esses micro-organismos fermentam aclcares, acido latico e aminoacidos,
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produzindo &cido butirico e aminas. Esse tipo de fermentacdo resulta em
significativas perdas de matéria seca e os produtos da fermentacdo reduzem a
palatabilidade, além de diminuir a estabilidade aerdébia da silagem (ROTZ &
MUCK, 1994).

Em relacdo a FDN e FDA das silagens tratadas com ambos os extratos
enzimaticos foi encontrado menor recuperacdo com adicdo das enzimas. De
acordo com as equacOes (Tabelas 12 e 13) existe uma queda linear na
recuperacdo de FDN e FDA. Com o fungo T. reesei houve variacdo de 72,61% a
67,62% para a recuperacdo de FDN e 89,84% a 79,27% para a recuperagédo de
FDA. Com o fungo T. aurantiacus houve variacdo de 74,82% a 68,09% para a
recuperacao de FDN e 97,18% a 82,31% para a recuperacdo de FDA.

Essa queda pode ser explicada pela atuacdo das enzimas presentes nos
extratos enzimaticos, mostrando que existe atividade nas condicbes encontradas
no interior dos silos (Figuras 25, 26, 27 e 28). Para que enzimas sejam efetivas,
elas precisam ter atividade e estabilidade 6tima por um periodo maior de tempo.
Colombatto et al. (2004) demonstraram que enzimas produzidas por fungos
mesofilicos conservam ao menos 70% de sua atividade por 48h a 39 °C e pH
entre 4,0 e 6,8.

Além da hidrélise enziméatica, reducbes no pH do material podem causar
aumento da hidrdlise 4cida da hemicelulose, resultando em menor recuperacéo de
FDN.
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Figura 25. Recuperacdo de FDN da silagem de milho com adicdo de quatro doses de

extratos enzimaticos do fungo Trichoderma reesei (0,10, 20 e 40 mL de
extrato/Kg de MN).
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Figura 26. Recuperacédo de FDA da silagem de milho com adi¢cdo de quatro doses de
extratos enzimaticos do fungo Trichoderma reesei (0,10, 20 e 40 mL de
extrato/Kg de MN).
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Figura 27. Recuperacdo de FDN da silagem de milho com adi¢cdo de quatro doses de
extratos enzimaticos do fungo Thermoascus aurantiacus (0,10, 20 e 40 mL de

extrato/Kg de MN).
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Figura 28. Recuperacédo de FDA da silagem de milho com adi¢cdo de quatro doses de
extratos enzimaticos do fungo Thermoascus aurantiacus (0,10, 20 e 40 mL de

extrato/Kg de MN).
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Rodrigues et al. (2004), na comparacdo entre material original e silagem,
encontraram reducdo nos valores de FDN (69,66% contra 63,37%) e de FDA
(39,11% contra 38,47%), sendo que os autores explicaram as reducdes
encontradas como resultado da degradacao da hemicelulose por meio da acéo de
enzimas da propria planta e/ou adicionadas ao material, o que pode justificar o
fato de no presente trabalho existir reducdes de FDN e da FDA na silagem que
teve adicionada enzimas na sua confeccao.

Para os valores de recuperacao de lignina foi possivel encontrar diferenca
apenas quando adicionado o extrato do fungo Thermoascus aurantiacus (Figura
29), com variacao de 65,56% a 39,43%. Esses valores podem ser resultado de
erros de amostragem, pois o microrganismo T. aurantiacus ndo é produtor de
ligninases. Se a digestibilidade da silagem fosse maior, se poderia confirmar os

resultados encontrados na recuperacgao de lignina, o que nao aconteceu.
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Figura 29. Recuperacéo de lignina da silagem de milho com adigdo de quatro doses de
extratos enzimaticos do fungo Thermoascus aurantiacus (0,10, 20 e 40 mL de
extrato/Kg de MN).

Em relacdo a variacdo de carboidratos n&o fibrosos (CNF), pode-se

observar aumento entre o0 momento da ensilagem e apods abertura dos silos.
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Quando calculado aumento percentual para cada nivel de enzima adicionado, 0s

valores de CNF ficam evidentes (Tabela 14).

Tabela 14. Valores de carboidratos néo fibrosos (%) antes da ensilagem e apos a
abertura dos silos e aumento percentual de cada tratamento com 0s
fungos Trichoderma reesei e Thermoascus aurantiacus.

Milho Silagem Aumento
Controle 27,89 42,66 52,96 %
Trichoderma reesei Trat 1 24,39 38,68 58,59 %
Trat 2 23,86 40,67 70,45 %
Trat 3 23,11 39,2 69,62 %
Thermoascus Trat 1 28,27 39,26 38,87 %
aurantiacus
Trat 2 25,18 41,56 65,05 %
Trat 3 21,13 39,83 88,5 %

Controle: sem adicdo de enzimas; Trat 1: 10 mL de extrato enzimatico/Kg de MN; Trat 2:

20 mL de extrato enzimético/Kg de MN; Trat 3: 40 mL de extrato enzimatico/Kg de MN.

Em relacdo aos dois fungos podem-se observar maiores variacdes de CNF
com a adicao de enzimas, podendo ser explicado pela quebra da parede celular e
consequente aumento dos carboidratos presentes no conteddo celular.

Esses resultados confirmam os resultados ja apresentados mostrando que

as enzimas séo capazes de intensificar a hidrélise da parede celular vegetal.

6. CONCLUSOES

Celulases e xilanases presentes em extratos enzimaticos fungicos,
aplicados na planta de milho antes da ensilagem s&o capazes de alterar o

processo fermentativo da silagem.
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A hidrolise dos constituintes da parede celular causada pelas enzimas
fibroliticas pode causar queda na digestibilidade das silagens, quando aplicados
antes da ensilagem.

Pelo potencial acdo de hidrolise das enzimas, outras estratégias de

aplicacéo devem ser testadas para a nutricdo de ruminantes.

7. CONSIDERACOES FINAIS

As enzimas utilizadas nesse estudo, da forma que foram aplicadas, pioram
a digestibilidade das silagens de milho, assim projetos futuros sdo necessarios.
Outras formas de aplicacdo ou utilizacdo de outras enzimas, por exemplo,
poderiam ser maneiras de explorar seu potencial.

As enzimas estudadas, se aplicadas na forragem momentos antes do seu
consumo pelos animais, poderiam potencializar o aproveitamento do alimento.
Diferente da aplicacdo antes da ensilagem, as enzimas aplicadas na forrageira no
cocho, iriam disponibilizar agucares sollveis para os animais, hdo sendo perdidos
nas etapas anteriores ao fornecimento.

Outra estratégia é a utilizacdo de outros fungos e enzimas. Fungos
basideomicetos apresentam excelente potencial de producdo de muitas enzimas,
principalmente as do complexo ligninolitico. Essas enzimas merecem uma
atencdo especial em estudos futuros, pois diferente das enzimas celuloliticas e
xilanoliticas, ndo tem a capacidade de hidrolisar a celulose e a hemicelulose, ndo
hidrolizando a fibra potencialmente digestivel, podendo potencializar a sua
digestao.
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