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RESUMO GERAL

ANDRADE, ALEXANDRO PEREIRA. Valor nutritivo do residuo de algodoeira
tratado com ureia e enzimas fibroliticas. Itapetinga, BA: UESB, 2015. 119 p. Tese.
(Doutorado em Zootecnia, Area de Concentracdo em Produgéo de Ruminantes).**

Objetivou-se avaliar os efeitos do tratamento com ureia e enzimas fibroliticas no
residuo de algodoeira sobre a composicdo bromatoldgica, fracionamento dos
carboidratos e nitrogénio e estimativas do conteudo energético do residuo de varredura
das algodoeiras; avaliar a degradabilidade da materia seca e fracao fibrosa e cinética da
fermentacao ruminal, por meio da técnica semiautomatica in vitro de producdo de gases
em funcéo do tratamento com ureia e enzimas fibroliticas no residuo de algodoeira; e
quantificar os efeitos de dietas formuladas com residuo de algodoeiras tratado com ureia
e niveis de enzimas fibroliticas sobre o consumo, digestibilidade dos nutrientes e
desempenho animal em cordeiros confinados. Foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 4, com duas doses de ureia (0 e 6%) e
quatro doses de enzimas (0, 2, 4 e 6%), com base na MS, com quatro repeticdes. Para o
tratamento quimico, a ureia foi dissolvida em agua e calculada a quantidade de agua
para elevar a umidade do material para 25%. A mistura de enzimas fibroliticas foi
composta de 75% de celulase e 25% de hemicelulase. Foi determinada a composi¢édo
bromatoldgica. Na avaliacdo da producdo de gases, a pressdo foi mensurada as 2, 4, 6,
8, 10, 12, 15, 18, 21, 24, 30, 36, 48, 72, 96 e 120 horas apos a inoculacdo. Para avaliar a
degradabilidade ruminal da matéria seca e fracdo fibrosa, o0 material foi incubado em
sacos de filtro F57, utilizando uma incubadora, nos tempos 0 (lavagem direta), 6, 12,
24, 48, 96 e 120 horas. No ensaio a campo, foram utilizados 30 cordeiros da raca Santa
Inés, com peso médio de 20 kg. Foi utilizado o residuo de algodoeira, pré-tratado com
6% de uréia e quatros niveis de enzimas fibroliticas (0, 2, 4 e 6%, base na matéria seca)
(75% celulase e 25% hemicelulase) além de um tratamento controle sem adicao de ureia

e enzimas. Foram utilizadas dietas isonitrogenadas e isoenergéticas, que continham o

! Adviser: Mauro Pereira de Figueiredo, Dr. UESB and Co-adviser: Joel Queiroga Ferreira, Dr. UESB e
Danilo Gusmao de Quadros, Dr. UNEB.
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residuo de algodoeira (como Unico volumoso), milho, farelo de soja e minerais no
concentrado, em uma relacdo volumoso: concentrado de 50:50. Os resultados dos
componentes da parede celular apresentaram interacdo entre ureia e enzimas somente
para os teores de Fibra em Detergente Acido. Os efeitos do tratamento enzimatico
obteve um efeito linear negativo para todos os parametros avaliados da parede celular,
refletindo no aumento da parede celular. Para os resultados da fracdo do nitrogénio,
houve efeito da interacdo entre as doses de ureia e enzimas fibroliticas para as variaveis
de nitrogénio total (NT) e nas fragdes A e C. Na fragdo dos carboidratos houve
interacdo entre as doses de ureia e de enzimas para os carboidratos totais e carboidratos
nao fibrosos. O volume méaximo de producéo de gases da fase rapida (\VVf1) diferiu para
0s tratamentos com amoniza¢do com e sem uréia. Os resultados dos parametros da
degradabilidade ruminal da MS n&o apresentaram interagéo para nenhum parametro. As
fracdes “b” e “c” observou-se aumento com adi¢do de ureia, mas houve reducéo para a
degradabilidade efetiva a 5 e 8%/h com a adi¢do de ureia. O consumo obtiveram as
médias MS (1311,4), MO (1189,9), PB (254,1), EE (44,1), FDN (748,9), FDA (487,9),
CF(670,4) e NDT (810,0) g/dia. Nos resultados da digestibilidade aparente dos
nutrientes da proteina bruta e extrato etéreo ndo apresentaram diferencas entre o0s
tratamentos enzimaticos e a dieta controle, nem entre os niveis de enzimas no
tratamento do residuo de algodoeira, enquanto que os demais apresentaram efeito
significativo. Em relacdo aos niveis de enzimas utilizados, houve aumento linear para
digestibilidade da MS, MO, CNF e NDT, de 1,7; 1,3; 1,2 e 1,2 unidades percentuais
para cada 1% de enzima aplicada, e reducdo da digestibilidade da FDN, FDA e CF de
0,3; 0,5 e 0,4 unidades percentuais para cada 1% de enzima aplicada, respectivamente.
Os valores médios dos tratamentos com as enzimas fibroliticas ndo apresentaram efeito,
frente aos animais do grupo controle, sobre os dados de desempenho avaliados. A agédo
simultanea da ureia e enzimas fibroliticas atua eficazmente na melhoria do valor
nutritivo do residuo de algodoeira, refletindo-se em melhores resultados nas analises
laboratoriais. Também na avaliacdo com os animais, a digestibilidade aparente dos
nutrientes apresentou efeito positivo das enzimas fibroliticas. Portanto, a utilizacdo de
6% de ureia e 6% de enzimas, atua eficiente para a melhoria do valor nutricional do

residuo de algodoeira.

Palavras-chave: celulase, degradagéo ruminal, ruminantes, tratamento de volumoso.
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ABSTRACT

ANDRADE, ALEXANDRO PEREIRA. Nutritional value of cotton industrial
processing residue treated with urea and fibrolytic enzymes. Itapetinga, BA: State
University of Southwest Bahia - UESB, 2015. 119 p. Thesis. (Ph.D. in Animal Science,
Area of Concentration in Ruminat Production).*?

The objective was to evaluate the effects of treatment with urea and fibrolytic enzymes
of cotton industrial processing residue on chemical composition, fractionation of
carbohydrates and nitrogen and estimates the energy content of scanning of cotton
waste; evaluate the degradability of dry matter and fibrous fraction and kinetics of
rumen fermentation by semiautomatic technique in vitro gas production due to the
treatment with urea and fibrolytic enzymes on cotton industrial processing residue; and
quantify the effects of diets formulated with cotton residue treated with urea and levels
of fibrolytic enzymes on intake, digestibility and animal performance in feedlot lambs.
A completely randomized design in a 2 x 4 factorial design was used, with two levels of
urea (0 and 6%) and four levels of enzymes (0, 2, 4 and 6%), based on DM, with four
replications. For the chemical treatment, the urea was dissolved in water and calculating
the amount of water to raise the moisture to 25% of the material. The fibrolytic enzyme
mixture consisted of 75% of cellulase and hemicellulase 25%. Were determined
chemical composition. In the evaluation of gas production, the gas pressure was
measured 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 24, 30, 36, 48, 72, 96 and 120 hours after
inoculation. To evaluate the ruminal degradability of dry matter and fiber fraction, the
material was incubated in F57 filter bags, using an incubator, at 0 (direct washing), 6,
12, 24, 48, 96 and 120 hours. In animal test, were used 30 sheep Santa Inés, with
average weight of 20 kg, aged 90 and 120 days. The was used for cotton industrial
processing residue, pretreated with 6% urea and four levels of fibrolytic enzymes (0, 2,
4 and 6%, based on DM) (75% cellulase and hemicellulase 25%) and a control

treatment without adding urea and enzymes. Isonitrogenous and isocaloric diets were

? Adviser: Mauro Pereira de Figueiredo, Dr. UESB and Co-adviser: Joel Queiroga Ferreira, Dr. UESB e
Danilo Gusmao de Quadros, Dr. UNEB.
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used, containing the cotton industrial processing residue, corn, soybean meal and
minerals in the concentrate, in a concentrated forage 50:50, in DM basis. The results of
cell wall components presented interaction between urea and enzymes only for the
ADF. The effects of enzyme treatment got a negative linear effect for all parameters of
the cell wall, reflecting the increased cell wall. For the nitrogen fraction of the results,
there was a significant interaction between doses of urea and fibrolytic enzymes to the
total nitrogen variables (TN) and the fractions A and C. In the fraction of carbohydrates
was no interaction between urea and doses of enzymes for total carbohydrates and non-
fibrous carbohydrates. The maximum volume of gas production of fast phase (Vfl)
differ for treatments with ammoniation with and without urea. The results of the MS of
the degradability parameters showed no interaction with any parameter. The fraction "b"
and "c" was observed with the addition of urea increased, but decreased for the effective
degradation of 5% and 8% with the addition of urea. The consumer had the means DM
(1311.4), OM (1189.9), CP (254.1), EE (44.1), NDF (748.9), ADF (487.9), CF (670 4)
and TDN (810.0) g/day. The results of apparent digestibility of crude protein and ether
extract showed no significant differences (P> 0.05) between the enzymatic treatments
and the control diet, or between the levels of enzymes in the treatment of cotton
industrial processing residue, while the remaining significant effect.

In relation to the levels of enzymes used, there is a linearly increased digestibility of
DM, OM, NFC and TDN, 1.7; 1.3; 1.2 and 1.2 percentage units for each 1% of applied
enzyme, and reduced digestibility of NDF ADF and CF 0.3; 0.5 and 0.4 percentage
units for each 1% of enzyme applied, respectively. The mean values of the treatments
with fibrolytic enzymes had no effect, compared to the control group, on the data of
assessed performance. The simultaneous action of urea and fibrolytic enzymes acts
effectively in improving the nutritional value of cotton industrial processing residue,
reflected in better results in laboratory tests. Also in the evaluation with the animals, the
apparent digestibility of nutrients showed a positive effect of fibrolytic enzymes.
Therefore, the use of 6% urea and 6% enzyme acts effectively for improving the

nutritional value of cotton residue.

Palavras-chave: cellulase, ruminal degradation, ruminants, roughage treatment.
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A procura por alimentos volumosos para os rebanhos em épocas secas constitui-se
em uma tarefa dificil para muitos produtores rurais em razdo da irregularidade ou
distribuicdo inadequada das chuvas. Tendo como objetivos a reducdo de custos e
garantia da disponibilidade de alimentos para ruminantes, torna-se importante buscar-se
uma adequagdo com alternativas de diversos recursos alimentares visando facilitar o
gerenciamento e aumentar a produtividade dos rebanhos neste cenario.

O Brasil, por ser um dos principais produtores agricolas mundiais, gera
anualmente uma grande variedade e quantidade de residuos agroindustriais. Estes
residuos podem assumir destacada importancia na alimentacdo de ruminantes,
principalmente, em periodos nos quais a escassez de forragens torna-se o fator
preponderante, limitando a produtividade desses animais.

A Bahia é destaque na producdo de algod&o, se posicionando como segundo
maior produtor nacional. No oeste da Bahia estdo concentradas quase 95% da area
plantada do Estado, com 308 mil hectares cultivados e uma producdo de 1,25 milhdo de
toneladas de algoddo em capulho (501,7 mil toneladas em pluma e 677,3 mil toneladas
em caroco) (AIBA, 2014).

N&o obstante, também a regido de Guanambi e no Vale do luid, localizados na
regido Sudoeste da Bahia, caracterizadas tradicionalmente pela producdo algoddo no
passado, ainda encontram-se unidades de processamento de algoddo para a fabricacao
da torta e farelo, resultando também na disponibilidade de residuo de algodoeiras.

Na agroindustria do processamento do algoddo é gerado um residuo,
denominado de residuo de algodoeira, sendo constituido de pedacos de caule e folhas,
liter e sépalas, capulho e caroco, o qual ndo tem destino apropriado. Este se acumula
nos patios das agroindustrias de processamento de algoddo e é geralmente usado como
adubo, ou mesmo como componente de ragdes de bovinos. Quando usado para este
Galtimo fim, ele se caracteriza pelo seu baixo valor nutritivo (baixo teor de nitrogénio e

alto teor de FDN). O residuo de varredura das algodoeiras é produzido na proporgéo de



2 a 5% do total colhido, dependendo da regulagem das maquinas e de tratos culturais
antes da colheita (aplicacdo de desencante, desfolhante) (Quadros et al., 2012).

A possibilidade de uso mais racional do residuo de algodoeira, previamente
tratado, melhoraria o seu valor nutricional, disseminando a sua utilizagdo nos
confinamentos de bovinos durante a entressafra das pastagens. Justamente no periodo
de seca havendo uma reducdo quantitativa e qualitativa na oferta de pastos, o residuo de
algodoeira esta disponivel para uso.

A amonizagdo, por meio da adicdo de uréia ao volumoso, tem sido uma
alternativa no campo para a melhoria do valor nutricional de volumosos de baixa
qualidade, viabilizando o uso deste nas dietas de ovinos em confinamento, em razéo de
ser prética, ndo contaminar o ambiente e fornecer nitrogénio ndo-protéico.

Amonizagdo tanto com NHs e ureia tem apresentado resultados satisfatorios,
tanto na modificacdo da sua composi¢do quimica, como no desempenho dos animais.
No entanto, alguns fatores s@o responsaveis pela maior ou menor eficiéncia amonizagéo
e esses fatores podem influenciar o processo de forma isolada ou combinada.

O efeito da amonizacao sobre os constituintes da parede celular tem mostrado
algumas contradicbes. A fracdo da FDN, normalmente, diminui, em razdo da
solubilizacdo parcial da hemicelulose, entretanto, algumas vezes, estes efeitos ndo sao
relatados. No que se refere a FDA, apesar de a maioria dos trabalhos mostrarem a ndo
alteracdo deste componente, alguns relataram diminuicdo e outros, aumentos. O
acréscimo da fracdo FDA ¢ atribuido ao N adicionado, que se apresenta, em parte, na
forma de NIDA (nitrogénio insollvel em detergente &cido) e, quando se observa
diminuicdo, parte da lignina pode ser solubilizada. Segundo Fahmy & Klopfenstein,
(1994), indicam uma forma de acdo na fracdo da celulose, ocorrendo expansdo da
mesma, constatando-se que, mesmo quando ndo ha reducdo na parede celular de
materiais amonizados, pode ocorrer aumento na DIVMS.

A técnica da amonizacdo tem sido utilizada com o intuito de conservar
forragens com niveis adequados de umidade, e também para a melhoria do valor
nutritivo de volumosos em geral por meio do fornecimento de nitrogénio ndo protéico,
por reducdo da fracdo da fibra em detergente neutro (FDN) e pelo aumento na
digestibilidade do material tratado. Além do efeito sobre a fibra, a amonizacdo aumenta
a disponibilidade de carboidratos prontamente fermentesciveis para 0s microrganismos

do rumen, elevando o contetdo de nitrogénio ndo protéico dos volumosos de baixa



qualidade. O resultado é um aumento significativo (8 a 12%) na digestibilidade da
forragem tratada, principalmente fenos e palhadas (Reis & Rodrigues, 1993).

Os efeitos da amonizagdo sobre a estrutura da fibra dos volumosos incluem a
solubilizacdo da hemicelulose, o aumento da digestdo da celulose e da hemicelulose em
razdo da expanséo da fracéo fibrosa (Jackson, 1977 e Klopfenstein, 1978). A celulose se
expande quando tratada com agentes alcalinos, o que reduz as ligagdes intermoleculares
das pontes de hidrogénio, que ligam moléculas de celulose. Parte da lignina e silica é
dissolvida durante a amonizacdo e as ligagdes intermoleculares do tipo éster entre o
acido urdnico da hemicelulose e da celulose sdo também rompidos (Van Soest, 1994).

Forragens, em geral, apresentam estrutura complexa em sua parede celular,
composta, principalmente, das fragcdes de celulose, hemicelulose e lignina (Garcia e
Pires, 1998). A associacdo da lignina com as outras duas fragdes é responsavel pela
baixa digestibilidade de muitas forragens. Pires et al. (2003) em revisdo sobre
amonizacdo, descreve que essa técnica tem sido utilizada com o intuito de conservar
forragens com alto teor de umidade (maior que 30%), como silagens, e também para a
melhoria do valor nutritivo de volumosos em geral por meio do fornecimento de
nitrogénio ndo proteico, por reducdo de na fracdo da fibra em detergente neutro (FDN) e

pelo aumento na digestibilidade do material tratado.

A ureia é um produto quimico que se apresenta em estado solido, na cor branca,
sendo higroscépica e soluvel em &gua, alcool e benzina, tendo sua forma quimica
CH4N20. A ureia tem sido uma das principais alternativas em razdo de ser de facil
aplicacdo, fornecer nitrogénio ndo protéico, provocar decréscimo no contetdo de fibra
em detergente neutro (FDN), favorecer a solubilizacdo parcial da hemicelulose,
aumentar o consumo e a digestibilidade, além de conservar as forragens com alto teor
de umidade (Rosa e Fadel, 2001).

Segundo Pires et al. (2004), a ureia possui em média, 44% de nitrogénio, é
encontrada na forma solida e necessita de umidade e presenca da enzima urease para
que possa produzir 2NH3z + CO2 , para cada molécula de ureia.

Simultaneamente, ocorrem dois processos dentro da massa da forragem tratada
com ureia: uredlise, a qual transforma a ureia em ambénia, e o segundo ocorre
posteriormente, quando a amdnia formada gera os efeitos nas paredes da célula da
forragem (Reis et al., 2001).



No processo de amonizagdo, adicdo de amobnia em volumosos a base fraca
forma-se por meio de reacdo exotérmica, que pode ser constatada pelo aumento da
temperatura na forragem em tratamento (Sundstol e Coxworth, 1984). Segundo estes
autores inimeros fatores podem afetar a eficiéncia da amonizacdo, destacando-se a
quantidade aplicada, o periodo de tratamento e a umidade da forragem.

Adicionalmente, o uso de enzimas fibroliticas exdgenas na alimentacdo de
ruminantes como aditivos, tem mostrado efeitos positivos na digestdo de alimentos e
desempenho animal. Em alguns estudos a acdo direta das enzimas fibroliticas nos
alimentos volumosos, melhorou ingestdo de matéria seca (MS), a digestibilidade da
fibra “in vivo” e 0 desempenho animal.

A maioria das preparagdes comerciais enzimaticas consiste em subprodutos ou
extratos fermentativos microbianos (Bacillus sp.) ou fungicos (Trichoderma sp. e
Aspergillus sp.), que normalmente produzem trés tipos principais de celulases,
chamados endocelulases (endoglucanase, endo-[3-1,4-glucanase, carboximetil celulase
ou B-1,4-glucana-glucano-hidrolase), exocelulases (exoglucanase, exo-3-1,4-glucanase,
celulase B-1,4-celobiosidase) e 3-glicosidases (celobiase ou gluco-hidrolase) tanto como
entidades separadas ou na forma de complexos agregados para a hidrdlise da celulose
(Bhat & Bhat, 1997).

Segundo Bhat & Hazlewood (2001), as enzimas endoglucanases hidrolisam
sitios aleatorios da cadeia de celulose, produzindo oligdmeros de graus variados de
polimerizacdo; as exoglucanases hidrolisam terminacGes ndo reduzidas produzindo
celobiose; e 3-glicosidases liberam glicoses a partir de celobiose e oligossacarideos de
cadeia curta.

Ja a fracdo hemicelulose requer maior diversidade de enzimas para a hidrolise
completa a aclcares sollveis. As duas enzimas principais sdo endoxilanases (xilanases)
e endomananases (mananases), que atuam na regido interna do polimero. Outras
hemicelulases incluindo R-xilosidases, 3-manosidases, a-L-arabinofuranosidases, a-D-
glicuronidases, o-galactosidases, acetil e fenil esterases clivam cadeias lineares e
substituintes (Coughlan & Hazlewood, 1993; Bhat & Hazlewood, 2001).

Estudos vém demonstrando que enzimas fibroliticas podem agir diretamente
sobre a fibra ou aumentar a degradacéo da MS e da FDN no rimen (Feng et al., 1996;
Hristov et al., 2000). De acordo com McAllister et al. (2001), essas acOes estariam

interligadas, de modo que as alteragdes mediadas pelas enzimas antes do consumo



refletiriam nas digestGes ruminal e pds-ruminal dos nutrientes, com aumento da
producdo de leite (Schingoethe et al., 1999) ou do ganho de peso dos bovinos
(Beauchemin et al., 1995).

Os efeitos das enzimas sdo influenciados por diversos fatores como tipo e dose
de enzima, da dieta fornecida aos animais, método de aplicacdo das enzimas, e até
mesmo o0 nivel de produtividade animal (Beauchemin et al., 2003). Dos fatores
relacionados a dieta, a eficacia das enzimas fibroliticas foi mostrado podendo variar
com o tipo de forragem (Colombatto et al, 2003), método de aplicacdo das enzimas e 0
componente da dieta a que a enzima ¢ adicionada (Beauchemin et al., 2003).

Segundo Beauchemin et al, (2003), a temperatura de aproximadamente 40°C e
um pH entre 4 e 5, sdo as condi¢des ideais para a maioria das enzimas comerciais.

O metodo de aplicacdo das enzimas fibroliticas € um fator decisivo para a agao
das mesmas, dai a necessidade de determinar se as enzimas fibroliticas sdo mais efetivas
quando adicionadas diretamente na forragem, no concentrado ou na mistura total da
racdo (Yang et al., 1999). Segundo Yang et al. (2000), as enzimas fibroliticas, quando
aplicadas diretamente no concentrado da dieta para vacas, no inicio de lactacdo,
proporcionaram aumentos de 6,25% na producdo de leite em razdo do incremento da
digestibilidade de nutriente no trato digestivo total. No entanto, quando estas enzimas
eram misturadas diretamente na racdo de mistura total, ndo havia aumento na producao
de leite (37,4 kg/dia), apesar de aumentar a digestibilidade (de 63,9 para 66,6%).

Sutton et al. (2003), avaliando diferentes formas de aplicacdo de enzimas
fibroliticas, pulverizando-as na racdo de mistura total e no concentrado uma hora antes
do fornecimento, ou através de infusdo ruminal, constataram que o melhor tratamento
ocorreu quando se aplicava as enzimas sobre a mistura total da racdo. Contudo, os trés
métodos de aplicacdo apresentaram resultados semelhante quanto a fermentacdo e
cinética ruminal.

Michal et al. (1996) realizaram a aplicacdo direta de enzimas fibroliticas em feno
de alfafa momentos antes de ofertar aos animais, e propuseram como uma forma viavel
a utilizacdo deste método como modo de aplicacéo.

Segundo Kung Jr et al. (2002), em dietas contendo 55% de concentrado, 30% de
silagem de milho e 15% de feno de alfafa, a aplicacdo das enzimas fibroliticas celulase e
xilanase também ndo se mostraram eficiente no incremento da producgdo de leite e

ingestdo de MS em vacas leiteiras produzindo 40 kg/dia de leite.



De acordo com Wallace & Hartnell (2001) é mais facil misturar pequenas
quantidades da preparacdo enzimatica em condicGes experimentais do que grandes
quantidades, normalmente usadas em fazendas. Os autores sugerem que a efetividade
dos aditivos enzimaticos seria dependente de seu local de acdo. Se a eficiéncia do
aditivo dependesse principalmente do manejo preé-alimentar, haveria necessidade de
uma distribuicdo homogénea no alimento antes do consumo. Caso contrério, se essa
eficacia dependesse de parametros ruminais, essa distribuicdo homogénea passaria a ndo
ser critica, uma vez que as enzimas seriam misturadas no rimen como parte do processo
de digestéo.

Entretanto, Loures et al. (2005) relatam que a aplicagéo de 150 g da preparacao
enzimatica foram diluidos em 500 L de &gua destilada e dessa solucéo, foram aplicados
10 L por tonelada de silagem minutos antes do fornecimento da racdo proporcionando
os melhores resultados sobre a digestibilidade da fracdo fibrosa indicando que, talvez
essa forma de aplicacdo seja 0 método mais adequado para garantir maior efetividade
das enzimas fibroliticas.

Willis et al. (1980) realizaram estudos para determinar os efeitos do hidroxido de
sédio (NaOH), de enzimas microbianas (hemicelulase, pectinase e [-glucosidase) e
combinacgdes de tratamentos com NaOH e enzimas sobre a digestibilidade em palha de
arroz ensilada. Eles observaram que a DIVMS da palha de arroz tratada com pectinase e
B-glucosidase individualmente, e em associacdo com hemicelulase foram menores do
que o controle, 27,3; 29,9; 28,0 e 32,2%, respectivamente, e o tratamento com
hemicelulase resultou em valores semelhantes ao controle, iguais a 31,2 e 32,2%,
respectivamente. Porém, a digestibilidade da MS do material tratado com 2 a 5% NaOH
foi melhorada significativamente, variando de 46,4 para 55,4%.

Tang et al. (2007) testaram o efeito de leveduras e enzimas sobre caracteristicas
de fermentacdo in vitro em palhadas de cereais, encontrando interacdo entre levedura e
enzimas fibroliticas na degradabilidade da MS e MO, sugerindo que o0s niveis adequado
de suplementacdo de levedura e enzimas fibroliticas sdo de 5,0 e 7,5 g/kg MS de
palhadas, respectivamente. Quando a levedura e enzimas fibroliticas foram ajustadas a
estes niveis, ocorreram 0s maiores valores de DIVMS e DIVMO.

Feng et al. (1996) utilizando gramineas secas, frescas ou reidratadas, observaram
maior digestibilidade in vitro e in vivo da MS e da FDN em gramineas secas tratadas

com enzimas fibroliticas. Yang et al. (2000) relataram aumento da digestibilidade da



dieta quando enzimas foram adicionadas ao concentrado, ndo observando efeito para
mistura total.

N&o existem trabalhos relatando o tratamento do residuo de algodoeira amonizado
e tratado biologicamente com enzimas fibroliticas, vislumbrando a possibilidade de
efeito aditivo destes sobre o valor nutricional deste residuo.

Portanto, avaliara os efeitos da amonizagdo em conjunto com a adi¢do de enzimas
fibroliticas objetivando a melhoria do valor nutricional do residuo de algodoeira

possibilitando sua utilizagdo racional no confinamento de ovinos.
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Il - OBJETIVOS

1. Gerais
Avaliar a acdo simultdnea da ureia e enzimas fibroliticas no residuo de
algodoeiras, para melhoria do seu valor nutritivo e utilizagdo na alimentacdo de

ruminantes.

2. Especificos

Auvaliar a eficicia da agdo das enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas em ensaios
padrdo para determinacdo da atividade enzimatica utilizando carboximetilcelulose e
xilana como substratos;

Avaliar os efeitos do tratamento com ureia e enzimas fibroliticas sobre a
composicdo bromatologica, fracionamento dos carboidratos e nitrogénio e estimativas
do conteudo energético do residuo de varredura das algodoeiras;

Avaliar a degradabilidade da matéria seca e fracdo fibrosa e cinética da
fermentacao ruminal, por meio da técnica semiautomatica in vitro de producdo de gases
em funcgéo do tratamento com ureia e enzimas fibroliticas no residuo de algodoeira;

Quantificar os efeitos de dietas formuladas com residuo de algodoeiras tratado
com ureia e niveis de enzimas fibroliticas como unico volumoso sobre o consumo,

digestibilidade dos nutrientes e desempenho em cordeiros confinados.
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I11 -CAPITULO I
COMPOSICAO BROMATOLOGICA DO RESIDUO DE
ALGODOEIRAS TRATADO COM UREIA E ENZIMAS
FIBROLITICAS

Resumo: Objetivou-se avaliar a composicao bromatoldgica do residuo de algodoeiras
tratado com ureia e enzimas fibroliticas (celulase e hemicelulase). Foi utilizado um
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 4, com duas doses de
ureia (0 e 6%) e quatro doses de enzimas (0, 2, 4 e 6%), com base na matéria seca, com
quatro repeticdes. Para o tratamento quimico, a ureia foi dissolvida em &gua e calculada
a quantidade de &gua para elevar a umidade do material para 25%. A mistura de
enzimas fibroliticas foi composta de 75% de celulase e 25% de hemicelulase. Foram
determinados a composicdo bromatologica, fracionamento dos carboidratos e
nitrogénio, e estimativas e contetdo energético. Para os resultados de matéria seca e
extrato etéreo 0s mesmos apresentaram interacdo significativa entre ureia e enzimas.
Para os resultados de cinzas e digestibilidade in vitro da matéria seca, foi observado que
os valores medios aumentaram com o tratamento quimico da ureia, em relacdo ao nédo
tratado. Os resultados dos componentes da parede celular apresentaram interacdo entre
ureia e enzimas somente para os teores de fibra em detergente acido. Os efeitos do
tratamento enzimatico obteve um efeito linear negativo para todos os parametros
avaliados da parede celular. Para os resultados das fragdes nitrogenadas, houve efeito da
interacdo entre as doses de ureia e enzimas fibroliticas para as variaveis de nitrogénio
total e nas fracbes A e C. Na fracdo dos carboidratos houve interacdo entre as doses de
ureia e de enzimas para 0s carboidratos totais e carboidratos ndo fibrosos. Os valores
médios estimados do contelido energético ndo apresentaram interacdo significativa entre
as doses de ureia e enzimas. Em todos os pardmetros analisados ocorreram aumentos
nos valores médios com o tratamento da ureia em relacdo ao material ndo tratado. O
residuo de varredura de algodoeira teve seu valor alimenticio melhorado com o
tratamento associado da ureia e enzimas fibroliticas, podendo ser potencialmente

utilizado como volumoso para 0s ruminantes.

Palavras — chave: amonizagdo, subprodutos, volumoso.
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CHEMICAL COMPOSITION OF COTTON PROCESSING RESIDUE
TREATED WITH UREA AND FIBROLYTIC ENZYMES

Abstract: The objective was to evaluate the chemical composition of the residue of
scan from cotton treated with urea and fibrolytic enzymes (cellulase and hemicellulase).
A completely randomized design in a 2 x 4 factorial design was used, with two levels of
urea (0 and 6%) and four levels of enzymes (0, 2, 4 and 6%), based on DM, with four
replications. For the chemical treatment, the urea was dissolved in water and calculating
the amount of water to raise the moisture to 25% of the material. The fibrolytic enzyme
mixture consisted of 75% of cellulase and hemicellulase 25%.Were determined
chemical composition, fractionation of carbohydrates and nitrogen, and estimates of
NDT and energy content. For the results of DM and EE they show significant
interaction. For the results of MM and IVDMD, it was observed that the mean values
increased with the chemical treatment of urea, relative to the untreated. The results of
cell wall components presented interaction between urea and enzymes only for the
ADF. The effects of enzyme treatment got a negative linear effect for all parameters of
the cell wall. For the nitrogen fraction of the results, there was a significant interaction
between doses of urea and fibrolytic enzymes to the total nitrogen variables (TN) and
the fractions A and C. For fraction B1+B2 and B3 there was no interaction effect. In the
fraction of carbohydrates was no interaction between of levels urea and enzymes to the
total carbohydrates and non-fibrous carbohydrates. The estimated mean values of TDN
and energy content showed no significant interaction between levels of urea and
enzymes. In all analyzed parameters were increases in average values with the treatment
of urea compared to untreated. The residue of scan from cotton had their nutritional
value enhanced with the associated treatment urea and fibrolytic enzymes and can be

potentially used as roughage for ruminants.

Key words: ammoniation, cellulase, hemicelulase
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INTRODUCAO

O Brasil, por ser um dos principais produtores agricolas mundiais, gera
anualmente uma grande variedade e quantidade de residuos agroindustriais. Estes
residuos podem assumir destacada importancia na alimentacdo de ruminantes,
principalmente, em periodos nos quais a escassez de forragens torna-se o fator
preponderante, limitando a produtividade desses animais.

A Bahia é destaque na producdo de algoddo, se posicionando como segundo
maior produtor nacional. No oeste da Bahia estdo concentradas quase 95% da area
plantada do Estado, com 308 mil hectares cultivados e uma producdo de 1,25 milh&o de
toneladas de algoddo em capulho (501,7 mil toneladas em pluma e 677,3 mil toneladas
em carogo) (AIBA, 2014).

Na agroindustria do processamento do algoddo é gerado um residuo,
denominado de residuo de algodoeira, sendo constituido de pedacgos de caule e folhas,
liter e sepalas, capulho e carogo, o qual ndo tem um destino apropriado. Este se acumula
nos patios das algodoeiras e é geralmente usado como adubo, ou mesmo como
componente de rac6es de bovinos. Quando usado para este Gltimo fim, ele se caracteriza
pelo seu limitado valor nutritivo (alto teor de FDN e baixo teor de nitrogénio). O
residuo de varredura das algodoeiras € produzido na proporcdo de 2 a 5% do total
colhido, dependendo da regulagem das maquinas e de tratos culturais antes da colheita
(aplicacdo de desencante, desfolhante) (Quadros et al., 2012).

De acordo com Mallmann et al. (2006) em condi¢6es onde séo utilizadas
forragens de baixa qualidade (alto teor de FDN), o primeiro fator nutricional limitante
do desempenho animal € a disponibilidade de energia e, para 0S microrganismos
ruminais a disponibilidade de proteina e minerais. Portanto, é de grande importancia a
otimizacdo do ambiente ruminal, visando melhorar a utilizacdo dos alimentos fibrosos.

Reis et al. (2003); Gobbi et al. (2005); Bertipaglia et al. (2005) e Carvalho et al.
(2006) tém indicado que o tratamento de volumosos de baixo valor nutritivo, utilizando
fontes de amodnia, pode melhorar a qualidade desses produtos, elevando
significativamente seu valor nutritivo, consumo e consequentemente aproveitamento
pelos animais, por promover reducfes nos componentes das fracdes fibrosas e aumento
nos compostos nitrogenados.

Entre os produtos quimicos utilizados para a conservagdo de forragens, a ureia e

amoénia anidra (NH3z) sdo os mais usados. Uma das razdes para a conservagdo dos
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volumosos assim tratados reside no efeito bacteriostatico e fungicida que eles tém sobre
a forragem armazenada em umidade superior a 20%. Além disso, eles proporcionam
nitrogénio ndo protéico, que pode ser usado pelos microrganismos do rimen para a
sintese de proteina microbiana.

Adicionalmente aos tratamentos quimicos, também os bioldégicos como as
enzimas tém sido utilizadas ha décadas para melhorar a utilizacdo de dietas de suinos e
aves. Por muitos anos pesquisadores foram desencorajados de utilizar enzimas para
melhorar a utilizacdo de dietas de ruminantes por causa da percepcdo de que a
capacidade hidrolitica do rimen ndo poderia ser aumentada por enzimas suplementares.
Além desta, também as preocupacgdes de que as enzimas seriam ineficazes devido a
protedlise ruminal tornando-as sem efeito. Estudos recentes demonstraram que 0O
tratamento biolégico com enzimas fibroliticas aumenta a produtividade animal, e varios
produtos de enzimas fibroliticas estdo disponiveis atualmente no mercado. No entanto,
resultados de estudos in vitro e de desempenho animal sobre os efeitos da aplicacdo de
enzimas fibroliticas nos alimentos ndo foram unanimemente favoraveis de seus
beneficios (Adesogan, 2005).

O valor nutritivo de um alimento depende de sua composi¢ao quimica e do nivel
de aproveitamento dos nutrientes pelos animais, sendo que nos animais ruminantes este
aproveitamento € decorrente da simbiose entre o animal e a microbiota ruminal. Tal
simbiose permite a utilizacdo indireta de carboidratos estruturais inacessiveis a acédo
enzimatica dos mamiferos (Mizubuti et al., 2014).

Atualmente, metodologias de avaliacdo de alimentos para ruminantes objetivam
rapidez, baixo custo e confiabilidade. Aliado a este fato, os sistemas atuais de
adequacdo de dietas para ruminantes necessitam da composicdo e caracteristicas dos
alimentos, dentre as quais, informacbes no que diz respeito as suas fracbes de
carboidratos e proteinas, bem como de suas taxas de digestdo, para que se possa estimar
com maior exatiddo o desempenho dos animais e maximizar a eficiéncia de utilizacdo
dos nutrientes (Moreira et al. 2010).

Objetivou-se avaliar os efeitos do tratamento com ureia e enzimas fibroliticas
sobre a composicdo bromatoldgica, fracionamento dos carboidratos e nitrogénio e

estimativas do contetido energético do residuo de varredura das algodoeiras.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laborat6rio de Nutricdo Animal — UESB, Campus
de Vitoria da Conquista/BA. Para avaliar o efeito da ureia e enzimas sobre o residuo de
algodoeira, foram utilizadas dois niveis de ureia (0 e 6 %) e 4 doses de enzimas
fibroliticas exdgenas (0, 2, 4 e 6 %), ambas com base na MS. Para tanto, foi utilizado
um delineamento inteiramente casualizado, com 4 repeticdes, onde os resultados foram
analisados dentro de um esquema fatorial (2 x 4).

O residuo de algodoeiras foi obtido na algodoeira Shayonara em Guanambi/BA.
Este residuo apresentou-se em media de 95% de MS, sendo necessario aumentar a
umidade deste, para melhor eficacia da amonizacdo (Reis & Rodrigues, 1993).

Antes do tratamento com ureia e das enzimas fibroliticas no residuo de
algodoeiras, foram retiradas amostras para determinacdo da composi¢do quimico-

bromatologica (Tabela 1), conforme metodologia descrita por Detmann et al. (2012).

Tabela 1. Composicdo quimico-bromatoldgica e digestibilidade verdadeira in vitro do
residuo de varredura de algodoeira in natura

Componentes Composicao (%)
Matéria Seca’ 887,5
Matéria organica® 932,6
Proteina bruta® 64,7
Extrato etéreo’ 16,6
Fibra em detergente neutro® 753,9
Fibra em detergente 4cido® 636,9
Hemicelulose® 117,0
Celulose? 441,3
Lignina® 178,0
Carboidratos nao fibrosos 155,0
DIVMS? 452.,4
PIDN! 14,1
NIDN? 174,7
PIDA! 12,7
NIDA? (% NT) 157,2
FDNcp* (% MS) 696,3
FDNi' 299,5

1(g/kg): (% NT); DIVMS: digestibilidade in vitro da matéria seca; PIDN: proteina insoldvel em
detergente neutro; NIDN: nitrogénio insolivel em detergente neutro; PIDA: proteina insolivel em
detergente &cido; NIDA: nitrogénio insolivel em detergente &cido; FDNcp: fibra em detergente neutro
corrigido para cinzas e proteina; FDNi: fibra em detergente neutro indigestivel.
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Foi calculada a quantidade de agua para elevar a umidade dos volumosos para
25%. A quantidade de residuo de algodoeira utilizada em cada tratamento foi de 2 kg,
sendo determinado previamente o percentual de matéria seca para aplicacdo dos
tratamentos.

Apobs pesar a quantidade do residuo os mesmo foram colocados em sacos de
polietileno com dimens6es de 0,45 x 0,70 m, devidamente identificados. Para o pré-
tratamento com ureia as amostras do residuo de algodoeira foram colocados em baldes
com capacidade de 20 L para melhor aplicacdo da solu¢do com ureia. Antes do pré-
tratamento com a ureia foi adicionado ao material, grdos de soja moida como fonte de
urease (1,5% com base na MS).

A ureia foi diluida em &gua e aplicada por aspersdéo e, em seguida,
homogeneizada. Posteriormente, o material foi colocado novamente nos sacos de
polietileno preé-identificados, fechados e cobertos por uma lona plastica ficando
armazenados por 60 dias. Ap0s este periodo, 0s sacos foram abertos e aerados por trés
dias.

As enzimas fibroliticas exogenas utilizadas foram extraidas dos fungos
Trichoderma reesei e Aspergillus aculeatus. O produto® foi constituido de celulases e
hemicelulases, na forma liquida, de coloracdo marrom, com densidade de 1,22 g/mL,
tendo como condicdes 6timas para atividade enzimatica da celulase 45-50 °C e pH 4,5-
6,5, e da hemicelulase 40-60 °C e pH 5,0- 6,5. Esta ultima, além da hemicelulase,
contém outras enzimas, incluindo [-glucanases, xilanases, arabinases, celulases e
pentosanases.

Para a avaliacdo da atividade das enzimas celulases e hemicelulases, utilizou-se
a metodologia descrita Wood e Bhat (1988) e Bailey et al. (1992), tomando como
referéncia glicose padrdo e xilose padrdo, respectivamente. A atividade da
endoglucanase e xilanase, para avaliacdo das enzimas celulases e hemicelulase foi de
2,7180 e 1,6340 pmol.mL™.min utilizando 1% de carboximetilcelulose e xilana de aveia
como substratos, respectivamente, mostrando a efetividade das enzimas, comprovada
conforme Arriola et al. (2011).

Esses valores estdo dentro da faixa de atuacdo recomendados pelo fabricante das
enzimas que situa entre 700 e 50000 EGU/g para celulase e 100 e 10000 FBG/g para

® Novozymes Latin America Ltda: celulase (Celluclast® 1.5 L) e hemicelulase (Viscozyme® L).
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hemicelulose, valores correspondidos em mmol.mL™.min™. Mostrando que as enzimas
utilizadas possuem efetividade.

Apos trés dias da abertura dos sacos ap6s a amonidlise, o material foi tratado
biologicamente com as enzimas. Os tratamentos que ndo receberam as doses de enzimas
foram acrescentados &gua na mesma propor¢do do material que recebeu enzimas, para
padronizacdo da umidade do material, colocando-os em seguida numa estufa com
circulacdo forcada de ar, ajustada a temperatura de 40°C, permanecendo por 24 horas.

Para as outras unidades experimentais que receberam o tratamento bioldgico
foram calculadas as quantidades de enzimas, que correspondiam a 2, 4 e 6% com base
na matéria seca, sendo diluidas em agua (100 mL/kg de MS), na proporcdo de 75%
celulase e 25% hemicelulase, sendo aplicado por aspersdo, colocando-os em seguida
numa estufa com circulacdo forcada de ar, ajustada a temperatura de 40°C, deixando
agir por 24 horas, para favorecer as condicGes de acdo das enzimas.

Depois dessa etapa, foram coletados sub-amostras de cada unidade experimental
sendo colocadas em bandejas de aluminio para secagem em estufa com circulacdo
forcada de ar a temperatura de 55° C por 72 horas, em seguida, foram moidas utilizando
peneiras de 1 mm e acondicionadas em recipientes de polietileno vedados com tampa e
realizadas as analise laboratoriais.

Para a realizacdo das analises bromatoldgicas foi determinado os teores de
matéria seca (MS), nitrogénio (N), extrato etéreo (EE), cinzas, celulose, hemicelulose,
lignina, nitrogénio insolivel em detergente neutro (NIDN), nitrogénio insolivel em
detergente acido (NIDA) e cinza insoluvel em detergente neutro (CIDN), fibra em
detergente neutro corrigido para cinzas e proteina (FDNcp), fibra em detergente acido
(FDA), de acordo com Detmann et al. (2012), sendo que a determinacdo da (FDN) e
(FDA) foram avaliados pelo método da autoclave, e a hemicelulose pela diferenca entre
os teores de FDN e FDA.

O fracionamento dos compostos nitrogenados foi realizado segundo
procedimento proposto por Licitra et al. (1996). O nitrogénio ndo protéico, representado
pela fracdo A, foi determinado apds o tratamento da amostra com acido tricloroacético
(TCA) a 10%, sendo obtido pela diferenca entre o nitrogénio total (NT) e o nitrogénio
insolivel em TCA (NR), estimado pela seguinte formula: Fragao “A” (%) = %NT —
NR(%). A fracdo “B3” foi determinada pela diferenca entre o nitrogénio insolivel em

detergente neutro (NIDN) e o nitrogénio insoluvel em detergente acido (NIDA), como



19

se segue: Fragdo “B3” (%) = %NIDN - %NIDA, onde o NIDN e NIDA,
respectivamente, sdo as fracbes de nitrogénio determinado no residuo da FDN e da
FDA. A fracao “C” foi considerada como o NIDA e a fragdo “B1 + B2” foi obtida pela
diferenca entre o nitrogénio total e as fracbes “A”, “B3” e “C”.

A porcentagem de carboidratos totais (CT) foi obtida pela equacdo: CT = 100 -
(%PB + %EE + %cinzas). Os carboidratos ndo fibrosos (CNF) foi obtido pela equagéo
CNF = CT - %FDNCcp, em que FDNcp é a fibra em detergente neutro, corrigida para
cinzas e proteina bruta (Sniffen et al., 1992). Para o tratamento com ureia (6%), os CNF
foram estimados de acordo com método proposto por Hall (2000), considerando a PB
da ureia. No fracionamento dos carboidratos, as fragcdes “A + B1”, corresponde a
porcentagem de carboidratos ndo fibrosos (CNF). A fragao “C” foi obtida pelo produto
entre o percentual de lignina e o fator 2,4. A fragdo “B2” foi obtida a partir da subtracdo

entre a fracdo de FDNcp e a fragao “C”.

Para avaliar a degradabilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), o material foi
incubado utilizando os sacos de filtro ANKOM F57, adaptado para o ramen artificial
TE-150 (TECNAL) durante 48 h. A solucdo tampéo foi preparada em recipientes pre-
aquecidos (39 °C). A solucdo A (g/litro) foi composta por: 10,0 g KH,PO4; 0,5 g
MgSQO,.7H20; 0,5 g NaCl; 0,1 g CaCl,.2H,0 e 0,5 g ureia; e a solucdo B (g/100mL):
15,0 g Na;COg; 1,0 g NaySe.H,0. As solucdes foram misturadas adicionando-se cerca
de 266mL de solucédo B para 1330 mL de solucdo A (relacdo 1:5), a um pH final de 6,8
e temperatura de 39 °C. Adicionaram-se cerca de 1600 mL de mistura combinada de
A/B para cada jarro, em seguida 400 mL de liquido ruminal foram adicionados em cada
jarro de vidro do ramen artificial contendo os sacos de filtro ANKOM F57. Apos o
periodo de incubacdo, foi realizada a digestdo em detergente neutro (FDN) como
recomendado pela ANKOM (ANKOM TECHNOLOGY, 2010).

Para a estimativa dos teores dos nutrientes digestiveis totais (NDT), foram
utilizadas as equacdes propostas por Weiss et al. (1992) e adotadas pelo NRC (2001), e
Detmann et al. (2010), a partir das formulas:

NDTnre (%) = CNFdv + PBdv + (AGdv x 2,25) + FDNdv — 7, sendo:

CNFdv = 0,98 x {100 — [(FDN — PIDN) + PB + EE + Cinzas]};
PBdv = PB x exp[ — 1,2 x (PIDA/PB)];

AGdv = AG;

FDNdv = 0,75 x {[(FDN — PIDN) — L] x [1 — (L/FDNn)*®*]}.
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Em que: CNFdv = carboidratos ndo-fibrosos verdadeiramente digestiveis;PBdv
= proteina bruta verdadeiramente digestivel; AGdv = &cidos graxosverdadeiramente
digestiveis e FDNdv = fibra em detergente neutro verdadeiramentedigestivel; FDN =
fibra em detergente neutro; PIDN = proteina insolivel em detergenteneutro; PB =
proteina bruta; EE = extrato etéreo; AG = &cidos graxos, nos quais AG =(EE — 1);
FDNcp = FDN corrigido para cinzas e proteina; PIDA = proteina insolivel em
detergente &cido; L = lignina; o fator 7 refere-se ao NDT recuperado nas fezes.

NDT petmann (%0) = PBadv + CNFadv + FDNd + 2,25 x EEadv, sendo:

PBadv =0,98x(PB-PIDN)+0,835x{PIDN x [1- e ~©8188*11676PIDAY  (Detmann
et al., 2008);

CNFadv = 0,9507 x CNF (Detmann et al., 2010);

FDNd = 0,835 (FDNcp — L) x [1 — (L/FDNcp) 0,85], (Detmann et al., 2007);

EEadv = 0,8596 x EE — 0,18 (Detmann et al.,2010).

Os teores dos NDTpemann foram estimados a partir das equacgdes sugeridas para
animais em crescimento e terminagcdo em consumo voluntario, por Detmann et al.(2007,
2008a), que estimam os teores aparentemente digestiveis verdadeiro das fracGes da
proteina bruta (PBadv), carboidratos ndo-fibrosos (CNFadv), extrato etéreo(EEadv),
alem dos teores digestiveis da fracdo da fibra em detergente neutro digestivel livre de
cinzas e proteinas (FDNd).

As estimativas do conteudo energético em Mcal/kg MS foram calculadas como
se segue:

Energia digestivel (ED= (CNFdv/100) x 4,2 + (FDNdv/100) x 4,2 + (PBdv/100)
x 5,6 + (AG/100)x 9,4 - 0,3);

Energia metabolizavel (EM = 1,01 x (ED) - 0,45] + 0,0046);

Energia liquida de mantenca (ELn, = 1,37 EM — 0,138EM?+ 0,0105EM*- 1,12);

Energia liquida de ganho (ELg = 1,42EM — 0,174EM*+ 0,0122 EM®*- 1,65);

Energia liquida de lactacdo (EL.:=0,0245 * NDT% — 0,12), foram obtidas por
intermédio das equacdes sugeridas pelo NRC (2001).

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia. Para avaliacdo do
efeito ureia, foi utilizado o teste F, e regressdo, para avaliar os efeitos do aumento das
doses de enzimas sobre as variaveis resposta. As médias foram analisadas com o

auxilio do programa estatistico Statistical Analyses System - SAS (SAS, 2002).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No momento da abertura dos sacos, foram observados coloragdo marrom escuro
e odor amoniacal nos tratamentos que receberam ureia, enquanto os tratamentos em que
foram utilizadas as enzimas fibroliticas, estes apresentaram coloragdo marrom claro,
prépria do residuo de varredura de algodoeiras. As alteracbes na colocacdo dos
materiais amonizados ocorrem em virtude da oxidagdo de grupos fendis ou condensacéao
da fragdo aldeido dos aguicares com o nitrogénio, (Schuerch & Davidson, 1971).

Os resultados da matéria seca (MS) e extrato etéreo (EE) apresentaram interacdo
significativa entre os niveis de ureia e enzimas fibroliticas (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios da matéria seca, cinzas, e extrato etéreo do residuo de varredura de algodoeiras
tratado com ureia e enzimas fibroliticas.

Ureia Enzimas (%0)

7 g 0 ~ 2
(%) 0 > 4 6 Médias CV(%) Equacéo R

Matéria Seca (%)

Y= 73,942 - 2,133x + 0,2783x°* 0,95

0 741a 70,3a 70,3a 710a 71,4 25
: Y= 73,669 - 5,809x + 0,780x° 0,95

6 741a 639b 641b 664b 671

Cinza (%MS)

0 6,2 5,9 6,2 6,8 6,3b
6 6,3 6,9 6,5 7.5 6,8a 6,7 Y= 6,143 + 0,129x 0,71
Médias 6,2 6,4 6,4 7,1

Extrato Etéreo (%MYS)

0 18a 15a 14a 1,2b 15 101 Y= 1,843 - 0,106x 0,96
6 1,7a 16a 13a 15a 15 : Y= 1,525 -

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem pelo Teste de F (P<0,05). R* = coeficiente de
determinacdo. CV(%) = coeficiente de variacao.

N&o houve efeito da amonizacdo para MS e EE no residuo sem o tratamento
enzimatico. Porém, a amonizacdo reduziu os teores de MS nos tratamentos do residuo
que foram realizados hidrdélise enzimatica (2, 4 e 6%). Nos resultados do EE, o nivel de
6% de enzimas diferiu entre 0 e 6% de ureia.

A avaliacdo dos efeitos das enzimas fibroliticas para o teor de MS apresentaram
um efeito quadréatico, obtendo pontos de minima de 3,83 e 3,72% de enzimas para 0s
niveis de 0 e 6% de ureia respectivamente (Tabela 2). Para o teor de EE, as enzimas
fibroliticas apresentaram um efeito linear negativo (P<0,05), quando nao utilizou ureia e
sem efeito significativo (P>0,05), com o tratamento de ureia. O efeito linear decrescente
com o tratamento enzimatico obteve uma reducdo de 0,106 unidades percentuais para

cada 1% de enzimas aplicadas, em relacdo ao material sem aplicacdo das enzimas. Esse
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resultado possivelmente ocorreu devido a heterogeneidade do residuo de algodoeira,
sendo compostos por pedacos de folhas, capulhos, caroco de algod&o e linter (Tabela 2).

Para os resultados de cinzas (MM) foi observado que os valores médios (P<0,05)
aumentaram com o tratamento quimico da ureia, em relacdo ao ndo tratado. Para o fator
enzimas ocorreu um efeito linear positivo para a (MM) (P<0,05) com aumento de 0,129
unidades percentuais para cada 1% de enzimas aplicadas no tratamento do residuo de
algodoeira, em relacéo ao tratamento sem aplicacao de enzimas (Tabela 2).

A reducdo de MS no material amonizado pode ser explicada pelo elevado poder
higroscdpico da ureia e da aménia, fazendo com que o material absorva umidade do
ambiente (Candido et al.,1999). Zanine et al., (2007) avaliando diferentes doses de ureia
na amonizacdo do feno do capim Tanzénia, observaram um efeito linear negativo,
obtendo-se na dose mais elevada de ureia (3,0%) o menor valor de MS (39,40%).

A elevacdo dos teores de cinza (P<0,05) com a amonizacdo tem relativamente
pouco valor quando se trata de volumosos, porque fornece pouca informagao sobre sua
COMpOSI¢ao, uma vez que seus componentes em minerais Sd0 muito variaveis, e as
forrageiras possuem bastante silica, principalmente se tratado de residuos da
agroindustria (Silva & Queiroz, 2005).

Para os componentes da parede celular, fibra em detergente neutro (FDN), fibra
em detergente acido (FDA), celulose, hemicelulose e lignina, observou-se interacdo
(P<0,05) entre os niveis ureia (presenca e auséncia) e enzimas fibroliticas somente para
a FDA (Tabela 3).

A avaliacdo dos efeitos da ureia sobre os componentes da parede celular foi
positiva, observando uma reducdo nos parametros estudados, diferindo estatisticamente
(P<0,05) entre os tratamentos com e sem ureia, com excecao da hemicelulose que nédo
apresentou efeito significativo (P>0,05) da amonizacéo.

Os tratamentos associado da ureia e enzimas fibroliticas combinaram numa
reducdo de 11,39; 6,66 e 4,34% para os resultados da FDN, celulose e lignina,
respectivamente, em relacdo ao material ndo tratado com ureia. Essa observacdo em
relacdo ao material in natura (Tabela 1), os valores reduziram 21,0; 13,1 e 10,6%,
respectivamente para FDN, celulose e lignina, mostrando a eficacia dos tratamentos

aditivos quimicos e bioldgicos.
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Tabela 3. Valores médios dos componentes da parede celular do residuo de varredura de algodoeiras
tratado com ureia e enzimas fibroliticas.

Ureia Enzimas (%)
(%) 0 2 4 6

Médias C.V(%) Equacdo R?

FDN (% MS)

0 736 71,2 684 642 694a
6 66,4 639 609 582 623b 1,9 Y=170,244 - 1,466x 0,99
Médias 70,0 675 647 612

FDA (% MS)

Y=63,509 - 1,237x 0,99

634a 6l2a 586a 56,0a 598 10 Y
' Y= 56,054 - 1,035x 0,98

56,2b 539b 51,4b 50,2b 52,9

o O

Celulose (% MS)

0 441 431 415 378 416a
6 416 398 380 367 390b 3,4 Y= 143,107 - 0,928x 0,98
Médias 42,9 415 39,7 373

Hemicelulose (% MS)

0 10,2 100 98 8,2 9,6
6 10,1 9,9 9,5 8,0 9,4 13,8 Y= 10,462 - 0,330x 0,80
Médias 10,2 100 9,7 8,1

Lignina (% MS)

0 178 170 166 160 168a
6 16,4 16,2 160 160 161D 53 Y=17,036 - 0,180x 0,98
Médias 17,1 166 163 16,0

Meédias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem pelo Teste F (P<0,05). R? = coeficiente de
determinacdo. C.V.(%) = coeficiente de variacdo.

Para os resultados do tratamento bioldgico com enzimas fibroliticas no residuo
de algodoeiras, o teor de FDN, celulose, hemicelulose e lignina apresentaram efeito
linear decrescente, com reducdo de 1,47; 0,93; 0,33 e 0,18 unidades percentuais,
respectivamente, para cada 1% de enzimas fibroliticas aplicadas, em relacdo ao
tratamento sem aplicacdo de enzimas. Nos dados da FDA, a reducéo foi de 1,24 e 1,04
unidades percentuais para cada 1% de enzimas em relacdo ao tratamento sem aplicacao
de enzimas, respectivamente para os tratamentos O e 6% de ureia (Tabela 3),
demonstrando que as enzimas fibroliticas foram efetivamente ativas para a melhoria da
qualidade da fracdo fibrosa do residuo de algodoeiras.

Os resultados do presente trabalho mostraram reducdo de 10,8% nos teores de
FDN com o tratamento com ureia, corroborando com os trabalhos conduzidos por
Grotheer et al. (1985), Dias-da-Silva et al. (1988), Reis et al. (2003), Gobbi et al. (2005)
e Carvalho et al. (2006) em palhadas, feno de capim bermuda, feno de capim braquiaria
e bagaco de cana-de-agUcar, respectivamente.

A reducdo no contetido da FDA nos materiais amonizados esta associada com a
solubilizacdo da lignina e da celulose presumidamente como um resultado da redugéo
da cristalinidade da celulose, e também devido a sua expansdo e saponificacdo das

ligagDes éster entre lignina e hemicelulose (Klopfenstein et al., 1978).
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Resultados semelhantes ao deste trabalho foram encontrados por Krause et al.
(1998), onde verificaram que a adicdo de enzimas fibroliticas a dieta alterou a
composi¢do quimica do volumoso, reduzindo os teores de FDN e FDA quando o
produto utilizado foi diluido em &gua e aplicado ao alimento um dia antes do
fornecimento aos animais.

Houve uma maior solubilizacdo da celulose em relacdo a hemicelulose, sendo
que esse comportamento pode ser justificado pelo fato de que, quando materiais
volumosos sdo tratados com produtos alcalinos, como a wureia, as ligacOes
intermoleculares, mais especificadamente as pontes de hidrogénio entre as moléculas de
celulose, se rompem, solubilizando parte deste componente da parede celular (Van
Soest, 1994). Outros autores também observaram reducdo no teor de celulose em fenos
tratados com ureia (Grossi et al., 1993; Alfaya et al., 2002 ; Gobbi et al., 2005).

A diminuicgéo dos teores de lignina pode ser explicada pela maior solubilizacéo
da celulose e da hemicelulose como observado neste estudo, permitindo que parte da
lignina que se encontrava ligada a esta fracdo tambem fosse solubilizada.

Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Lines et al., (1996), que
observaram reducdo nos teores de lignina com o aumento no periodo de amonizagéo de
9,4 para 8,6%, para feno de alfafa amonizados por uma ou duas semanas
respectivamente.

Para os resultados da fracdo do nitrogénio (Tabela 4), houve efeito da interacao
(P<0,05) entre as doses de ureia e enzimas fibroliticas para as variaveis de nitrogénio
total (NT) e nas fracdes A e C. Para fracdo B1+B2 e B3 ndo houve efeito da interacdo
(P>0,05).

Para os resultados do NT, observaram-se aumentos com a utilizacdo de ureia,
diferindo estatisticamente (P<0,05) entre os dois niveis de ureia. Ja na fracdo A, as
médias diferem entre si na medida em que aumenta os niveis de ureia da amonizacao,
ocorrendo em todos os niveis de enzimas aplicados, fato que ocorre também nos valores
do NT, prevendo este acontecimento, uma vez que a ureia como fonte de nitrogénio
ndo-protéico, foram incorporados nos tratamentos (Tabela 4).

Os teores de NT apresentaram efeito quadratico quando ndo tratado com ureia e
efeito linear positivo quando tratado com 6% de ureia. Para o efeito quadratico obteve-

se ponto de minima de 1,76 de enzimas fibroliticas, enquanto que o efeito linear
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encontrou-se um aumento de 0,134 unidades percentuais para cada 1% de enzimas

aplicadas, em relagdo ao tratamento sem aplicacdo de enzimas.

Tabela 4. Fracionamento dos componentes nitrogenados do residuo de varredura de algodoeiras tratado
com ureia e enzimas fibroliticas.

Ureia Enzimas (%)

1 0 = 2
(%) 0 > ) 6 Médias C.V(%) Equacéo R

Nitrogénio Total (%MS)

0 13b 13b 13b 16D 1,4 492 Y=1,301 - 0,067x + 0,019x° 0,96

6 33a 36a 38a 40a 3,6 Y=3,233 +0,134x 0,98
Fracdo A (% NT)

0 09b 10b 10b 12D 1,0 59 Y= 0,902 +0,039x 0,75

6 25a 28a 30a 32a 2,9 ' Y=2,490 +0,119x 0,98

Fracdo B1+B2 (% NT)

0 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1b
6 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3a 29,3 ¥=0,190
Médias 0,20 0,16 0,20 0,20

Fracdo B3(% NT)

0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,1a
6 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1a 37,0 Y= 0,066
Médias 0,1 0,1 0,1 0,1

Fracdo C (% MS)

0 02b 02b 02b 02b 0,2 46 Y=0,190
6 04a 04a 05a 04a 0,4 : Y= 0,388 + 0,040x - 0,006x° 0,98

A: nitrogénio ndo protéico, B1 + B2: proteina verdadeira de degradacdo enzimética rapida e
intermediaria, B3: proteina verdadeira de degradacdo enzimatica lenta, C: proteina indigestivel. Médias
seguidas de uma mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de
probabilidade. R? = Coeficiente de Determinacio.

De maneira geral, os valores de N podem ser aumentados de 0,6 a 1,0 unidades
percentuais pela amonizacdo com ureia (Berger et al., 1994). O aumento nos teores de
PB pode ser explicado pela adicdo de nitrogénio ndo-proteico (NNP), em doses
crescentes, via amonizacdo. De acordo com Souza et al. (2002), o N é retido por meio
de uma reacdo da amdnia com A&gua, contida nos materiais, ou uma reacao de
amonidlise entre a aménia e um éster, produzindo amida.

Esse aumento tem sido verificado em residuos agroindustriais (Faria et al., 2008)
e fenos de baixa qualidade, quando tratado com ureia (Reis Janior et al., 2011).
Incrementos nos teores de NT com uso de ureia, também, foram encontrados por
Carvalho et al. (2006) ao trabalharem com bagaco de cana-de-acucar, Fadel et al. (2003)
com palha de arroz, e Gobbi et al. (2005) com feno de brachiaria.

Na fracdo A, a aplicacdo das enzimas fibroliticas apresentaram efeito linear
positivo quando os mesmos foram utilizados 0 e 6% de ureia, com aumento de 0,04 e
0,12 unidades percentuais para cada 1% de enzimas, em relagdo ao tratamento sem

aplicacdo de enzimas.
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Na fracdo B1+B2 (proteina verdadeira de rdpida degradacdo) ndo houve efeito
significativo com o tratamento enzimatico. J& os dados da fracdo B3 (proteina de lenta
degradacdo) ndo apresentou efeito significativo, nem do tratamento com ureia e nem
com as enzimas fibroliticas.

Ressalta-se que o aumento nas fracOes B1+B2 pode ser decorrente do efeito
proporcional da inclusdo do nitrogénio, que aparece na forma de NNP (Fracdo A).
Conforme Pereira & Rossi (1994), essas fracBes representam a por¢do de proteina
verdadeira da forragem, sendo pouco afetadas pela inclusdo de fontes externas de
nitrogénio na forma de ureia ou amonia. Maiores percentuais dessa fracdo sdo melhores
utilizados pelos microrganismos ruminais para a sintese de proteina microbiana,
inclusive por microrganismos fibroliticos, visto que, conforme esclarece Kozloski
(2002), a proteina verdadeira € constituida de aminoacidos de cadeia ramificada, dos
quais necessitam as bactérias celuloliticas, reconhecidas pela degradacdo desse
carboidrato estrutural (celulose), componente da fracdo fibrosa de vegetais.

Enquanto na fracdo C (proteina indigestivel) ha um aumento nos valores quando
0s mesmo foram tratados com ureia, em relacdo ao sem tratamento, em todos o0s niveis
de enzimas. Para avaliacdo das enzimas na fracdo C, ocorre um efeito quadratico com a
inoculacédo das enzimas fibroliticas quando pré-tratada com ureia (6%), tendo seu ponto
de maxima de 3,33% de enzimas.

A fracdo C representa a proteina associada a lignina e é indigestivel para 0s
microrganismos ruminais. Neste aspecto, Bertipaglia et al. (2005) e Roth et al. (2010)
observaram diminuicdo dos teores da fracdo C, na amonizacdo de fenos de brachiarias.
Assim, a diminuicdo da fracdo C, com a adicdo de fonte de amdnia, no tratamento de
alimentos volumosos, é benéfica do ponto de vista de melhoria do valor nutritivo dos
mesmos, uma vez que, aumenta a quantidade de nitrogénio disponivel para digestéo.

Aumentos nos teores da fracdo C podem ser explicados pela adi¢cdo da ureia que é
fonte de nitrogénio ndo protéico e pode incorporar-se na parede celular. Estes resultados
concordam com os obtidos por Reis et al. (2001) em trabalhos conduzidos com feno de
gramineas tropicais onde foi detectada elevacdo nos teores de NT, de NIDN e de NIDA
em resposta a amonizacao.

Segundo Rosa et al. (1998) a elevacdo nos teores de NIDA (fracdo C da proteina)
com a amonizagdo sugere reacdo de amonidlise, uma vez que o nitrogénio foi retido na

fracdo insolivel em detergente acido (celulose e lignina), sendo de suma importancia o
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conhecimento da modificagdo no teor de NIDA, uma vez que o nitrogénio presente
nessa forma apresenta-se indisponivel para o animal.

Na maioria dos estudos sobre a amonizagdo de volumosos (Carvalho et al.,
2006; Roth et al. 2010) tem sido verificada a elevacdo nos teores dos compostos
nitrogenados, como NIDN e NIDA (%MS), fato este relacionado com o contedo de
nitrogénio (N) dos produtos utilizados como a ureia.

Os resultados apresentados das fragdes dos carboidratos apresentaram interacéo
(P<0,05) entre as doses de ureia e de enzimas para 0s carboidratos totais e carboidratos
ndo fibrosos (Tabela 5). Independente da dose de enzimas fibroliticas, observou-se
efeito significativo do uso da ureia (P<0,05), em todas as variaveis respostas.

Tabela 5. Fracionamento dos carboidratos do residuo de varredura de algodoeiras tratado com ureia e
enzimas fibroliticas.

Ureia Enzimas (%0)
(%) 0 2 4 6

Médias C.V(%) Equacdo R?

CT (%MS)

Y= 83,845 + 0,809x - 0,182x° 0,99

0 839a 846a 843a 821la 837 13
: Y= 71,814 - 0,946x 0,95

6 72,1b 69,2b 686b 660b 690

CNF (Fracdo A + B1) (%MS)

0 129b 16,2b 18,1b 20,6b 16,9 79 Y=12,175+1,253x 0,99

6 214a 210a 234a 235a 223 ' Y=21,055+0,427x 0,73
Fracdo B2 (%0MS)

0 283 27,7 264 231 264a

6 22,1 200 175 150 18,7b 10,8 Y=25,590 - 1,021x 0,97

Médias 252 239 220 191

Fracdo C (% MS)

0 42,7 40,7 398 385 404a
6 393 389 384 383 388D 53 Y= 40,887 - 0,432x 0,98
Médias 410 398 391 384

CT: carboidratos totais; A: fracdo rapidamente degradavel; B1: fragdo com degradacéo intermediria; B2:
fracdo lentamente degradavel; C: fracdo indigestivel. Médias seguidas de uma mesma letra minuscula na
coluna, ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade. R? = Coeficiente de Determinaco.

Na avaliacdo do tratamento quimico com ureia, 0s resultados médios de CT e
CNF mensurados neste experimento diferiram entre si (P<0,05) com a amonizacdo. Os
valores de carboidratos totais sdo influenciados pelos teores de PB, EE e MM, haja vista
a utilizacdo dessas variaveis para determinacdo dos mesmos. Portanto, no tratamento de
amonizacdo ocorreram 0s maiores valores de PB, devido a contribuicdo da ureia em
aumentar o teor de nitrogénio do residuo, ocorreu reducao dos carboidratos totais.

Os resultados médios de CT para respostas das enzimas apresentaram efeito
quadrético (ponto de méaxima de 2,22% de enzimas) e linear decrescente (reducdo de

0,94 unidades percentuais), quando pré-tratados com 0 e 6% de ureia. Ja os resultados
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médios dos CNF apresentaram efeito linear positivo, com aumentos de 1,25; e 0,43
unidades percentuais para cada 1% de enzimas inoculadas, quando pré-tratados com 0 e
6% de ureia, respectivamente. Levando em consideracdo que os valores dos CNF do
tratamento com ureia foram estimados pelo método proposto por Hall (2000), caso
contrério estaria subestimando os valores dos CNF, pelo aumento da massa da PB
causada pela adicdo do nitrogénio ndo-protéico da ureia.

Os CNF que correspondem as fracbes A+B1 sdo referentes a concentracdo de
acucares soluveis com rapida degradacdo ruminal e amido, frutosanas, galactanas, -
glucanas e pectina, com degradacdo intermediaria, respectivamente. O aumento dos
CNF ¢ justificado pela reducdo dos componentes fibrosos, em especial a celulose,
resultando em decréscimo da fracdo FDNcp, e quanto mais acentuada for a reducéo
desta fracdo da FDNcp, maior foi o contetdo dos CNF, uma vez que os CNF ¢ obtido
por diferenca dos FDNcp.

Para os valores médios da fracdo B2, houve um efeito da amonizagdo (P<0,05),
sendo que o tratamento com ureia apresentou reducdo das meédias em relacdo ao
material ndo tratado. Para efeitos do tratamento enzimatico, ha uma reducdo de 1,02
unidades percentuais para cada 1% de enzima aplicada, em relacdo ao tratamento sem
aplicacdo de enzimas.

Esta fracdo representa a fracdo correspondente a fibra potencialmente degradavel,
ou seja, s@o polissacarideos que compde a parede celular, como celulose e hemicelulose.
Ficou demonstrado no presente estudo a eficiéncia da acdo combinada da ureia e
enzimas fibroliticas em solubilizar a parte fibrosa (celulose e hemicelulose),
favorecendo a reducdo da fracdo e aumento dos carboidratos fibrosos. Segundo Russel
et al. (1992), alimentos com elevado teor da fracdo B2 provocam maior demanda de
nitrogénio nao-proteico para atender aos requisitos de microrganismos fermentadores de
carboidratos estruturais.

Os valores da fracdo C, que representa a fracdo indigestivel dos carboidratos,
diferiram significativamente entre os tratamentos 0 e 6% e ureia. Enquanto que o efeito
das enzimas propiciou uma reducdo de 0,43 unidades percentuais para 1% de enzima
aplicada, em relacdo ao tratamento sem aplicacdo de enzimas, evidenciando
interferéncia da adicdo de ureia e enzimas fibroliticas sobre este pardmetro, com

reducdo da lignina.
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Os valores médios estimados de NDT e Energia ndo apresentaram interacao

significativa (P>0,05) entre as doses de ureia e enzimas (Tabela 6).

Tabela 6. Teores médios de nutrientes digestiveis totais (NDT em %MS), energia digestivel (ED),
energia metabolizavel (EM), energia liquida de mantenca (ELm), energia liquida de ganho (ELg) e
energia liquida de lactacdo (ELs) em Mcal/Kg de MS do residuo de varredura de algodoeiras tratado
com ureia e enzimas fibroliticas.

U(g/i |)a 5 Er;mmas (jf)) 5 Medias C.V(%) Equacéo R?
NDT?
0 462 476 47,8 484 475D
6 576 57,2 579 57,7 576a 2,2 Y= 51,953 + 0,199x 0,97
Médias 51,9 524 52,9 531
NDT?
0 39,8 412 415 429 41,3b
6 53,8 53,7 549 556 545a 2,3 Y= 46,723 + 0,400x 0,99
Médias 46,8 47,5 482 492
ED
0 1,7 1,8 1,8 1,9 18b
6 2,5 2,5 1,6 2,6 2,6a 2,3 ¥=2,121 + 0,024x 0,98
Médias 2,1 2,2 2,2 2,3
EM
0 1,3 1,4 1,4 1,5 1,4b
6 2,1 2,1 2,2 2,2 21la 2,8 Y= 1,697 + 0,024x 0,98
Médias 1,7 1,7 1,8 1,8
ELm
0 0,5 0,5 0,5 0,6 0,6b
6 1,2 1,2 1,3 1,4 1,3a 5,5 Y= 0,848 + 0,024x 0,98
Médias 0,9 0,9 0,9 1,0
EL,
0 0,0 0,1 0,0 0,1 01b
6 0,7 0,7 0,7 0,8 0,7a 9,9 Y= 0,341 + 0,015x 0,91
Médias 0,3 0,4 0,4 0,4
EI—Iact
0 0,9 0,9 0,9 0,9 09b
6 1,2 1,2 1,2 1,2 12a 2,5 Y= 1,024 + 0,001x 0,99

Médias 1,0 1,0 11 1,1

INDTpermann - Nutrientes digestiveis totais estimado (Detmann et al., 2010):°NDTnrc — Nutrientes
digestiveis totais estimados (NRC, 2001). Médias seguidas de uma mesma letra minGscula na coluna, nédo
diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade. R? = Coeficiente de Determinacéo.

Em todos os parametros analisados ocorreram aumentos nos valores medios com
o0 tratamento da ureia em relacdo ao material ndo tratado. Esse aumento ocorreu devido
a elevacdo nos teores da PB, CNF e pela reducdo da FDN e componentes da parede
celular (Tabelas 3, 4 e 5), sendo 0s mesmos utilizados nas equacoes.

Quanto ao tratamento com enzimas, em todos os parametros avaliados ocorreu
aumento linear de: 0,20; 0,40; 0,02; 0,02; 0,02; 0,015 e 0,001 unidades percentuais para
cada 1% de enzima aplicada, em relagcdo ao tratamento sem aplicagdo de enzimas,
respectivamente para NDT petmann, NDTnre, ED, EM, ELm, ELg € ELjact.
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Visualmente, as diferencas entre os modelos propostos pelo NRC (2001) e
Detmann et al. (2010), para estimativa dos teores de NDT, sdo perceptiveis (Tabela 6).
Entretanto, Silva et al. (2007) e Azevédo et al. (2011) observaram que o modelo do
NRC (2001) tende a subestimar a predicdo de algumas fracdes, como o EE
aparentemente digestivel (EEad), utilizadas na estimativa do NDT para alimentos em
condigdes tropicalis.

Embora o NRC (2001) seja um sistema amplamente difundido e, teoricamente,
adequado para o uso em condigdes temperadas, esse conjunto de equacgdes ndo tem
apresentado eficiéncia de predicdo satisfatdria quando aplicado a alimentos obtidos em
condigdes tropicais, tornando as estimativas substancialmente desviadas dos valores
observados in vivo (Rocha Janior et al., 2003; Costa et al., 2005; Oliveira et al. 2007;
Silva et al., 2007).

Considerando que o modelo proposto por Detmann et al. (2010) para estimativa
dos teores de NDT foi desenvolvido exclusivamente com bases em informacdes de
alimentos produzidos em condi¢des brasileiras, Rocha Janior et al. (2003), Detmann et
al. (2004), Pina et al. (2006), Oliveira et al. (2007) e Azevédo et al. (2011) sugerem que
esse modelo seja mais adequado para estimar os teores dos NDT de co-produtos
agroindustriais.

Segundo Oliveira et al. (2010) o contetdo de NDT € importante, uma vez que a
energia é frequentemente um dos fatores mais limitantes na nutricdo de ruminantes. De
acordo com o NRC (2001), o conteudo de energia dos alimentos € negativamente
correlacionado ao teor de FDN, devido a menor digestibilidade desta fracéo.

O NDT e os valores de energia podem viabilizar a descricdo dos efeitos
ingestivos e a disponibilidade digestiva dos nutrientes e da racdo como um todo (NRC,
2001). Ainda de acordo com NRC (2001) o sistema de EL fornece valores de
disponibilidade de energia muito mais precisos que o NDT, mas este sistema ainda
permanece porque os Vvalores de EL sdo dificeis de serem obtidos e também porque ha
grande quantidade de informacdes disponiveis sobre o NDT. Assim, quando o NDT ou
a ED sdo conhecidos, todas as outras expressdes de energia podem ser calculadas,
usando-se equacOes apropriadas, o que vem destacar a importancia de equacdes que
estimam essas variaveis.

Para os resultados da digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), foi

observado que os valores médios (P<0,05) aumentaram com o tratamento quimico da
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ureia. Para o fator enzimas ocorreu um efeito linear positivo (P<0,05) com aumento de
1,467 unidades percentuais, para cada 1% de enzimas aplicadas, em relacdo ao
tratamento sem aplicagdo de enzimas, no tratamento do residuo de algodoeira (Tabela
7).

Tabela 7. Valores médios da digestibilidade in vitro da matéria seca do residuo de varredura de
algodoeiras tratado com ureia e enzimas fibroliticas.

Ureia Enzimas (%6) - 0 . )
(%) 0 > 7 5 Medias C.V(%) Equacéo R

Digestibilidade in vitro da matéria seca (%6MS)

0 452 473 50,7 526 490b
6 457 48,7 525 555 50,6a 3,1 Y= 45,375+ 1,467x 0,99
Médias 455 48,0 516 541

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem pelo Teste F (P<0,05). R? = coeficiente de
determinacdo. C.V.(%) = coeficiente de variagéo.

A melhoria da DIVMS ocorreu devido a reducdo dos componentes da parede
celular, aléem do aumento da concentracdo de nitrogénio na forma de ureia que
favoreceu um ambiente mais propicio para as bactérias crescerem e se multiplicarem, o
que aumenta a colonizacdo e melhora a fermentacdo do substrato da matéria seca,
consequentemente aumento da DIVMS.

Fernandes et al., (2002), observaram aumentos na digestibilidade in vitro da MS
(DIVMS) com a amonizacdo de fenos de Brachiaria decumbens com NH;3 (3,0% na
MS) ou ureia (5,0% na MS), sendo observado aumento na DIVMS de 20,1 e 12,2% em
relacdo ao tratamento controle, respectivamente. O incremento provavelmente foi
devido as modificagbes na composi¢do quimica da fracdo fibrosa, como a diminuicao
no conteudo de FDN e de hemicelulose o que certamente disponibilizou carboidratos
prontamente digestiveis para 0s microrganismos do rumen.

Em experimentos com ureia, Carvalho et al. (2006) observaram aumentos de
13,78; 24,20 e 32,42%, na DIVMS dos bagacos de cana com a aplicacdo de 2,5; 5,0 e
7,5% de ureia em relacdo ao bagaco sem ureia e Gobbi et al. (2005), utilizando 7% de
ureia (base seca) no feno de Brachiaria decumbens colhida no estaddio de pds-
florescimento, observaram que este nivel de ureia, proporcionou a maxima
digestibilidade in vitro da matéria seca (68,9%).

Utilizando niveis de enzimas fibroliticas (5,0 e 7,5 g/kg/MS) proximos aos
utilizados neste experimento, Tang et al. (2008) concluiram que estes niveis enzimaticos

proporcionaram os maiores valores de DIVMS e DIVMO em palhadas de cereais, e
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Wang et al. (2004) concluiram que as enzimas aumentaram a taxa de digestdo da palha
de trigo tratada com alcali, in vivo e in situ e aumentaram a extensdo da digestdo in vivo.

Na literatura tem-se observado que a aplicacdo de enzimas fibroliticas exdgenas
apos tratamento alcalino em palhadas, aumenta a taxa e a extensdo da digestdo da MS
(Wang et al., 2004). Este sinergismo provavelmente ocorre devido a remocdo de
barreiras estruturais realizada pelo alcali, facilitando a acdo das enzimas fibroliticas,
onde propiciaria maior disponibilidade de agUcares sollveis, para consequentemente,
facilitar a colonizagdo e o crescimento dos microrganismos ruminais (Wang &
McAllister, 2002).
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CONCLUSOES

Os tratamentos utilizando a associacdo da uréia e enzimas sdo eficientes na
reducdo dos componentes da parede celular, principalmente a celulose e lignina,
melhorando a qualidade da fracdo fibrosa e aumento na digestibilidade da matéria seca.

A amonizagdo com ureia proporciona aumento no nitrogénio total e na proteina
verdadeira, melhorando a fracdo nitrogenada do residuo de varredura de algodoeira.

A acdo conjunta da ureia e das enzimas fibroliticas no residuo de algodoeira
reduz as fracbes B2 e C dos carboidratos, sendo que a amonizacdo e a hidrélise
enzimatica aumenta os carboidratos ndo fibrosos. Estes tratamentos sdo eficazes para
aumentar o NDT e do contetido energético, melhorando o sincronismo entre nitrogénio
e carboidratos, liberando assim mais energia para o ruminante.

Recomendar-se, entdo, a amonizacdo com uréia (6% na MS) combinado com
enzimas fibroliticas (6% na MS), com melhoria nos valores DIVMS, FDN, lignina e

nitrogénio do residuo de algodoeira.
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IV - CAPITULO II

DEGRADABILIDADE E CINETICA DA FERMENTACAO
RUMINALIN VITRO, DO RESIDUO DE ALGODOEIRA TRATADO
COM UREIA E ENZIMAS FIBROLITICAS

Resumo: Objetivou-se avaliar a degradabilidade e a cinética da fermentacdo ruminal in
vitro, utilizando a técnica semiautomatica de producdo de gases in vitro do residuo de
algodoeiras tratado com ureia e enzimas fibroliticas. Foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 4, com duas doses de ureia (0 e 6%) e
quatro doses de enzimas (0, 2, 4 e 6%), ambas com base na MS, com quatro repeticdes.
Para o tratamento quimico, a ureia foi dissolvida em agua e calculada a quantidade de
agua para elevar a umidade do material para 25%. A mistura de enzimas fibroliticas foi
composta de 75% de celulase e 25% de hemicelulase. Na avaliagdo da producédo de
gases, em que a pressao foi mensurada 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 24, 30, 36, 48, 72,
96 e 120 horas ap6s a inoculacdo. Para avaliar a degradabilidade ruminal da matéria
seca e fracdo fibrosa, o material foi incubado em sacos de filtro F57, utilizando uma
incubadora, nos tempos 0 (lavagem direta), 6, 12, 24, 48, 96 e 120 horas. O volume
méaximo de producdo de gases da fase rapida (Vfl) diferiu para os tratamentos com
amonizacdo com e sem uréia. Para a taxa especifica de degradacdo da fracdo rapida
(Kd1) ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. Na producédo total de
gases houve efeito dos tratamentos quimico e biologico. Os resultados dos parametros
da degradabilidade ruminal da MS ndo apresentaram interacdo para nenhum parametro.
A fracdo “b” e “c” observou-se aumento com adi¢do de ureia, mas houve reducdo para a
degradabilidade efetiva a 5 e 8%/h com a adicdo de ureia. O tratamento enzimatico
aumentou linearmente os parametros da degradabilidade, exceto para a fracdo soluvel.
A degradabilidade da fracdo fibrosa foi melhorada, com maior atuacdo das enzimas
fibroliticas, com aumento fracdo potencialmente degradavel. A acdo combinada de ureia
e enzimas fibroliticas apresentou um incremento na producdo de gases, com melhorias

na degradacdo dos carboidratos fibrosos e ndo fibrosos.

Palavras — chave: degradacdo ruminal, producéo de gés, tratamento de volumoso.
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DEGRADABILITY AND KINETICOF THEIN VITRO RUMINAL
FERMENTATION, THE COTTON INDUSTRIAL PROCESSING
RESIDUE TREATED WITH UREA AND ENZYMES FIBROLYTIC

Abstract: The present study aimed to evaluate the degradability and in vitro ruminal
fermentation Kinetic, using the semi-automatic technique of in vitro gas production of
the cotton industrial processing residue treated with urea and fibrolytic enzymes. A
completely randomized design in a 2 x 4 factorial design was used, with two levels of
urea (0 and 6%) and four levels of enzymes (0, 2, 4 and 6%), based on DM, with four
replications. For the chemical treatment, the urea was dissolved in water and calculating
the amount of water to raise the moisture to 25% of the material. The fibrolytic enzyme
mixture consisted of 75% of cellulase and hemicellulase 25%. In the evaluation of gas
production, the gas pressure was measured 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 24, 30, 36, 48,
72, 96 and 120 hours after inoculation. To evaluate the ruminal degradability of dry
matter and fiber fraction, the material was incubated in F57 filter bags, using an
incubator, at 0 (direct washing), 6, 12, 24, 48, 96 and 120 hours. The maximum volume
of gas production of fast phase (Vi) differed for the treatments with and without urea
ammoniation. For specific degradation rate of the fast fraction (Kd;) there was no
significant difference between treatments. In total gas production was no effect of
chemical and biological treatments. The results of the MS of the degradability
parameters showed no interaction with any parameter. The fraction "b™ and "c" was
observed with the addition of urea increased, but decreased for the effective degradation
of 5 and 8%!/h with the addition of urea. The enzymatic treatment increased linearly
parameters degradability, except for the soluble fraction. The degradability of the fiber
fraction was improved, with greater activity of fibrolytic enzymes, increasing
potentially degradable fraction. The combined action of urea and fibrolytic enzymes
showed an increase in gas production, with improvements in the degradation of fibrous

and non-fibrous carbohydrates.

Key words: ruminal degradation, gas production, treatment of roughage.
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INTRODUCAO

A Bahia é destaque na producdo de algoddo, se posicionando como segundo
maior produtor nacional, gerando anualmente grande variedade e quantidade de
residuos agroindustriais. No oeste da Bahia estdo concentradas quase 95% da é&rea
plantada do Estado, com 308 mil hectares cultivados e uma producdo de 1,25 milhdo de
toneladas de algod&o em capulho (501,7 mil toneladas em pluma e 677,3 mil toneladas
em carogo) (AIBA, 2014).

Amonizacdo é um dos tratamentos quimicos mais estudados para melhorar a
qualidade da forragem. A amonizacdo melhora a digestibilidade da forragem devido a
acdo hidrolitica de am6nia em ligagdes entre lignina e polissacarideos estruturais, o que
aumenta a matéria organica (MO) potencialmente digestivel para utilizagdo pelos
microrganismos ruminais (Barrios-Urdaneta & Ventura, 2002). Amonizagdo também
aumenta a concentracdo de proteina bruta (PB) de forrageiras através da fixacdo de N
aplicadas (Weiss & Underwood, 1995).

Entretanto, o uso de enzimas alimentares tem sido utilizado para melhorar uma
grande variedade de dietas animal (Dean et al., 2008). A sua eficacia é em parte devido
a melhoria da hidrolise das fibras, aumentando a digestibilidade e consumo voluntario
(Elwakeel et al, 2007; Eun & Beauchemin, 2008; Pinos-Rodriguez et al., 2008; Reddish
& Kung Jr, 2007). Porém, a maioria dos estudos que avaliaram a aplicacdo de enzimas
fibroliticas na alimentacdo de ruminantes, utilizaram forrageiras de clima temperado,
consequentemente, ndao ha informacGes sobre a forma de aplicacdo de enzimas
fibroliticas afetando a qualidade de forrageiras tropicais.

Outras formas de se determinar a eficacia da amonizacgdo e hidrolise enzimatica
¢ por meio da avaliacdo da cinética da degradacdo ruminal in vitro. Para tanto, a
quantificacdo do volume de gases produzidos durante a fermentacdo de substratos,
através da técnica in vitro semiautomatica de producdo de gases, permite avaliar a
cinética de fermentacdo de alimentos utilizados na nutricdo de ruminantes (Theodorou
et al.,, 1994), possibilitando diferenciar a contribuicdo das fraces com solubilidades
ruminais distintas, assim como determinar a degradabilidade deste material no periodo
de estudo.

A técnica de producdo de gases considera a conversdo de todas as principais
fontes de carboidratos como monossacarideos, polissacarideos, pectinas, amido,

celulose e hemicelulose, produzindo CO;, e CH, e, também, a reacdo dos AGV com o
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tampdo bicarbonato. Assim, esse método pode ser utilizado para determinar a
importancia de algumas dessas diferentes fracdes do alimento, em fornecer energia aos
microrganismos (Pell & Schofield, 1993). A técnica ainda assume que a producdo de
massa celular bacteriana e de gases é proporcional a quantidade de substrato digerido.

Segundo Beauchemin et al. (2003) alguns produtos enzimaticos sao utilizados na
alimentacdo de ruminantes, sendo extratos concentrados, resultantes da fermentagéo
bacteriana (principalmente Bacillus spp.) ou flngica (principalmente Trichoderma
longibrachiatum, Aspergillus niger, A. oryzae), tendo atividades enzimaéticas
especificas. Esses produtos enzimaticos, normalmente sdo misturas de celulases e
xilanases, produzidas e comercializadas para outros fins. Além de enzimas fibroliticas,
estes produtos enzimaticos tambem apresentam atividades enzimaticas secundarias,
como amilases, proteases e pectinases.

Varios estudos demonstraram que o tratamento com enzimas fibroliticas pode
agir diretamente sobre a fibra, aumentando a degradacdo da MS e da FDN no rimen
(Feng et al., 1996; Hristov et al., 2000). Melhoria da degradacdo de carboidratos
fibrosos e nao fibrosos no radmen é importante para a utilizacdo dos alimentos em
ruminantes. Enzimas fibroliticas exogenas tém melhorado o consumo de racédo
(Jalilvand et al, 2007;. Krueger et al., 2008), o que poderia ser atribuido a digestéo
ruminal de alimentos fibrosos (Eun & Beauchemin, 2008), mas o mecanismo desta
incremento ndao é compreendido.

Segundo MCcAllister et al., 2001, as atividades bioquimicas de enzimas
alimentares testadas em condicdes controladas, nem sempre prever sua capacidade de
melhorar a digestdo de alimentos para ruminantes. Para Morgavi et al. (2000), isso
ocorre principalmente porque as enzimas devem atuar em sinergia com a comunidade
microbiana ruminal para alterar a digestdo de alimentos. Também é importante testar as
enzimas em racdes individuais, pois sua atividade pode ser especifica para o tipo de
alimentacdo.

Desse modo, objetivou-se avaliar os efeitos dos tratamentos com ureia e enzimas
fibroliticas no residuo de algodoeira, através da degradabilidade e a cinética da
fermentacdo ruminal in vitro, utilizando a técnica semiautomatica de producdo de gases

in vitro.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laborat6rio de Nutricdo Animal — UESB, Campus
de Vitoria da Conquista/BA. Para avaliar o efeito da ureia e enzimas sobre o tratamento
quimico/bioldgico do residuo de algodoeira, foram utilizadas dois niveis de ureia (0 e 6
%) e 4 doses de enzimas fibroliticas exdgenas (0, 2, 4 e 6 %), ambas com base na MS.
Para tanto, foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, com 4 repeticdes,
onde os resultados serdo analisados dentro de um esquema fatorial (2 x 4).

O residuo de algodoeiras foi obtido na algodoeira Shayonara em Guanambi/BA.
Este residuo apresentou-se em media de 95% de MS, sendo necessario aumentar a
umidade deste, para melhor eficacia da amonizagdo (Reis & Rodrigues, 1993).

Antes da adi¢do das enzimas fibroliticas e do tratamento com ureia no residuo de
algodoeiras, foram retiradas amostras para determinacdo da composi¢do quimico-
bromatoldgica, conforme metodologia descrita por Detmann et al. (2012) (Tabela 1).

A quantidade de agua foi calculada para elevar a umidade dos volumosos para
25%. A quantidade de residuo de algodoeira utilizada em cada tratamento foi de 2 kg,
sendo determinado previamente o percentual de matéria seca para aplicacdo dos
tratamentos. Apds pesar a quantidade do residuo os mesmo foram colocados em sacos
de polietileno com dimens@es de 0,45 x 0,70 m, devidamente identificados. Para o preé-
tratamento com ureia o residuo de algodoeira foram colocados em baldes com
capacidade de 20 L para melhor aplicacdo da solugdo com ureia. Antes do pre-
tratamento com a ureia foi adicionado ao material, grdos de soja moida como forma de
fonte de urease (1,5% com base na MS).

A ureia foi diluida em agua e aplicada por aspersdo, mexendo para
homogeneizacdo. Em seguida, o material foi colocado novamente nos sacos de
polietileno pré-identificados, fechados e cobertos por uma lona plastica ficando
armazenados por 60 dias, ap0s este periodo os sacos foram abertos e aerados por trés
dias.

As enzimas fibroliticas exogenas utilizadas, foram extraidas dos fungos
Trichoderma reesei e Aspergillus aculeatus. O produto® é constituido de celulases e

hemicelulases, na forma liquida, de coloragdo marrom, com densidade de 1,22 g/mL,

* Novozymes Latin America Ltda: celulase (Celluclast® 1.5 L) e hemicelulase (Viscozyme® L).
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tendo como condic6es Otimas para atividade enzimatica da celulase 45-50 °C e pH 4,5-
6,5, e da hemicelulase 40-60 °C e pH 5,0- 6,5. Esta ultima, além da hemicelulase,
contém outras enzimas, incluindo R-glucanases, xilanases, arabinases, celulases e
pentosanases.

Para a avaliagdo da atividade das enzimas celulases e hemicelulases, utilizou-se
a metodologia descrita Wood e Bhat (1988) e Bailey et al. (1992), tomando como
referéncia glicose padrdo e xilose padrdo, respectivamente. A atividade da
Endoglucanase e Xilanase, para avaliagcdo das enzimas celulases e hemicelulase foram
de 2,7180 e 1,6340 umol. mL™ utilizando 1% de carboximetilcelulose e xilana de aveia
como substratos, respectivamente, mostrando a efetividade das enzimas.

Apos trés dias da abertura dos sacos, o material foi tratado biologicamente com
as enzimas. Os tratamentos que ndo receberam as enzimas foram acrescentados agua na
mesma propor¢do do material que recebeu enzimas, para padronizacdo da umidade do
material, colocando-o0s em seguida numa estufa com circulacéo forcada de ar, ajustada a
temperatura de 40°C, deixando agir por 24 horas.

Para as outras unidades experimentais que receberam o tratamento biologico
foram calculadas as quantidades de enzimas, que correspondem a 2, 4 e 6% com base na
matéria seca, sendo diluidas em agua (100 ml/kg de MS), na proporcao de 75% celulase
e 25% hemicelulase, sendo aplicado com aspersdo, colocando-0s em seguida numa
estufa com circulacdo forcada de ar, ajustada a temperatura de 40°C, deixando agir por
24 horas para acdo das enzimas.

Depois dessa etapa, foram coletados sub-amostras de cada unidade experimental
sendo colocadas em bandejas de aluminio para secagem em estufa com circulacao
forcada de ar a temperatura de 55 °C por 72 horas, em seguida, foram moidas utilizando
peneiras de 1 mm e acondicionadas em recipientes de polietileno vedados com tampa e
realizadas as analise laboratoriais.

Os tratamentos foram incubadas em frascos (160 mL), previamente injetados
com CO,, segundo a técnica in vitro semiautomatica de producdo de gases descrita por
Mauricio et al. (1999). Para tanto, os frascos foram colocados em uma estufa com
temperatura constante de 39 °C, durante todo o periodo de incubacdo. Foi adicionado
1,0 g de amostra por frasco, para cada tratamento, juntamente 90,0 mL de meio de
cultura, conforme Theodorou et al. (1994) e, em seguida, estes foram vedados com

rolhas de borracha. A inoculac¢do (10,0 mL/frasco) foi feita usando liquido ruminal de
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trés bovinos fistulados no rimen e mantidos a pasto (Brachiaria sp.), recebendo 2 kg de
residuo de algodoeira no cocho por dia.

A produgdo cumulativa de gases foi estimada por meio da mensuracdo da
pressdo dos gases, produzidos no decorrer do processo fermentativo, utilizando-se um
transdutor de presséo (tipo T443A; BAILEY; MACKEY, Inglaterra), as 2, 4, 6, 8, 10,
12, 15, 18, 21, 24, 30, 36, 48, 72, 96 e 120 h de incubacéo, fazendo-se uso da equacgédo V
= — 0,02 + 4,30p + 0,07p?, R? = 0,99, determinada por Figueiredo et al. (2003), para
altitude local, em que V = volume total de gases ¢ “p” ¢ a pressao dos gases dentro dos
frascos de fermentacdo (psi = pressdo por polegada quadrada). De cada leitura de
pressao, foi subtraido o total de gases produzidos nos frascos sem substrato (branco),
referentes a cada amostra.

A biomassa microbiana (mg.g™ de MS digestivel) foi mensurada a partir da
diferenca entre o substrato aparentemente degradado e o verdadeiramente degradado
(Blimmel et al., 1997).

O fator de particdo (FP), foi obtido pela divisdo dos valores do substrato da
matéria organica verdadeiramente degradada (mg.g™) pela producéo de gases (mL), em
cada tempo de degradacao (Blimmel et al., 1997; Blimmel et al., 1999), para comparar
os tratamentos em relacéo as suas eficiéncias de degradacdo e producdo de gases.

O modelo bicompartimental proposto por Schofield et al. (1994) foi utilizado
para descrever a cinética do processo de fermentacdo por meio da produgdo cumulativa
de gases na fase rapida Vf; (mL.g™), correspondendo & fermentagdo dos carboidratos
ndo fibrosos (fracdes A + B1), taxa especifica de degradacio da fracdo rapida Kd; (h™),
producdo cumulativa de gases da fracdo lenta Vf, (mL.g™)especifica para os
carboidratos fibrosos (fracdes B2 e C) e taxa especifica de degradacao da fracdo lenta
Kd, (h), tempo de colonizagdo L (h™), conforme a equagéo:

V() = (VF/(1+ exp(2-4%Kdy*(T-L)))+(V/(1+exp(2-4*Kd,*(T-L))),
em que V(t) é o volume acumulado no tempo t; Vf; = volume de gas oriundo da fracao
de rapida digestdo (CNF); Kdi(h™) = taxa de degradacéo da fracdo de rapida digestdo
(CNF); L = laténcia ou tempo de colonizacdo em horas; T = tempo (h); Vf, = volume de
gas da fracdo de lenta degradacio (B2) e Kd. (h™) = taxa de degradacdo da fracio B2.

A determinag¢do da degrabilidade ruminal “in vitro” do material tratado, foi
realizada no fermentador ruminal DAISY" (ANKOM®Technology Corp.,Fairport, NY).

Os in6culos foram obtidos de vacas mesticas Holandesa x Zebu (H x Z), portadoras de
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canula ruminal, mantidas a pasto (Brachiaria sp.), recebendo 2 kg de residuo de
algodoeira no cocho por dia, 15 antes para adaptagdo ao alimento.

Na determinacdo da degradabilidade ruminal in vitro da MS, da FDN e da FDA
do residuo, foi utilizada a metodologia da ANKOM® (ANKOM TECHNOLOGY,
2010), adaptada ao ramen artificial, utilizando a incubadora TE-150 (TECNAL). Foram
pesados 0,5 g de amostra seca em sacos de filtro (F-57 ANKOM®), que em seguida
foram vedados utilizando-se uma seladora com lamina incandescente. Os sacos foram
colocados em seis jarros de incubacdo de vidro, sendo 34 amostras por jarro. Cada jarro
corresponde a um dos tempos de incubacgédo, sendo O (lavados diretamente), 6, 12, 24,
48, 96 e 120 horas.

Para estimativa da degradabilidade potencial da MS e parametros da cinética da
degradabilidade ruminal de cada unidade experimental foi utilizado o modelo de
McDonald (1981), de acordo com a formula: p = a+b(l-e ), em que “p”, é
degradabilidade potencial; “a”, fracdo soluvel em &agua; “b”, fracdo potencialmente
degradavel; “c”, taxa de degradacdo da fracdo “b” (h™); “t”, tempo de incubagdo (h) e
“L”, tempo de colonizagao.

Para estimativa da fracdo fibrosa (FDN e FDA), foi utilizado o modelo de
Mertens & Loften (1980), de acordo com a formula: ¥ =bx e (™) 4 | quando t > L
e Y=b+1quando 0 <t <L, onde “Y” é o residuo nio degradavel no tempo T; “b”, a
fragdo potencialmente degradavel da fibra (no tempo t <L, b =Y — I); “c”, a taxa de
degradacdo de b (h-1); “T”, o periodo de incubagdo, em horas; “L”, a laténcia ou tempo
de incubagdo (h); e “1”, a fragdo indigestivel da fibra.

A degradabilidade efetiva ou real do residuo de algodoeira foi calculada pela
formula: p = a + [(bxc)/(c+k)xe €] em que “k” é a taxa de passagem (McDonald,
1981). Utilizaram-se as taxas de passagem de 5 e 8% para o célculo da degradabilidade
efetiva.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia. Para avaliacdo do
efeito ureia, as médias foram comparadas por meio do Teste F, e regressdo, para avaliar
os efeitos do aumento das doses de enzimas sobre as variaveis resposta. As meédias
foram analisadas com o auxilio do programa estatistico Statistical Analyses System -
SAS (SAS, 2002).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A comparacdo dos resultados encontrados para os parametros da cinética da
fermentacdo ruminal, estimados por meio do uso do modelo matematico
bicompartimental para os tratamentos quimicos avaliados, ndo evidenciou diferenca
significativa (P>0,05) em relag8o a taxa de digestdo das frages de carboidratos nédo
fibrosos - CNF (Kd;), observando o mesmo comportamento para a taxa de digestdo dos
carboidratos fibrosos - CF (Kd;) (Tabela 8.)

A interacdo entre os tratamentos com ureia e enzimas fibroliticas ocorreu de
forma significativa (P<0,05) apenas para o parametro do tempo de colonizacdo (L),

sendo que os demais néo verificaram a interagéo significativa (P>0,05) (Tabela 8).

Tabela 8. Estimativas dos parametros cinéticos da produgdo de gases in vitro da matéria seca (MS) do
residuo de algodoeira tratado com ureia e enzimas fibroliticas.

U(g/i |)a 5 E22|mas (CZO) z Médias CV (%) Equagéo R?
Vf; (mL/g)
0 12,0 15,5 16,4 209 16,2b
6 10,2 25,4 23,7 252 211a 259 Y=13,329 + 1,772x 0,77
Médias 11,1 20,5 20,0 23,0
Kdy(h™)
0 0,07 0,07 0,08 0,06 0,07a
6 0,16 0,06 0,06 0,07 0,08a 26,9 Y= 0,0095
Médias 0,11 0,06 0,07 0,06
L (h)
0 10,2b 10,8b 148a 10,7a 11,6 136 i Y=11,625
6 43,7a 176a 17,1a 16,2a 237 ' Y= 36,066 - 4,139x 0,57
Vf, (mL/g)
0 43,1 47,6 50,5 638 51,2b
6 55,3 68,4 63,5 62,5 624a 14,7 Y=50,725 + 2,038x 0,84
Médias 49,2 58,0 57,0 63,1
Kd, ()
0 0,01 0,01 0,01 0,01 0,0la
6 0,01 0,01 0,01 0,01 0,0la 11,5 Y= 0,0107 - 0,0003x 0,88
Médias 0,01 0,01 0,01 0,01
Total (mL/g)
0 55,1 63,1 66,9 84,7 67.4b
6 60,0 93,9 87,2 87,7 822a 15,0 Y= 62,132 + 4,222x 0,80

Médias 57,5 78,5 77,0 86,2

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem pelo Teste F a 5% de Probabilidade.
C.V.(%): coeficiente de variagdo. R%: coeficiente de determinacdo. Vf;: volume maximo de producdo de
gases da fracdo CNF; Kd;: taxa de digestdo para a fracdo dos CNF; L: tempo de colonizacdo; Vf,: volume
méaximo da producdo de gases da fragdo dos CF; Kd,: taxa de digestdo para a fracdo dos CF; Total:
Producéo total de gases.

Para o parametro VFy, que representa a producao dos gases originados pelos CNF,

houve diferenca significativa com os tratamentos com e sem ureia, sendo que o
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tratamento de 6% de ureia obteve média superior ao tratamento sem amonizacdo. Para
os efeitos do tratamento com enzimas, 0s mesmos apresentaram efeito linear, com
aumento de 1,7 unidades percentuais para cada 1% de enzima acrescida, em relacdo ao
tratamento sem aplicagdo da enzima (Tabela 8).

A taxa média de digestdo das fracGes de carboidratos ndo fibrosos - CNF (Kd,),
observadas no presente estudo, 0,068 e 0,083 h™, foram semelhantes que os observados
por Viana (2012), para a torta de algodao proveniente da extracao do 6leo sob diferentes
condicdes de processamento.

Os resultados obtidos no parametro VF;, que refletem a producdo de gases
oriunda dos carboidratos fibrosos, demonstrou efeito significativo (P>0,05) no
tratamento com ureia, aumentando a fermentacdo dos carboidratos fibrosos com a
amonizacdo (Tabela 8). Para os tratamentos com enzimas fibroliticas no residuo de
algodoeira encontrou-se um aumento linear positivo de 2,0 unidades percentuais na
fermentagdo para cada 1% de enzimas fibroliticas acrescidas em relagéo ao tratamento
sem aplicacdo da enzima, e a taxa de degradagdo dos carboidratos fibrosos (Kd,) ndo
diferiu significamente (P>0,05) com os tratamentos quimicos e biologicos (Tabela 7).

Os resultados do VF, foram influenciados pela redugdo nos teores dos
carboidratos fibrosos, principalmente a reducdo da FDN (Tabelas 3 e 5), possivelmente,
apresentou incremento nas fracdes de rapida degradacdo e, consequentemente, maior
taxa de degradacéo referente as fragdes dos CF.

Para o parametro do tempo de colonizagdo, avaliando o tratamento com ureia,
percebe-se que ha diferenca significativa (P<0,05) quando se utilizaram as doses de 0 e
2% de enzimas, tendo o tratamento com ureia média superior que o tratamento sem a
ureia. Averiguando os efeitos das enzimas com a amonizacao, ocorreu um decréscimo
de 43,7 para 16,2 horas entre os tratamentos com 0 até 6% de enzimas. Nos niveis de
enzimas, observou-se efeito linear, com reducdo de 4,1 horas para haver a colonizacao
quando acrescido de 1% de enzimas fibroliticas em relacdo ao tratamento sem aplicacao
da enzima, sendo que esta reducdo € importante para iniciar oS processos da
fermentacdo. Os resultados das enzimas no material sem a amonizacdo, ndo obteve
efeito significativo (P>0,05).

Deve ser levado em conta que quanto menor o tempo de colonizagdo, mais
rapidamente a microbiota ruminal inicia o processo de degradacdo do alimento.

Residuos agroindustriais caracterizados pela baixa degradabilidade ruminal necessitam
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de um tempo mais longo de colonizagdo pelos microrganismos ruminais (Bertipaglia et
al., 2000). Diante deste fato, observou-se que o uso das enzimas fibroliticas no residuo
de algodoeira contribuiu para diminuir o tempo de colonizacdo, porém o uso da uréia
isoladamente promoveu a elevacdo deste parametro. Este fendmeno pode estar
relacionado a solubilizacdo da hemicelulose promovida pela ure6lise restando a fracéo
lignificada do residuo.

O total de gases produzidos, estimados pelo modelo (Total), houve efeito dos
tratamentos quimico com ureia, sendo que a amonizacdo com 6% apresentou média
superior que o tratamento sem ureia. Para o tratamento biol6gico com as enzimas
fibroliticas, verificou-se um aumento linear positivo de 4,2 unidades percentuais para
cada 1% de enzimas inoculadas no tratamento, em relacdo ao tratamento sem aplicacao
da enzima.

Mesmo apresentando um maior tempo para colonizacdo (L), os tratamentos com
ureia apresentaram uma maior fermentacdo de carboidratos fibrosos e ndo fibrosos,
influenciando no aumento da producéo total de gases (Tabela 8).

Nas Figuras 1 e 2, pode ser observada a evolugdo da producdo cumulativa de
gases provenientes dos CNF e CF, respectivamente. Observando as curvas de evolucéo
da producdo cumulativa dos CNF (Figura 1), nota-se que, a partir do periodo de 12
horas, ha um incremento acentuado na producdo de gases semelhante entre o0s
tratamentos, com excecdo do tratamento com 6% de ureia e sem enzima, nos quais
houve producdo de gases somente depois de 36 horas, uma vez que 0 nitrogénio ndo-
proteico do tratamento ndo produz gases. Entretanto, os tratamentos com 6U2E e 6U6E,
foram semelhantes, destacando-se dos demais com maior producdo cumulativa de gases
(P<0,05), principalmente pelo aumento dos CNF (Tabela 5).

De acordo com Khazaal et al. (1995), a incubacdo de substratos ricos em proteina
resulta na formacdo de bicarbonato de amonio, a partir de CO, e aménia, reduzindo,
assim, a contribuicdo do CO, para a producdo total de gases influenciando assim
negativamente a producdo total de gases mensurada nos tratamentos com uréia.

Na Figura 2, observa-se que producdes de gases dos carboidratos fibrosos foram
proximas até 72 horas (P<0,05), com excecdo do tratamento com ureia e sem enzimas
fibroliticas. Apds as 72 horas 0s tratamentos sem ureia e 6% de enzimas, 6% de ureia e
com 2, 4 e 6% de enzimas, destacaram dos demais, com maior producgdo cumulativa de

gases. O tratamento com ureia e sem enzimas, também obteve baixa producéo de gases,
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sendo aumentado entre 36 e 48 horas, sendo semelhantes aos demais tratamentos apds
120 horas de fermentacao.

% Carboidratos nao fibrosos
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Figura 1. Curva de produgdo cumulativa de gases provenientes dos carboidratos ndo fibrosos, do residuo
de algodoeira tratado com ureia e enzimas fibroliticas.
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Figura 2. Curva de producgéo cumulativa de gases provenientes dos carboidratos fibrosos, do residuo de
algodoeira tratado com ureia e enzimas fibroliticas.

Observou-se interacdo significativa (P<0,05) entre os tratamentos com ureia e
enzimas fibroliticas, para os resultados da producdo cumulativa de gases (PCG),
biomassa microbiana (B1O) e matéria organica verdadeiramente digestivel (MOVd), do
residuo de algodoeira, avaliadas no presente estudo. Ja para o pardmetro fator de

particdo (FP), ndo se obteve interagéo entre os tratamentos (Tabela 9).
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Avaliando os efeitos da amonizagédo sobre os resultados da PCG, o tratamento
com ureia ndo diferiu do tratamento sem ureia, quando os mesmos foram utilizados 0 e
6% de enzimas, e nos resultados da BIO, foram semelhantes somente no tratamento sem
enzimas. Porém, quando utilizados 2 e 4% de enzimas para PCG e 2, 4 e 6% para BIO,
a amonizacdo com ureia apresenta um efeito significativo, com média superior que o do
tratamento sem a ureia.

Para a avaliacdo das enzimas sobre a PCG e BIO, pode-se verificar que no
tratamento sem a amonizacdo com ureia, a hidrélise enzimatica apresentou um efeito
linear positivo, com aumento de 3,5 e 0,66 unidades percentual, respectivamente, para
cada 1% de enzimas fibroliticas, em relagdo ao tratamento sem aplicagdo da enzima no
residuo de algodoeira. J& no tratamento com ureia, o efeito foi quadratico para ambos,
tendo seus pontos de maxima e minima de 4,0 e 3,7, respectivamente para PCG e BIO.

Tabela 9. Produgdes cumulativas de gases (PCG), biomassa microbiana (BIO), fator de particdo (FP) e
matéria organica verdadeiramente digestivel (MOVd), do residuo de algodoeiras tratado com ureia e
enzimas fibroliticas.

Ureia Enzimas (%)
(%) 0 2 4 6

Médias C.V(%) Equacéo R?

Produc&o cumulativa de gases;», (mL.g™)

0 53,8a 60,2b 62,4b 764a 632 136 Y= 52,669 + 3,507x 0,90
6 50,3a 856a 79,8a 8l2a 742 " ¥=52,705+ 17,045x - 2,117x* 0,64

Biomassa microbiana;», (mg.g~)

0 52a 8, 7a 88a 96a 8,1 13.7 Y= 6,082 + 0,664x 0,76

6 47a 33b 30b 36D 3,7 ' Y= 4,687 - 0,924x + 0,125x° 0,99
Fator de particdo (mg.mL™)

0 8,3 6,9 7.1 6,2 71a

6 7,7 5,5 5,8 58 62b 139  ¥=7842-0,797x+0,085x* 0,85

Médias 8,0 6,2 6,4 6,0

Matéria organica verdadeiramente digestivel;y, (% MS)

0 442a 409b 438a 457a 436 57 Y= 43,650 -
6 38,1b 46,8a 457a 469a 444 : Y=138,721 + 4,047x - 0,464x*> 0,79

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem pelo Teste F a 5% de Probabilidade.
C.V.(%): coeficiente de variacdo. R?: coeficiente de determinacéo.

Os valores do fator de particdo (FP) em mg.mL™, que relacionam a quantidade
de substrato verdadeiramente degradado e a producdo de gases (Cruz, et al., 2010;
Velasquez et al., 2010), diminuiram com o tratamento quimico com ureia (Tabela 9).
Esse fato esta associado a dinamica de fermentacdo dos CNF que sdo degradados nas
primeiras horas de fermentacéo e produzem menos gases comparados aos CF (Blimmel
et al., 1997). Na avaliacdo dos resultados do tratamento enzimético, ocorreu um efeito

quadratico, com ponto de minima de 4,7% de enzimas fibroliticas.
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De acordo com Makkar et al. (2001), o FP mensura a eficiéncia de sintese de
protefna microbiana, cuja amplitude pode variar entre 2,74 e 4,41 mg.mL™. Estes
autores e Blummel et al. (1999) verificaram que os valores de FP in vitro apresentaram
alta correlacdo com a sintese microbiana in vivo, em que maiores FP ocasionaram maior
excrecdo de derivados de purina e a producdo de didéxido de carbono e metano no
rumen, sendo os maiores valores de FP associados as menores producdes destes gases.

Nos resultados da MOVd, a amonizacdo obteve diferencas entre as médias
quando utilizado 2% e sem enzimas (Tabela 9). Para os resultados do tratamento
biolégico com enzimas fibroliticas no residuo de algodoeira, ndo se obteve efeito
significativo (P>0,05) sem a amonizagdo, enquanto que para o0 pré-tratamento com
ureia, foi observado um efeito quadratico com a inoculacdo das enzimas, tendo seu
ponto de maxima de 4,4% de enzimas.

O tratamento com 6% de ureia e 2 de enzimas fibrolitica, apresentou a maior
producdo de gases. O tratamento com 6% de ureia e sem as enzimas fibroliticas
apresentou a menor producao ao final de 120 horas de incubacdo. Em todos os demais
tratamentos, entre as 12 horas e 36 horas de fermentacdo, as curvas de producédo
cumulativa de gases apresentam maior inflexdo, ndo apresentando uma tendéncia de
estabilizacdo desta producdo, até as 120 horas de fermentacéo avaliadas (Figura 3). Este
fato pode ter ocorrido por ser um material residuo agricola com alto de parede celular,

necessitando de maior tempo para fermentacdo ruminal.
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Figura 3. Curvas de producéo cumulativa de gases do residuo de algodoeira tratado com ureia e enzimas
fibroliticas.
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Muniz et al. (2011) afirmam que maior tempo de colonizagdo associa-se a taxa de
degradacéo e producdo total de gases e evidenciam que a medida que se aumenta o
tempo de colonizacéo, a taxa de degradacdo e o volume total de gases diminuem, fato
que pode explicar a menor producdo total de gases em 6UOE.

As maiores producdes de gases foram observadas para os tratamentos com 6%
de ureia e 2, 4 e 6% de enzimas fibroliticas, e com 0% de ureia e 6% de enzimas,
diferenciando dos demais tratamentos, principalmente apds as 36 horas de incubacéo.
Este fato provavelmente esta ligado a fermentacdo desse material com o aumento dos
carboidratos ndo fibrosos nestes tratamentos pela acdo da ureia e enzimas fibroliticas,
mencionados na Tabela 5.

Os resultados dos parametros da degradabilidade in vitro da matéria seca foram
afetadas (P<0,05) pelos niveis de ureia e enzimas fibroliticas, porém sem interacdo entre

estes para nenhum parametro (Tabela 10).

Tabela 10. Pardmetros médios da degradabilidade ruminal in vitro da matéria seca do residuo de
algodoeira tratado com ureia e enzimas fibroliticas exdgenas.

Lég/i')a 5 E|122|mas (Z/o) z Médias C.V(%) Equacéo R?
a' (%)
0 179 188 204 196 19,1a
6 13,8 135 132 140 136b 8,8 Y=16,397 -
Médias 159 16,1 16,8 16,8
b® (%)
0 339 331 333 364 342b
6 37,1 393 415 438 404a 5,3 Y= 35,078 + 0,745x 0,86
Médias 358 357 37,7 40,1
c® (%/h)
0 0,033 0,037 0,041 0,042 0,038b
6 0,036 0,047 0,047 0,048 0,044a 10,6 Y= 0,036 + 0,0017x 0,91
Médias 0,034 0,042 0,044 0,045
DP? (%)
0 51,9 519 53,7 56,0 53,4
6 51,4 518 552 578 54,1 2,4 Y= 50,961 + 0,9166x 0,92

Médias 51,7 519 544 56,9

DE® 5%/h (%)

0 31,3 327 354 361 339a
6 296 319 336 355 326D 3,3 Y=130,514+0,913x 0,99
Média 304 323 345 358

DE’ 8%/h (%)

0 2717 291 31,7 320 30,1a
6 255 276 288 305 281D 4,1 Y=126,741 + 0,788x 0,99
Média 266 283 302 312

Meédias seguidas de letras iguais entre colunas n&o diferem pelo Teste F (P<0,05). R = coeficiente de
determinacgdo. C.V. (%) = coeficiente de variacdo. “fracdo solvel; *fracdo potencialmente degradével;
*taxa de degradacdo da fracdo c; *degradabilidade potencial; *degradabilidade efetiva.
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Para os valores da fragdo “a” (fragdo solavel), observou-se uma diminui¢do da
degradabilidade desta fracdo de 19,15% para 13,65% (P<0,05) com adicdo de ureia.
Este fato ocorreu devido as caracteristicas da ureia ser bastante sollvel, uma vez que
essa fracdo é lavada diretamente, sem incubacdo com o indculo, quando pesado a
amostra a ureia faz parte do peso, sendo solubilizada pela agua da lavagem, o que
decresce o teor da fragdo soluvel.

Nos resultados da fragdo “b” (fragdo potencialmente degradavel) observou-se
aumento significativo (P<0,05) com adicdo de ureia de 34,21% para 40,42%, aumento
este de 18%. Pires et al. (2004) verificaram menores valores da fragdo “b” no bagago de
cana controle e com NazS (40,85 e 44,74%), e maiores para 0s bagacos com NHs e com
NHs + Na2S (53,26 e 48,81%), respectivamente. Ja Andrade et al. (2012), tratando
residuo de algodoeira com ureia e enzimas fibroliticas, encontraram valores da fracdo
“b” de 31,9; 32,3 e 26,8 para os niveis de 4, 6 ¢ 8% de ureia, respectivamente, sendo
que os resultados deste presente estudo foram maiores, devido a diferenca encontradas
entre os dois subproduto, pela heterogeneidade do material.

A fragdo “c” (taxa de degradagdo da fra¢do b) observa-se aumento (P<0,05) com
adicdo de ureia de 0,038 para 0,045, diferindo entre si. Esses resultados foram maiores
que os encontrados por Oliveira (2011), trabalhando com bagacos de cana tratados com
ureia e enzimas fibroliticas, encontrando valores de 0,02 e 0,03%/h, para 0s materiais
tratados e sem ureia, respectivamente, e maiores que o0s encontrados por Andrade et al.
(2012), amonizando residuo de algodoeira, obtendo-se em média 0,016; 0,018 e 0,029,
para 4, 6 e 8% de ureia, 0 que pode ser explicado para heterogeneidade do subproduto
da agroindustria do algodéo.

Para a degradabilidade efetiva a 5% e 8% a adicdo de ureia reduziu a degradacao
(P<0,05) de 33,86% e 30,12% para 32,65% e 28,09% respectivamente. Para a
degradabilidade potencial ndo houve efeito da adi¢do da ureia (P<0,05).

Quando volumosos sdo amonizados, hd uma tendéncia dos parametros da
degradabilidade aumentarem devido ao incremento no teor protéico do alimento, assim
como ocorrer a solubilizacdo da hemicelulose, com decréscimo nos teores de FDN, o
que elevaria as taxas de degradacdo destes materiais. O decréscimo encontrado na
fracdo soluvel (a) para o residuo da algodoeira com ureia em relagcdo ao nao tratado
(19,1 e 13,6%, respectivamente) influenciou negativamente os resultados da
degradabilidade efetiva (Tabela 10).
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Quanto aos resultados do tratamento biolégico com enzimas fibroliticas, a fracdo
soluvel ndo houve efeito significativo pela adicdo dos diferentes niveis de enzima
(P>0,05). J& os demais parametros obteve efeito linear crescente (P<0,01) para a
utilizacdo das enzimas fibroliticas, sendo que a cada 1% de enzimas eleva-se 0,75;
0,0017; 0,92; 0,91 e 0,79 unidades percentuais para a fracdo potencialmente degradavel,
taxa de degradacao da fragdo “c”; degradabilidade potencial; degradabilidade efetiva a
5%/h e degradabilidade efetiva a 8%/h, respectivamente.

Alvaréz et al., (2009), trabalhando com aplicacdo de enzimas (Fibrozymes e
Promote) na palha de aveia e farelo de trigo, observaram que as enzimas aumentaram a
fracdo solavel (a) do material tratado, mas ndo foram detectados efeitos sobre a fragdo
potencialmente digestivel (b), da taxa de degracdo da fragdo “b” (c), e da
degradabilidade potencial (a + b). Segundo o0s mesmos autores relataram, a
degradacdode MS foi maior quando as enzimas foram pré-incubadas com a forragem.

Diferencgas na fragdo “b” foram também constatadas por Martins et al. (2007) em
bagaco de cana, sem e com adicdo de enzimas fibroliticas exdgenas, com valores de
33,27 e 42,57%, respectivamente. No presente trabalho os valores aumentaram
linearmente de 35,8 para 40,1%, com 0 e 6% de enzimas fibroliticas, respectivamente.

Krueger et al. (2008) trabalhando com enzimas fibroliticas (Biocellulase A20) e
NHs em feno de capim bermuda, relataram que o coeficiente “c” nao foi afetado,
apresentando valores de 4,75; 5,14; 4,27; 3,84 e 4,09%/h para o controle, NHs, enzimas
aplicadas ap0s o corte, no enfardamento e no momento da alimentacdo dos animais,
respectivamente.

Normalmente, os volumosos de baixa qualidade quando sdo amonizados
melhoram os parametros da degradabilidade, principalmente pelo incremento no teor de
PB do alimento (adicdo de NNP) e decréscimo nos teores da parede celular, que, por sua
vez, eleva as taxas de degradacédo (Paiva et al., 1995).

Segundo Yang et al. (1999), a adicdo de enzimas fibroliticas promove aumento
da colonizacdo microbiana, uma vez que a presenca de celulases no contetdo ruminal
favorece a adesdo das bactérias a celulose.

Willis et al. (1980) realizaram estudos para determinar os efeitos do hidroxido de
sodio (NaOH), de enzimas microbianas (hemicelulase, pectinase ¢ PB-glucosidase) e
combinagdes de tratamentos com NaOH e enzimas sobre a digestibilidade em palha de

arroz ensilada. Eles observaram que a DIVMS da palha de arroz tratada com pectinase e
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B-glucosidase individualmente, e em associacdo com hemicelulase foram menores do
que o controle, 27,3; 29,9; 28,0 e 32,2%, respectivamente, e 0 tratamento com
hemicelulase resultou em valores semelhantes ao controle, iguais a 31,2 e 32,2%,
respectivamente. Porém, a digestibilidade da MS do material tratado com 2 a 5% NaOH
foi melhorada significativamente, variando de 46,4 para 55,4%.
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Figura 4. Cinética da fermentacdo ruminal in vitro da matéria seca do residuo de varredura de
algodoeiras tratada com ureia e enzimas fibroliticas.

Os resultados dos parametros da degradabilidade “in vitro” da FDN foram
afetadas (P<0,05) pela interacdo entre ureia e enzimas fibroliticas (Tabela 11), para os
parametros fracdo potencialmente degradavel (b), taxa de degradacédo da fragdo “b” (C) e
fracdo indigestivel da fibra (I). Para os demais ndo houve interacdo significativa
(P>0,05).

Os efeitos da amonizacdo sobre o residuo de algodoeira, avaliando o parametro
da fracao “b” e “I”, demonstraram que no tratamento sem enzimas, houve diferencga
significativa entre os tratamentos. Para os demais tratamentos ndo houve diferencas
significativas (P>0,05).

O aumento na fra¢dao “I” do tratamento 6% de ureia e sem enzimas implicou na
reducdo da producdo cumulativa de gases, possivelmente pelo menor teor de
carboidratos prontamente fermentaveis. A fracdo “c” (taxa de degradacdo da fracdo “b”)
apresentou um aumento significativo (P<0,05) com o tratamento quimico da ureia sobre
o residuo de algodoeira.

Normalmente, nos volumosos de baixa qualidade quando s&o amonizados,

ocorre solubilizagdo parcial da hemicelulose e expansdo da parede celular, permitindo
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desta forma, que os microrganismos do rumen tenham maior superficie especifica para

se aderirem e, consequentemente, aumentar a degradabilidade ruminal do material.

Tabela 11. Pardmetros médios da degradabilidade ruminal in vitro da fibra em detergente neutro do
residuo de algodoeira tratado com ureia e enzimas fibroliticas exdgenas.

Ureia Enzimas (%)

(%) 5 > 2 5 Medias  C.V(%) Equaco R?
b" (%)
0 479a 47.6a 47,7a 485a 479 36 i Y=47,925 -
6 43,7b 46,7a 48,1a 50,2a 47,2 ' Y= 44,006 + 1,049x 0,98
c? (%/h)
0 2,02b 2,02b 2,03b 204b 2,02 0.2 Y=2,019 +0,003x 0,99
6 204a 204a 204a 205a 2,04 ' Y= 2,040 + 0,0008x 0,96
I° (%)
0 52,1b 524a 523a 515a 521 39 . Y=52,075 -
6 56,3a 53,3a 519a 498a 52,8 ' Y= 55,993 - 1,049x 0,98
DE” 5%/h (%)
0 135 147 16,2 17,9 156 b
6 164 176 189 199 182a 3,3 Y= 14,891 + 0,666x 0,99
Médias 14,9 16,2 17,6 18,9
DE” 8%/h (%)
0 94 10,2 11,1 12,2 10,7 b
6 111 11,9 12,9 13,6 1244 49 ¥=10,193 + 0,453x 0,99
Meédias 10,2 110 120 129
Tempo de Colonizacao (h)
0 0,2 0,9 2,1 2,7 15b
6 3,5 3,7 3,6 3,5 3,6a 40,8 Y= 1,854 + 0,225x 0,99

Médias 1,8 2,3 2,8 3,1

Médias seguidas de letras iguais entre colunas ndo diferem pelo Teste F (P<0,05). R* = coeficiente de
determinacdo. C.V. (%) = coeficiente de variacao.

fracdo potencialmente degradavel; “taxa de degradagdo da fragdo “b”; *fracdo indigestivel da fibra;
*degradabilidade efetiva.

Nos resultados da degradabilidade efetiva (5 e 8%/h), e o tempo de colonizacéo,
observou-se que a adicdo da ureia no tratamento do residuo de algodoeira difere do
tratamento sem ureia. Esse aumento da DE (5 e 8%/h) passou em média de 15,6 para
18,2% e 10,7 para 12,4%, respectivamente, com o tratamento quimico da ureia (6%).

Deve ser levado em conta que quanto menor o tempo de colonizacdo, mais
rapidamente a microbiota ruminal conseguirad degradar o alimento, com isso, alimentos
de baixa degradabilidade ruminal necessitam de um tempo mais longo para a acdo dos
microrganismos ruminais.

Carvalho et al. (2007), estimando os parametros ruminais da fracdo fibrosa do
bagaco de cana-de-acucar, com doses de ureia (0; 2,5; 5,0 e 7,5%), verificaram
decréscimo na fragdo indigestivel “I”, com valores que foram de 61,34 para 36,07%, e
aumentos na fracdo “b”, que foram de 38,66 para 63,93%, enquanto que neste presente

trabalho os valores da fragdo “I” e “b”, foram de 52,1 para 52,8 e 47,9 e 47,2,
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respectivamente, com pouca eficacia do tratamento com a ureia, demonstrando

melhores efeitos realizados nestes paramentos devido a acdo das enzimas.
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Figura 5. Cinética da fermentacdo ruminal in vitro da fibra em detergente neutro do residuo de algodoeira
tratado com ureia e enzimas fibroliticas exdgenas.

Ainda segundo estes autores, 0s mesmos verificaram que a DE (5 e 8%/h) da FDN
foram de 14,50 para 27,61% (DE 5%) e 10,54 para 20,59% (DE 8%), com a adicdo de
7,5% de ureia (base MS), aumentos bem superiores que os observados no presente
estudo, em que foram de 15,6 para 18,2% (DE 5%) e 10,7 para 12,4% (DE 8%), porém
mais significativo, reforcando os relatos da literatura de que, em volumosos
amonizados, ocorre solubilizacdo parcial da hemicelulose e expansao da parede celular,
permitindo desta forma, que os microrganismos do ramen tenham maior superficie
especifica para se aderirem e, consequentemente, aumentar a degradabilidade ruminal
do material.

Para avaliacdo dos resultados do tratamento biolégico com as enzimas, as fracdes
“b” e “I”, apresentaram efeitos significativos somente quando pré-tratados com 6% de
ureia. Na fragdo “b” houve efeito linear crescente de 1,04 unidades percentuais em
relagdo ao tratamento sem aplicacdo da enzima, e na fragcao “I”, o efeito foi linear
decrescente de 1,04 unidades percentuais para cada 1% de enzimas fibroliticas
adicionadas, em relacdo ao tratamento sem aplicagdo da enzima. Para fracao “c”, as
enzimas obteve efeito linear positivo para os dois niveis de ureia (0 e 6%), com
aumentos de 0,003 e 0,0008 unidades percentuais para cada 1% de enzimas, em relagédo

ao tratamento sem aplicagéo da enzima.
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Enquanto os resultados das enzimas sobre os paramentos DE (5 e 8%/h) e Lag
Time, obteve efeito linear positivo, com aumentos de 0,67; 0,45 e 0,22 unidades
percentuais para cada 1% de enzimas adicionado, em relacdo ao tratamento sem
aplicacdo da enzima. Este resultado evidencia o efeito das enzimas fibroliticas que
proporcionaram maior permanéncia dos microrganismos sobre a fibra, aumentando a
degradabilidade potencial da fracdo fibrosa deste volumoso.

Os resultados dos parametros da degradabilidade “in vitro” da fibra em detergente
acido ndo obteve interacdo significativa (P>0,05) entre os tratamentos com ureia e
enzimas fibroliticas (Tabela 12). Na avaliacdo dos resultados do tratamento quimico
com ureia, as fragdes “b”, “c” e “I”, ndo apresentou efeito significativo (P>0,05). Nos
resultados do degradabilidade efetiva (5 e 8%/h), o tratamento com ureia obteve efeito
significativo e superior em relag&o ao tratamento sem ureia, com aumento de 5 e 4,64%,

respectivamente.

Tabela 12. Parametros médios da degradabilidade ruminal in vitro da fibra em detergente acido do
residuo de algodoeira tratado com ureia e enzimas fibroliticas.

Ureia Enzimas (%)

(%) 5 5 3 z Médias C.V(%) Equacdo R?
b (%)
0 45,0 46,3 47,2 48,2 46,7 a
6 45,5 47,1 48,2 49,7 47,6 a 3,2 Y= 45,331+ 0,603x 0,99
Médias 45,3 46,7 47,7 48,9
< (%lh)
0 0,03 0,04 0,04 0,04 0,03a
6 0,03 0,04 0,04 0,04 0,03a 20,5 Y= 0,034 + 0,0015x 0,97
Médias 0,03 0,04 0,04 0,04
I° (%)
0 55,0 53,7 52,8 51,8 53,3a
6 54,5 52,9 51,8 50,3 52,4a 2,8 Y= 54,669 - 0,603x 0,99

Médias 54,7 53,3 52,3 51,1

DE* 5%/h (%)

0 17,8 19,5 20,8 220 20,0Db
6 183 20,4 219 234 210a 54 Y=18,211+0,767x 0,99
Médias 180 20,0 213 22,7

DE* 8%/h (%)

0 13,1 14,7 15,6 16,8 151D
6 13,6 15,3 16,6 17,8 158a 5,6 Y= 13,496 + 0,649x 0,99
Médias 13,4 15,0 16,1 17,3

Meédias seguidas de letras iguais entre colunas néo diferem pelo Teste F (P<0,05). R = coeficiente de
determinagdo. C.V. (%) = coeficiente de variagdo. 'fracdo potencialmente degradéavel; “taxa de
degradagio da fragdo “b”; *fracdo indigestivel da fibra; “degradabilidade efetiva.

Carvalho et al. (2007), estimando os parametros ruminais da fracdo fibrosa da
FDA do bagaco de cana-de-agUcar, com doses de ureia (0; 2,5; 5,0 e 7,5%), verificaram

decréscimo na fragdo indigestivel “I”, com valores que foram de 63,27 para 43,15%, e
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aumentos na fracdo “b”, que foram de 36,73 para 56,85%, apresentando melhores
resultados que os deste presente trabalho, no qual ndo foram significativos os efeitos da

amonizacdo sobre estes paramentos.
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Figura 6. Cinética da fermentacdo ruminal in vitro da fibra em detergente acido do residuo de algodoeira
tratado com ureia e enzimas fibroliticas exdgenas.

Ainda segundo estes autores, verificaram que a DE (5 e 8%/h) da FDA foram de
10,49 para 22,60% (DE 5%) e 7,35 para 16,6% (DE 8%), com a adi¢cdo de 7,5% de
ureia (base MS), sendo que neste presente trabalho os resultados alcan¢ados foram bem
similar, porém, com a utilizacdo de 6% de ureia. Sobre os efeitos do tratamento
enzimatico obteve um efeito linear para todos os paramentos, com aumentos de 0,6;
0,0015; 0,76 e 0,65, para os paramentos das fracdes “b”, “c”, além da DE 5 e 8%/h,
respectivamente. Enquanto que a fracdo “I” apresentou efeito linear negativo, com
reducdo de 0,60, para cada 1% de enzimas aplicadas no tratamento do residuo de
algodoeiras.

Conforme sugerido por Elwakeel et al. (2007) relataram que a degradacdo de MS
¢ aumentada quando as enzimas sdo pré-incubados com a forragem, destacando-se a
importancia da adsorcdo e ligacdo da enzima ao substrato antes da alimentacdo
(Forwood et al., 1990; Beauchemin et al., 2003) e da criacdo de um complexo enzima-
alimento estavel (Kung et al., 2000). Como sugerido por estes autores, neste presente
trabalho a acdo das enzimas fibroliticas no residuo de algodoeira tratada por 24 horas,

foi eficaz para melhora a digestibilidade da fragéo fibrosa do material em estudo.
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CONCLUSOES

O tratamento associando a ureia e enzimas fibroliticas apresenta um incremento
na producdo de gases, com melhorias na degradacdo dos carboidratos fibrosos e nao
fibrosos e aumento na producéo total de gases.

A utilizacdo das enzimas fibroliticas € mais eficaz que a ureia para melhoria da
degradabilidade ruminal in vitro da MS, FDN e FDA, proporcionando aumento na
degradabilidade potencial e efetiva do residuo de algodoeira.

A ureia reduz a fracdo soluvel do material, interferindo na degradabilidade
efetiva, apesar de sua utilizacdo promover um aumento na taxa de degradacéo da fracao

potencialmente degradavel.
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V - CAPITULO HII

CONSUMO, DIGESTIBILIDADE DOS NUTRIENTES E
DESEMPENHO DE CORDEIROS ALIMENTADOS COM RESIDUO
DE ALGODOEIRA TRATADO COM UREIA E ENZIMAS
FIBROLITICAS

Resumo: Objetivou-se avaliar o consumo, digestibilidade e ganho de peso de cordeiros
consumindo dietas contendo residuo de algodoeira tratado com uréia e enzimas
fibroliticas como Unico volumoso, em confinamento. Foi utilizado o residuo de
algodoeira, pré-tratado com 6% de uréia e quatros niveis de enzimas fibroliticas (0, 2, 4
e 6%, base na MS) (75% celulase e 25% hemicelulase) além de um tratamento controle
sem adicdo de ureia e enzimas. Foram utilizadas dietas isonitrogenadas e isoenergeticas,
que continham o residuo de algodoeira, milho, farelo de soja e minerais no concentrado,
em uma relacdo volumoso concentrado de 50:50, na base da MS. O consumo médio foi
de materia seca (1311,4); matéria organica (1189,9); proteina bruta (254,1); extrato
etéreo (44,1); fibra em detergente neutro (748,9); fibra em detergente acido (487,9);
carboidratos fibrosos (670,4) e nutrientes digestiveis totais (810,0) g/dia. Nos resultados
do consumo de CNF verificou-se diferenca das dietas com aplicacdo de enzimas (2, 4 e
6%) em relacdo ao grupo controle. Para efeito das dietas experimentais com adicao de
enzimas no consumo de CNF, os mesmos apresentaram um comportamento linear
positivo. Nos resultados da digestibilidade aparente dos nutrientes, sendo que os dados
da digestibilidade aparente da proteina bruta e extrato etéreo ndo apresentaram
diferencas significativas (P>0,05) entre as dietas com aplicacdo de enzimas e a dieta
controle. Em relacdo aos niveis de enzimas utilizados, ha aumento linear para
digestibilidade da MS, MO, CNF e NDT, e reducdo da digestibilidade da FDN, FDA e
CF. Os valores médios das dietas com as enzimas fibroliticas ndo apresentaram efeito
significativo frente aos animais do grupo controle, sobre os dados de desempenho
avaliados. A utilizacdo conjunta da amonizacdo e enzimas fibroliticas ndo apresentou
eficacia para melhorar o desempenho de cordeiros da raca Santa Inés consumindo

residuo de algodoeira como Unico volumoso.

Palavras — chave: confinamento, ruminantes, volumoso.



69

INTAKE, NUTRIENT DIGESTIBILITY AND PERFORMANCE OF
LAMBS FED WITH COTTON INDUSTRIAL PROCESSING RESIDUE
TREATED WITH UREA AND FIBROLYTIC ENZYMES

Abstract: The objective was to evaluate intake, digestibility and weight gain of lambs
fed diets containing of cotton industrial processing residue, treated with urea and
fibrolytic enzymes as the only roughage in feedlot. The cotton industrial processing
residue, pre-treated with 6% urea and four levels of fibrolytic enzymes (0, 2, 4 and 6%,
DM basis) (75% cellulase and 25% hemicellulase) was used and a control treatment
without adding urea and enzymes. Isonitrogenous and isocaloric diets were used,
containing the residue of cotton, corn, soybean meal and minerals in the concentrate, in
concentrated forage 50:50, in DM basis. Isonitrogenous and isoenergetic diets were
used, with the cotton industrial processing residue, corn, soybean meal and minerals in
the concentrate, in a 50:50 forage to concentrate, DM basis. Average consumption was:
dry matter (1311.4); organic matter (1189.9); crude protein (254.1); ether extract (44.1);
neutral detergent fiber (748.9); acid detergent fiber (487.9); fiber carbohydrates (670.4)
and total digestible nutrients (810.0) g/day. The results of NFC consumption there was
difference of enzymatic treatment (2, 4 and 6%) in the control group. For purposes of
the enzymes in the NFC intake, they showed a positive linear behavior, an increase of
17.0 percentage units for each 1% of enzymes. The results of apparent digestibility of
nutrients, and the data of the apparent digestibility of crude protein and ether extract
showed no significant differences (P>0.05) between the enzymatic treatments and the
control diet, or between the levels of enzymes in the treatment of residue of cotton,
while the others showed significant effect. In relation to the levels of enzymes used,
there is a linear increase in digestibility of DM, OM, NFC and TDN, 1.7; 1.3; 1.2 and
1.2 percentage units, reduced digestibility of NDF, ADF and CF 0.3; 0.5 and 0.4
percentage units, respectively. The mean values of treatments with fibrolytic enzymes
showed no significant effect (P> 0.05), nor forward with the control group, on the
performance data evaluated. The additive use of ammoniation and enzymatic hydrolysis
showed no effectiveness for the performance of Santa Inés lambs consuming cotton

industrial processing residue as the only forage.

Key words: cellulase, feedlot, hemicellulase, ruminants.
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INTRODUCAO

A alimentacdo dos ovinos terminados em regime de confinamento é um fator
que onera o0 processo de producdo de animais destinados para o abate. Residuos de
culturas anuais e perenes tém sido utilizados na dieta dos ruminantes, pelo seu baixo
preco diante de outros alimentos utilizados no sistema de producéo animal. No entanto,
estes residuos agroindustriais, geralmente apresentam baixa qualidade nutricional, com
alto contetdo de lignina e baixos teores de carboidratos soltveis e de proteina bruta.

A utilizacdo da ureia no tratamento quimico de volumosos € uma tecnologia de
facil execucdo no tratamento de subprodutos da agricultura com altos teores de fibra,
sendo uma prética viavel e uma das alternativas para 0s pequenos produtores rurais,
para aumentar a qualidade dos alimentos fibrosos a serem fornecidos aos animais. A
utilizagdo de ureia justifica-se como fonte de nitrogénio pelo seu baixo custo.

O uso das enzimas fibroliticas possui uma tecnologia voltada para aplicagdo na
industria de racdo. Na nutricdo de ruminantes o papel das enzimas seria potencializara
utilizacdo dos alimentos fibrosos fornecendo energia e aumentando a eficiéncia do
processo de fermentacdo ruminal.

Aumentos nos custos de alimentagdo continuam a estimular o interesse em
melhorar a eficiéncia da producdo de ruminantes, e o uso de aditivos como enzimas com
atividade fibroliticas oferece um possivel meio de melhorar a digestdo de forragem e
eficiéncia de converséo alimentar.

Uma série de efeitos do uso de enzimas fibroliticas na alimentacdo de
ruminantes tem sido relatada (Beauchemin e Holtshausen, 2011). Algumas formulactes
de enzimas aumentaram o consumo de matéria seca, digestibilidade in vivo da fibra. As
respostas aditivas das enzimas variam, dependendo do tipo de animais (requisito de
energia do animal e nivel de alimentacdo) a composicdo da dieta, formulacdo das
enzimas, a taxa de doses e método de aplicacdo dos produtos enzimaticos (Beauchemin
e Holtshausen, 2011).

Objetivou-se verificar a eficacia dos tratamentos enzimaticos e quimico no
residuo de varredura de algodoeiras, na alimentacdo de cordeiros, avaliando o consumo,

digestibilidade aparente dos nutrientes e ganho de peso.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor Experimental do Laboratério de Nutri¢éo
Animal da UESB — Campus de Vitoria da Conquista/BA. Foram utilizados 30 ovinos
(15 machos e 15 fémeas) da raca Santa Inés, com peso vivo (PV) médio de 18 kg, idade
entre 90 e 120 dias, alojados em baias individuais, sendo 6 animais de tamanho
homogéneo por tratamento. Os animais foram pesados, separados, vermifugados e
mantidos em baias individuais, cobertas, com comedouros e bebedouros individualis.

Foi utilizado o residuo de algodoeira, pré-tratado com 6% de uréia e quatros
niveis de enzimas fibroliticas (0, 2, 4 e 6%, base na MS) (75% celulase e 25%
hemicelulase) alem de um tratamento controle sem tratamento de uréia e enzimas. Foi
utilizado um delineamento em bloco casualizado (DBC), com cinco tratamentos, com
quatro niveis de enzimas (0, 2, 4 e 6%, com base na matéria seca) e uma testemunha,
com seis repeticdes (animais) e blocos de animais machos e fémeas, com 3 animais do
mesmo sexo por tratamento.

As enzimas fibroliticas exogenas utilizadas, foram extraidas dos fungos
Trichoderma reesei e Aspergillus aculeatus. O produto™ constituiu de celulases e
hemicelulases, na forma liquida, de coloracdo marrom, com densidade de 1,22 g/mL,
tendo como condicGes Gtimas para atividade enzimatica da celulase 45-50°C e pH 4,5-
6,5, e da hemicelulase 40-60°C e pH 5,0- 6,5. Esta ultima, além da hemicelulase,
contém outras enzimas, incluindo [3-glucanases, xilanases, arabinases, celulases e
pentosanases.

Para a avaliacdo da atividade das enzimas celulases e hemicelulases, utilizou-se
a metodologia descrita Wood e Bhat (1988) e Bailey et al. (1992), tomando como
referéncia glicose padrdo (glicose) e xilose padrdo (xilose), respectivamente. A
atividade da Endoglucanase e Xilanase, para avaliacdo das enzimas celulases e
hemicelulase foi de 2,7180 e 1,6340 pmol. mL™ utilizando 1% de carboximetilcelulose
e xilana de aveia como substratos, respectivamente, mostrando a efetividade das
enzimas.

Antecipadamente ao inicio do experimento, foram coletados amostras de fezes

para realizagéo da contagem de ovos por grama de fezes (OPG) de todos os animais. Os

® Novozymes Latin America Ltda: celulase (Celluclast® 1.5 L) e hemicelulase (Viscozyme® L).
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mesmos foram vermifugados com o componente ativo Closantel e receberam vacinas
contra Clostridiose (marca Closan, 1 mL para cada 10 kg de PV). A cada 21 dias
durante o experimento, amostras de fezes foram coletadas para monitoramento da
populacdo de Strongyloidea e Eimeria sp. (Coccodiose), sendo que resultados acima de
500 OPG e 2000 Oocistos de Eimeria, sendo que estes animais eram tratados
novamente utilizando produto com o ingrediente ativo Toltrazurila para controle deste
altimo. Ademais, os animais receberam a aplicacdo intramuscular suplemento com
vitaminas ADE e do complexo B no inicio do ensaio.

O arragcoamento foi realizado em duas refei¢des diarias, as 8 e 16 horas, ad
libitum, durante todo o periodo experimental. Apds o periodo de adaptacdo (21 dias) foi
realizada uma pesagem, para tomar como base 0 peso inicial, tendo a duracdo de 63 dias
compreendidos em trés periodos de 21 dias (sendo 16 de adaptacdo e 5 dias de coleta de
dados).

Durante a fase de adaptacdo, foram efetuados ajustes na oferta de alimento,
proporcionando, inicialmente, 30% de sobras e no final desta fase, ela foi ajustada para
10% para todos os animais. Os animais receberam &gua a vontade em bebedouros
apropriados.

O residuo de algodoeiras foi obtido na algodoeira Shayonara em Guanambi/BA.
Este residuo apresentou-se em média de 95% de MS. Foi calculada a quantidade de
agua para elevar a umidade dos volumosos para 25%. O residuo foi colocado sobre uma
lona plastica, com 4 metros de largura, sendo colocados 1500 kg de residuos sobre a
lona formando medas. Foram preparadas duas medas. Antes do pré-tratamento com a
ureia foi adicionado ao material, grdos de soja moida como forma de fonte de urease
(1,5% com base na MS).

A ureia foi diluida em agua numa caixa plastica de 500 litros, e aplicada por
aspersdo com regadores nas medas, mexendo-se para homogeneizacdo. Em seguida, o
material foi coberto por outra lona plastica, ficando armazenada por 80 dias. Apds este
periodo, a lona foi aberta, permitindo aeracdo do material por cinco dias.

Foram utilizadas dietas isonitrogenadas e isoenergéticas, tendo o residuo de
algodoeira como unico volumoso, milho, farelo de soja e sal mineral como concentrado
em uma relagdo volumoso concentrado de 50:50 (Tabela 13), na base da matéria seca.
Para atender as exigéncias nutricionais de ovinos de 20 kg de peso vivo, segundo NRC
(2007).
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A aplicagdo das enzimas sobre o residuo de algodoeira tratado com ureia foi
realizada 24 horas antes do fornecimento do alimento aos animais, para melhorar a agéo
deste tratamento bioldgico.

Tabela 13. Proporcdo dos ingredientes e composicdo bromatoldgica das dietas a base de residuo de
algodoeira tratado com ureia e enzimas fibroliticas.

Dietas experimentais

Ingredientes

Controle 6UOE 6U2E 6U4E 6UGE
Proporcéo dos Ingredientes na Dieta
Residuo de Algodoeira (g/kg) 500 500 500 500 500
Milho (g/kg) 405 420 420 420 420
Farelo de Soja (g/kg) 45 50 50 50 50
Ureia (g/kg) 20 -
Mistura Mineral (g/kg) 30 30 30 30 30
Composigédo bromatolégica das dietas (g/kg)

Matéria seca® 882,3 848,7 853,4 871,9 860,1
Matéria organica’ 917,0 920,7 928,9 919,8 914,6
Proteina bruta 198,5 200,1 201,3 200,4 201,9
Extrato etéreo" 35,2 31,1 32,9 34,9 34,3
Fibra em detergente neutro® 645,0 596,0 584,5 564,5 527,4
Fibra em detergente 4cido® 459,5 399,1 380,7 351,0 330,5
Hemicelulose® 2279 227,3 219,8 218,8 217,5
Celulose 260,8 248,3 2404 238,5 236,8
Lignina® 178,0 146,9 130,5 128,0 123,4
Carboidratos fibroso 573,0 534,3 521,3 488,6 480,1
Carboidratos néo fibroso 214,4 268,5 272,1 314,0 317,2
Nutrientes digestiveis totais* 598,2 621,0 622,5 632,4 643,5

! (g/kg); Controle: residuo de algodoeira sem tratamento com ureia e enzimas fibroliticas; 6UOE: residuo
com 6% de ureia e sem enzimas; 6U2E: residuo com 6% de ureia e 2% de enzimas; 6U4E: residuo com
6% de ureia e 4% de enzimas; 6UBE: residuo com 6% de ureia e 6% de enzimas. ‘Composicdo: 120 g de
calcio; 88 g de fosforo; 126 g de sédio; 12 g de enxofre; 55,50 mg de cobalto; 1530 mg de cobre; 75 mg
de iodo; 1300 mg de manganés; 15 mg de selénio; 3630 mg de zinco; 1800 mg de ferro e 880 mg fldor
(maximo). %% da matéria seca.

Para efeito de avaliacdo do consumo de nutrientes e digestibilidade aparente dos
nutrientes, foram considerados os alimentos fornecidos, sobras e fezes durante os cinco
dias de coleta de cada periodo experimental, sendo identificadas e conservadas em
freezer (-10°C) para posterior confeccdo de uma amostra composta por animal de
periodo, a fim de se realizar as analises pertinentes.

As amostras de alimentos e sobras foram realizadas analises de MS, MM, PB,
FDN, FDA, Hemicelulose, Celulose, Lignina e EE utilizando-se os procedimentos
descritos por Detmann et al. (2012). Para a estimativa dos teores de carboidratos totais
(CT) dos alimentos fornecidos, sobras e fezes, foi utilizada a metodologia proposta por
Sniffen et al. (1992), seqguindo as equagdes: CT (%) = 100 — (%PB + %EE + %MM),
em que CT representa carboidratos totais; PB a proteina bruta; EE o extrato etéreo e

MM a matéria mineral. Os carboidratos ndo-fibrosos (CNF), a partir da equagdo: CNF
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(%) = CT — FDNcp, em que FDNcp corresponde a fracdo FDN livre de proteina e
matéria mineral (HALL, 2003), sendo este considerado como carboidratos fibrosos
(CF).

Para a estimativa dos nutrientes digestiveis totais (NDT), foram utilizadas as
equacdes propostas por Detmann et al. (2010), a partir das formulas: NDT (%) = PBadv
+ CNFadv + FDNd + 2,25 x EEadv, sendo que os teores dos NDT foram estimados a
partir das equacdes sugeridas para animais em crescimento e terminagdo em consumo
voluntario, por Detmann et al. (2007, 2008, 2010), que estimam os teores digestiveis da
fracdo da fibra em detergente neutro digestivel livre de cinzas e proteinas (FDNd), além
de estimar os teores verdadeiramente digestiveis das fracGes da proteina bruta (PBadv),
carboidratos ndo-fibrosos (CNFadv) e extrato etéreo (EEadv).

O consumo de matéria seca, matéria organica, proteina bruta, extrato etéreo,
fibra em detergente neutro, fibra em detergente acido, carboidratos fibrosos e néo
fibrosos e NDT foi calculado pela diferenca entre o oferecido e as sobras, mensurando o
consumo em g/dia, em relacdo ao peso metabdlico e peso corporal médio dos animais.

A fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi) foi utilizada como indicador
interno, sendo determinada nas amostras de alimentos, fezes, e sobras atraves da
incubacgdo ruminal por 288 h de 0,5 g de amostra em sacos ANKOM (filter bags F-57)
que posteriormente foram lavados em agua, fervidos em detergente neutro por uma
hora, lavados em agua destilada e em acetona e secos em estufa a 65°C por 72 horas,
conforme metodologia proposto por Detmann et al. (2012).

Os coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes foram calculados
segundo equacdo proposta por Khan et al. (2003), através da seguinte formula: CDN =
100 — [(% indicador no alimento x nutriente nas fezes)/(% indicador nas fezes x
nutriente no alimento)] x 100, em que: CDN é o coeficiente de digestibilidade do
nutriente.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e regressdo, para
avaliar os efeitos do aumento da dose de enzimas sobre as variaveis-resposta,
considerando com efeito significativo o nivel de 5% de probabilidade, e comparados
com a testemunha pelo teste de Dunnett, utilizando Statistical Analyses System - SAS
(SAS, 2002).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os niveis de enzima ndo apresentaram efeito significativo (P>0,05), frente aos
animais do grupo controle (Tabela 14), sobre os resultados do consumo de matéria seca
(MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB) e extrato etéreo (EE), expressos em
g/dia, g/kg de peso corporal (PC) e g/kg de peso metab6lico®"™.

Tabela 14. Consumo de matéria seca (CMS), matéria organica (CMO), proteina bruta (CPB) e extrato
etéreo (CEE) de ovinos da raca Santa Inés consumindo dietas com residuo de varredura de algodoeiras
tratado com ureia e enzimas fibroliticas, como Unico volumoso.

Variaveis Dietas com niveis de enzimas fibroliticas C.V. Regressao
Controle 0% 2% 4% 6% (%)

CMS (g/dia) 1129,7 1211,0 1403,2 1403,7 14095 13,8 ¥=1356,8
CMS (g/kg”™) 100,0 1019 1179 1158 1152 127 ¥=112,7
CMS ( g/kg PC) 445 44.6 51,6 50,4 50,0 13,6 =492
CMO (g/dia) 1034,6 11162 1304,7 12914 1202,8 19,5 = 1228,8
CMO (g/kg®™) 91,6 94,9 110,2 106,83 99,4 204 ¥=102,8
CMO ( g/kg PC) 40,8 41,7 48,3 46,5 433 209 =449
CPB (g/dia) 224,9 2558  282,3 2516 2560 19,5 ¥=1261,4
CPB (g/kg® ™) 19,9 21,8 23,9 20,8 21,2 20,3 ¥=219
CPB ( g/kg PC) 8,87 9,57 10,46 9,06 922 208 ¥=96
CEE (g/dia) 40,7 38,0 47,0 49,2 457 185 ¥=145,0
CEE (g/kg®™) 3,6 3.2 4,0 41 38 194 ¥=38
CEE ( g/kg PC) 1,60 1,42 1,74 1,77 1,64 20,0 Y=16

(9/kg”™)= em gramas por unidade de tamanho metabélico; (%PC) = em porcentagem do peso corporal;
R? = coeficiente de determinacfo. CV(%) = coeficiente de variagao.

Os resultados do consumo de MS apresentaram média geral de 1,31 kg/dia; 110,2

075 & 48,2 gl/kg PC, valores estes bem superiores que os observados por Cartaxo et

g/kg
al. (2008), alimentando cordeiros Santa Inés com feno de manigoba, obtendo médias de
1,12 kg/dia; 85,48 g/kg®" e 36,3 g/kg PC.

A reducdo no teor de FDN com o aumento do grau de hidrolise enzimatica
(Tabela 13), ndo foi suficiente para influenciar o consumo de MS dos animais, ndo
corroborando com as observacdes de Mertens (1992), que apontou a FDN como um dos
principais fatores de controle do consumo de matéria seca.

A ingestdo de MS em porcentagem do peso vivo (%PC) também nao foi
influenciada pela adicdo dos niveis de enzima ao alimento. Porém, notou-se neste
experimento a medida que os animais foram se desenvolvendo ao longo do tempo,

houve um aumento para esta variavel, ou seja, conforme se aumentou o peso corporal,
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0s cordeiros ingeriram, proporcionalmente, maior quantidade de matéria seca em
relacdo ao peso vivo.

O consumo médio de MO, PB e EE foram de 1364,9; 293,1 e 50,9 g/dia,
respectivamente, (Tabela 14). Conforme o NRC (2007), esse consumo observado para a
MO, PB e de EE seria suficiente para atender aos requisitos nutricionais de cordeiros
com 30 kg de peso corporal, com ganho de peso médio diario de 200 g.

A hidrélise enzimatica do residuo de algodoeira ndo influenciou (P>0,05) o
consumo de proteina bruta (PB), possivelmente pelo fato de que as dietas eram
isoproteicas (20,04% PB). Para o CPB expresso em g/kg do PC, a variacao foi de 9,1 a
10,5 e em g/kg de PM variou de 20,8 a 23,9. Barreto et al. (2004) encontraram valores
de consumo de PB variando de 0,71 a 0,8% do peso corporal e 16,68 a 18,53 g/kg de
PM. Segundo recomendagdes do NRC (1985), os valores médios de consumo de PB
comprovam que as dietas experimentais supriram as exigéncias dos animais, mesmo
para categorias mais exigentes, como é o caso dos animais deste trabalho.

Verificou-se diferenca significativa (P<0,05) dos animais das dietas com
tratamento enzimatico em relagdo ao grupo controle somente para 0 CCNF, expressos
em g/dia. Para esse parametro, o tratamento sem enzimas ndo difere em media da dieta
controle. Os demais niveis de enzimas obteve média superior em relagdo aos animais da
dieta controle (Tabela 15).

Em relacdo aos animais das dietas com tratamento enzimatico no consumo de
CNF, os mesmos apresentaram efeito linear crescente, com aumento de 17,00 g/dia,
para 1% de enzimas aplicadas no tratamento do residuo de algodoeira.

O consumo de fibra em detergente neutro (CFDN), em g/dia, g/kg do PC e g/kg
de PM, variou de 686,6 a 818,2; 24,7 a 30,3 e 56,7 a 69,1, com a hidrolise enzimatica
no residuo de algodoeira, porém nédo influenciou (P>0,05) o consumo de FDN. Barreto
et al. (2004) observaram valores variando de 35,82 a 44,25 g/kg de PM e de 1,61 a 1,91
% do PC quando os valores de FDN na dieta variaram entre 47,3 a 52,6%, valores
inferiores aos encontrados neste trabalho, devido ao menor teor de FDN das dietas. Os
resultados desse presente trabalho também foram inferiores aos obtidos por Pires et al.
(2004), que observaram valores médios de 530,0 g/dia, de 16,6 g/kg do PC e de 39,26 g/
kg de PM, avaliando dietas com niveis de 0 e 30% de farelo de cacau na alimentacéo de

ovinos Santa Inés.
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Tabela 15. Consumo de FDN (CFDN), FDA (CFDA), carboidratos fibrosos (CCF), carboidratos nédo
fibrosos (CCNF) e NDT (CNDT) de ovinos da raga Santa Inés consumindo dietas com residuo de
varredura de algodoeiras tratado com ureia e enzimas fibroliticas, como Unico volumoso.

Dietas com niveis de enzimas fibroliticas C.V.

Variaveis Contole 0% 2% 4% 6% (%) Regressao R?
CFDN (g/dia) 7281 7244 8182 787,4 6866 194 Y=754,2
CFDN (g/kg®™) 644 61,1 691 651 567 201 Y=163,0
CFDN (g/kgPC) 28,7 271 30,3 283 247 206 Y=127,6
CFDA (g/dia) 517,1 4834 5287 4862 4243 197 Y=480,7
CFDA (g/kg®™) 458 411 447 402 351 204 ¥=140,3
CFDA (g/kgPC) 20,3 180 19,6 175 152 208 Y=176
CCF (g/dia) 664,9 650,3 730,1 680,7 6262 195 Y=671,8
CCF (g/kg®™) 571 553 61,7 563 51,8 203 ¥=56,3
CCF (g/kg PC) 254 243 271 245 226 208 ¥=124,6

CCNF (g/dia) 2532 3421 397,2* 456,4* 435,7* 17,7 Y= 356,85 + 16,998x 0,76

CCNF (g/kg®™) 22,4 291 336* 37,7 36,0* 189 ¥=341
CCNF (g/lkgPC) 10,0 12,8 14,7 16,4* 157* 19,6 ¥=14,9
CNDT (g/dia) 676,9 7520 877,2 8925 8515 195 ¥=18433
CNDT (g/kg®™) 59,9 640 741 738 704 204 ¥=70,6
CNDT (g/kgPC) 26,7 282 325 322 307 21,0 ¥=130,9

(9/kg”™)= em gramas por unidade de tamanho metabdlico; (%PC) = em porcentagem do peso corporal;
R? = coeficiente de determinacdo. CV(%) = coeficiente de variacdo. Médias seguidas de * na linha
diferem pelo Teste de Dunnett (P<0,05).

O consumo de fibra em detergente acido (CFDA), em g/dia, g/kg do PC e g/kg de
PM, variou de 424,3 a 528,7; 15,2 a 19,6 e 35,1 a 44,7, com a hidrolise enzimética no
residuo de algodoeira, sem efeito significativo (P>0,05). Murta et al. (2011), ndo
verificaram efeitos dos tratamentos (0; 0,75; 1,5 e 2,25%), obtendo valores variando de
163,2 a 172,8 g/dia; 0,8 a 0,7% do PC e 16,5 a 15,4 g/kg de PM respectivamente, com
as doses de 6xido de célcio na hidrdlise do bagaco de cana-de-agucar (0 a 2,25%).

Para 0 consumo de nutrientes digestiveis totais (NDT), também nédo se detectou
efeito (P>0,05) pelos quatro niveis de enzimas fibroliticas no residuo de algodoeira, o
que pode ser explicado pela auséncia de efeito no consumo de MS e pelo teor de NDT
nas dietas, com pouca variacdo. O consumo médio de NDT (810,02 g/dia) esta dentro
da faixa preconizado pelo NRC (1985), de 750 e 1.000 g/dia, para animais de 15 e 30
kg, respectivamente. A qualidade do volumoso (residuo de algodoeira) e o consumo de
matéria seca possivelmente tiveram influéncia no consumo de NDT. Entretanto, Barreto
et al. (2004) e Murta et al. (2011) observaram valores inferiores aos encontrados neste
trabalho (390 a 499 e 543,7 a 598,8 g/animal/dia), quando utilizaram dietas com valores

de NDT proximos aos deste estudo.
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Sabe-se que h& muitas fontes de variagdo que podem explicar a auséncia de
resposta das enzimas exdgenas sobre os parametros estudados. Existem evidéncias de
que, em dietas que apresentam boa digestibilidade (acima de 60%), como no caso das
utilizadas neste ensaio onde elas continham alimentos concentrados contendo milho e
farelo de soja com 50% de participacdo na MS a adicdo de enzimas néo surte efeito no
desempenho dos animais, uma vez que a energia ndo se constitui o nutriente limitante
(Beauchemin et al., 2003).

Beauchemin et al. (1995) encontraram efeito positivo da aplicacdo de enzimas
sobre alimentos secos (fenos de alfafa e timothy-grass (Phleum pratense)), mas ndo em
alimento Umido (silagem de cevada). Portanto, esta diferenca de efeito sobre as
forragens testadas pode ter sido devido as diferentes naturezas das forrageiras ou ao
método de aplicagcdo. A falta de resposta quando do uso de enzimas na silagem de
cevada indica que o teor de umidade dos alimentos é importante e, possivelmente, afeta
a ligagdo da enzima ao substrato.

Judkins & Stobart (1988) observaram melhora da digestdo da fibra em cordeiros
alimentados com 90% feno de alfafa e 10% de milho moido, suplementados com
enzima. Todavia, este efeito foi anulado quando a dieta passou a ter 25% de milho,
sugerindo que os produtos enzimaticos, pelo menos para a espécie ovina, tendem a ser
mais eficazes somente para dietas com volumoso (Yang et al., 2000).

Segundo Beauchemin et al. (2003), um dos principais entraves para a realizacao
de pesquisas nesta area € a inconsisténcia de resultados. Como existe uma variedade de
produtos enzimaticos e diversas condi¢Ges experimentais, as respostas observadas para
utilizacdo de enzimas alimentares para ruminantes sdo muito variaveis. Esta variacdo
pode ser atribuida nas condi¢bes as quais a energia ndo € o nutriente limitante, pela
diferenca de atividade e caracteristicas das enzimas suplementadas, por uma super ou
subdosagem da atividade enzimatica e pelo método inapropriado de fornecimento da
enzima para o animal.

Ainda, Colombatto et al. (2003) citaram que essa variabilidade de resposta
encontrada quando do uso de enzimas para ruminantes pode ser devido a propor¢do de
forragem na dieta, pH do rdmen e tempo de retencdo do alimento no rumen. A
composicdo e 0s componentes das dietas as quais as enzimas serdo adicionadas também

influenciam sua eficacia (Cruywagen & Goosen, 2004).
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A variabilidade das respostas em trabalhos desta natureza é tdo expressiva que
Beauchemin et al. (2003), avaliando 20 estudos e 41 tratamentos, observaram que 0
aumento médio, com o respectivo desvio-padrdo, para a ingestdo de matéria seca foi de
1,0 £ 1,3 kg/dia, quando os alimentos receberam enzimas exdgenas para bovinos.

Muwalla et al. (2007), avaliando a inclusdo de enzimas fibroliticas sobre a
digestibilidade dos nutrientes e desempenho de cordeiros da raca Awassi, alimentados
com dietas de alto concentrado (83%, contendo farelo de trigo, gréos de cevada e farelo
de soja), também ndo verificaram diferencas significativas para as variaveis testadas. As
médias de ingestdo de matéria seca (IMS), ganho médio diario (GMD) e conversao
alimentar (CA) foram de 1,078 kg/dia, 0,222 kg/dia e 5,4, respectivamente.

Na Tabela 16, estdo dispostos os resultados da digestibilidade aparente dos
nutrientes, sendo que os dados da digestibilidade aparente da proteina bruta e extrato
etéreo ndo apresentaram diferencas significativas (P>0,05) entre as dietas com
tratamentos enzimaticos e a dieta controle, nem entre 0s niveis de enzimas no

tratamento do residuo de algodoeira.

Tabela 16. Valores médios da digestibilidade dos nutrientes de ovinos da raca Santa Inés consumindo
dietas com residuo de varredura de algodoeiras tratado com ureia e enzimas fibroliticas, como Unico
volumoso.

Dietas com niveis de enzimas fibroliticas CV

., . x 2
Variaveis Controle 0% 206 2% 5% (%) Regressao R
Matéria Seca 39,1 40,2 45,3* 48,2 50,7 8,2 Y=40,948 + 1,718x 0,97
Matéria Organica 40,7 42,3 457 48,3 50,1 9,2 Y= 42,708 + 1,299x 0,98
Proteina Bruta 455 40,8 48,3 46,1 48,8 16,7 Y= 46,0 -
Extrato Etéreo 44,4 445 4477 451 453 18,0 Y= 44,9 -
FDN 45,3 40,1 39,9 39,1* 38,4* 9,3 Y= 40,262 - 0,295x 0,95
FDA 44,4 39,6 38,0 37,3* 36,5* 10,6 Y= 39,354 - 0,505x 0,96
CF 42,0 371 36,8 356* 350* 8,1 Y= 37,252 - 0,375x 0,95
CNF 26,2 51,5* 54,4* 56,3* 59,0 23,6 Y= 51,642 + 1,223x 0,99
NDT 41,1 456 48,7 50,6* 53,2* 11,5 Y= 45814+ 1,240x 0,99

R = coeficiente de determinagio. CV(%) = coeficiente de variagio. Médias seguidas de * na linha
diferem pelo Teste de Dunnett (P<0,05).

Neste trabalho, os teores de PB ndo influenciaram o CDPB em raz&o das dietas
serem isoprotéicas e foram altos devido ao elevado teor de PB na dieta (20,04%).
Segundo Cameron et al. (1991), a digestibilidade da PB aumenta com o teor de PB do
alimento. Carvalho et al. (1995), ao justificarem o aumento da digestibilidade aparente
da PB, consideraram que, com aumento dos niveis de PB nas ra¢des, houve reducdo do
efeito do nitrogénio metabdlico fecal sobre aquela fracdo. Alves et al. (2003),

trabalhando com relagdo volumoso:concentrado de 50:50 e com niveis crescentes de
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energia, observaram valor médio de 77,6% para o coeficiente de digestibilidade da PB,
sendo superior que 0s encontrados neste presente estudo.

Os coeficientes médios da digestibilidade da MS, MO e NDT, observado neste
trabalho demonstraram que as dietas com adi¢do de enzimas, apresentando um efeito
linear crescente, aumentando 1,71; 1,30 e 1,24 unidades percentuais para cada 1% de
enzimas fibroliticas aplicado no residuo.

E importante salientar que a reducio no teor de FDN com a adigdo das enzimas
fibroliticas nas dietas, provocou alteracdo no coeficiente de digestibilidade aparente da
MS, possivelmente pela solubilizacdo parcial da hemicelulose e a expansédo da celulose.
Cardoso et al. (2006) constataram reducdo na digestibilidade aparente total da MS para
as racfes com maiores teores de fibra. Souza et al. (2004) observaram CDMS médio de
60,01% em dietas contendo casca de café no concentrado, valor superior ao encontrado
neste trabalho, que pode ser justificado pelo teor de FDN das dietas experimentais.

Martins et al. (2006), avaliando silagem de milho ou feno de tifton 85, na
proporcdo de 70% da dieta, tratados ou ndo com produto enzimatico composto por
celulase e xilanase, encontraram aumento significativo na digestibilidade (de 31,49 para
39,20% na auséncia ou presenca do produto, respectivamente) quando a enzima foi
adicionada somente ao feno.

A avaliacdo dos resultados da digestibilidade aparente da FDN, FDA e CF, o
tratamento controle apresentou média semelhante dos tratamentos com 0 e 2% de
enzimas, porém foi inferior que os tratamentos com 4 e 6% de enzimas. Sobre o0s
resultados do tratamento enzimatico, 0s mesmos nao apresentaram efeitos significativos
tendo um comportamento linear com reducéo de 0,20; 050 e 0,37 unidades percentuais
para cada 1% de enzimas fibroliticas aplicado no residuo de algodoeira.

Em dietas mais fibrosas, como no caso dos fenos, estes possuem maior quantidade
de substrato disponivel para atuacdo das enzimas fibroliticas, ocorrendo maior liberacéo
de carboidratos soltveis, com consequente aumento da digestibilidade da energia, como
mencionado por Martins et al. (2006), fato este que ocorreu neste presente trabalho,
com a eficacia das enzimas em utilizar os substratos e aumentos na digestibilidade
aparente dos carboidratos ndo fibrosos e NDT.

Este resultado é condizente com varios trabalhos da literatura, que utilizaram
enzimas fibroliticas, principalmente celulase e xilanase, em dietas com volumosos
(Beauchemin et al., 1995; Feng et al., 1996).
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A digestibilidade da FDN pode ser influenciada pelo contetdo de componentes da
parede celular, além da prépria estrutura e forma de organizacdo. Como a relacéo
volumoso e a proporcao de concentrado nas dietas foram as mesmas, pode-se afirmar
que as diferencas encontradas no coeficiente de digestibilidade da FDN s&o atribuidas a
acdo das enzimas fibroliticas solubilizando parte da parede celular (hemicelulose e
celulose) do volumoso (residuo de algodoeira), mostrando melhora na qualidade da
FDN (Tabela 13), corroborando com Van Soest (1994), que relatou como acdo dos
agentes alcalinos e/ou enzimas agem na solubilizacdo de parte da parede celular dos
volumosos de baixa qualidade, o que facilita 0 ataque dos microrganismos do rumen a
parede celular.

Alves et al. (2003) observaram coeficiente de digestibilidade de 59,71% da FDN,
valor superior ao observado neste trabalho, e deve estar relacionado ao teor de FDN do
volumoso utilizado (feno de capim-tifton), uma vez que a proporcéo
volumoso:concentrado foi a mesma nos dois trabalhos. Souza et al. (2004) relataram
média superior (46,9%) para o coeficiente de digestibilidade da FDN quando utilizaram
casca de café na dieta de ovinos. Esse valor, superior ao verificado neste trabalho, pode
ser atribuido ao volumoso utilizado por esses autores (feno de Coast-cross).

Nos resultados do CNF, o tratamento controle foi inferior em relacdo aos
tratamentos enzimatico, sendo que o0 tratamento enzimatico apresentou um
comportamento linear crescente, com aumento de 1,22 unidades percentuais para cada
1% de enzimas fibroliticas aplicado no residuo de algodoeira.

Yang et al. (2000), com experimento com ovinos, verificaram que a
digestibilidade das dietas ndo foi afetada pela suplementacdo enzimatica, sendo 75,6;
74,8 e 74,5% para os tratamentos controle, dieta total (DT) e concentrado (CONC),
respectivamente. Os autores citaram, portanto, que o método de aplicacdo das enzimas
deve ser considerado para maximizar seus beneficios sobre as dietas e que, quando a
digestdo do alimento € naturalmente alta, ndo ha melhora na digestibilidade da MS.

Segundo Detmann et al. (2006), diferencas na estimativa da digestibilidade
aparente dos CNF sdo decorrentes de variacbes de consumo total de CNF inerentes a
cada animal, o que resulta em variacGes na porcdo metabolica fecal. O aumento da
digestibilidade dos CNF neste presente estudo ocorreu devido ao aumento contido nas
dietas (Tabela 13), e reducdo dos carboidratos fibrosos, mostrando a eficiéncia da

hidrélise enzimatica.
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Os niveis de enzima ndo apresentaram efeito significativo (P>0,05), nem frente
aos animais do grupo controle, sobre os dados de desempenho avaliados (Tabela 16). Os
valores para o ganho médio diario (GMD) foram 170; 196; 206; 211 e 215 g/dia, para 0s
tratamentos controle, 0; 2; 4 e 6% de enzimas respectivamente. Estes valores foram
iguais ou proximos que os estipulados com estas dietas, porém ndo foi suficiente para
permitir diferencas nas medias.

Murta et al. (2011) obtiveram valores de ganho de peso diario (GPD) variando de
195,0 a 229,9 g/animal/dia com ovinos Santa Inés, alimentados com bagaco de cana-de-
acucar hidrolisado com 6xido de célcio (0; 0,75; 1,5 e 2,25%), sem efeito significativo,
valores estes proximos aos encontrado neste presente experimento. Susin et al. (2000)
relataram desempenhos superiores para ovinos Santa Inés e observaram GPD de 281

g/dia para cordeiros alimentados com ra¢fes contendo em torno de 80% de concentrado.

Tabela 17. Desempenho de ovinos da raga Santa Inés consumindo dietas com residuo de varredura de
algodoeiras tratado com ureia e enzimas fibroliticas, como Gnico volumoso.

S Dietas com niveis de enzimas fibroliticas C.v. . Categorias
Variaveis ony  REQressao <
Controle 0% 2% 4% 6% (%) Machos  Fémeas
Peso Inicial (kg) 20,0 20,7 206 212 212 87 Y¥=209 203a 212a
Peso Final (kg) 30,7 331 336 345 348 72 Y=340 355a 312b
GPT (kg) 107 124 130 133 136 158 Y=13,1 152a 10,0b
GMD (g/dia) 170,1 196,2 206,0 210,9 2151 158 Y=207,0 240,9a 1584b
Conversdo Alimentar 6,9 64 70 68 67 161 Y=6,7 6.2b 7.3a

Eficiéncia Alimentar 15,3 159 148 150 151 185 Y=152 162a 142a

R® = coeficiente de determinagdo. CV/(%) = coeficiente de variacdo. GPT = ganho de peso total; GMD =
ganho média diario.

O efeito ndo significativo para o ganho médio diario foi a utilizacdo de animais de
diferentes sexos, pois 0s machos apresentaram um ganho medio superior que 0s das
fémeas. O efeito ndo significativo ocorreu devido ao elevado diferenca minima
significativa (dms), que foi de 48,8, sendo que a diferenca entre o tratamento com 6%
de enzima (215,1 g/dia) e o tratamento controle (170,1 g/dia), foi de 45 g/dia, proximo
ao de nivel de significancia. Entdo neste trabalho demonstra que ha influéncia nas
enzimas na melhoria do ganho de peso dos animais, sendo mais preciso com o
cordeiros.

Cunha et al. (2008) observaram ganhos de peso superiores a 200 g/dia em
experimento com cordeiros recebendo dietas com relagdo volumoso:concentrado 60:40,

tendo como volumoso feno de capim-tifton 85 e palma-forrageira. Yamamoto et al.
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(2005), avaliando ovinos Santa Inés puros e %2 Dorset + %2 Santa Inés alimentados com
fontes de 6leo vegetal, encontraram valores que variaram de 245 a 297 g/dia, superiores
aos obtidos neste experimento; entretanto, os autores supracitados trabalharam com
dietas contendo 60% ou mais de concentrado, propor¢cdo maior que a utilizada neste
trabalho (50%).

A conversdo alimentar é definida pela quantidade de MS consumida para o
ganho de 1 kg de peso corporal. Assim como para o consumo de MS, a conversao
alimentar ndo foi influenciada (P>0,05) pelo tratamento enzimatico do residuo de
algodoeira. Os efeitos da converséo alimentar ndo significativo foi influenciado pelo
ganho de peso diario, cujos valores variaram de 6,4 a 7,0 kg de MS para 1 kg de ganho
de peso corporal, esta conversdo alimentar € consequéncia do elevado consumo de MS
(Tabela 14) apresentado pelos animais.

Cunha et al. (2008) encontraram conversdo alimentar de 6,01 a 7,62 para ovinos
Santa Inés alimentados com dietas contendo caroco de algodao e 40% de concentrado,
valores estes proximo aos encontrado neste presente trabalho. Os dados encontrados
neste trabalho também foram semelhantes que os encontrados por Barreto et al. (2004),
que encontraram valores variando de 5,59 a 5,88.

Segundo Vicini et al., (2003), parece que a resposta para a suplementagdo
enzimatica é altamente dependente do nivel de volumoso da ragdo. Quanto maior sua
proporcao na dieta, maior a probabilidade de observar resposta positiva sobre o ganho
de peso. Entretanto, neste presente experimento ndo ocorreu 0 esperado, pois 0S
mesmos contém 50% da dieta total de volumoso, sendo que o tratamento enzimatico
realizou-se exclusivamente no volumoso, diferentemente dos demais trabalhos da
literatura que geralmente ocorre na dieta total.

Sabe-se que ha muitas fontes de variacdo envolvidas na auséncia de resposta das
enzimas exdgenas sobre os parametros estudados. Existem evidéncias de que, em dietas
de alto grdo, quando este apresenta boa digestibilidade, com no caso dos grdos de milho
e soja utilizados, a adi¢do de enzimas ndo surte efeito no desempenho dos animais, uma
vez que a energia ndo se constitui o nutriente limitante (Beauchemin et al., 2003).

McAllister et al. (2000) verificaram que a utilizacdo de enzimas fibroliticas
também ndo foi eficiente em aumentar a ingestdo de alimentos ou o ganho de peso

diario de cordeiros alimentados com dietas a base de cevada ou feno.
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CONCLUSAO

A utilizacdo simultdnea da amonizacdo e hidrolise enzimatica ndo apresenta
resultados satisfatdrios nestas doses utilizadas para o desempenho de cordeiros da raca
Santa Inés consumindo residuo de algodoeira como Unico volumoso.

O ganho de peso diério foi influéncia pelo sexo dos animais neste experimento,
sendo que os machos apresentaram resultados superiores em relacdo as fémeas.

A utilizacdo das enzimas fibroliticas é eficiente para melhoria da digestibilidade
aparente dos nutrientes, atuando efetivamente na reducdo da digestibilidade da FDN e
FDA e com aumento na digestibilidade da MS, MO, CNF e NDT.
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VI — CONSIDERACOES FINAIS

A acdo simultanea da ureia e enzimas fibroliticas atua eficazmente na melhoria
do valor nutritivo do residuo de algodoeira, refletindo-se em melhores resultados nas
analises laboratoriais.

Diante dos efeitos lineares apresentados na maioria dos resultados da
composi¢cdo bromatoldgica e degradabilidade ruminal in vitro, poderéa ser averiguados
em trabalhos futuros outros niveis de enzimas fibroliticas, verificando sua viabilidade
econdmica e nutricional.

Na avaliagdo com o0s animais, a digestibilidade aparente dos nutrientes
apresentou efeito positivo das enzimas fibroliticas. Portanto, a utilizacdo de 6% de ureia
e 6% de enzimas, atua eficiente para a melhoria do valor nutricional do residuo de
algodoeira.

Os dados de consumo e ganho de peso foram satisfatorios, pois os tratamentos
com enzimas obteve ao final do experimento quase 3 kg a mais em relacdo ao
tratamento controle, fato que ndo pode ser desprezado, garantindo na pratica menor

tempo de confinamento.
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Apéndice A

Apéndice A — Maquinario e processamento utilizado para obtencdo do residuo de
algodoeira (Figuras 1A, 2A e 3A).

Figura 2A. Coleta dos componentes do residuo de algodoeira.



Figura 3A. Actimulo do residuo no patio das algodoeiras.
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Apéndice B

Apéndice B — Instalaces dos animais durante a condugdo do experimento (Figuras 1B,
2B e 3B).

Figura 1B. Animais alimentando nas baias experimentais.



Figura 2B. Coleta de fezes para OPG.

Figura 3B. Aplicacdo de vermifugo nos animais.
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ANEXO A

Anexo 1. Metodologia utilizada para avaliacdo da eficacia da agdo das enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas em ensaios padrdo para determinacdo da atividade enzimatica sobre
carboximetilcelulose e xilana.

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Nutricdo Animal — UESB, Campus de Vitdria da
Conquista/BA. Para tanto, foi avaliada a atividade enziméatica das enzimas (Celulase e Hemicelulase). A
enzima hemicelulase, teve sua avaliagdo seguindo a metodologia descrita por Bailey et al. (1992),
tomando como referéncia xilose padrdo. J4 a enzima celulase, teve sua atividade enzimatica seguindo
procedimento adaptado de Wood e Bhat (1988), tomando como referencia glicose padréo.

Para realizacdo da xilose padrdo, foi tomando 0,1g de xilose por 100 ml de agua destilada
(solucdo estoque), fazendo uma diluigdo em série obtendo 0; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mg de Xilose.

Em seguida, usando um Becker de vidro 1 litro, pesando 10 g de NaOH e cuidadosamente
adicionando aproximadamente 700 ml de &agua destilada. Apds, mexe-se até que o NaOH seja
completamente dissolvido. Em seguida, colocou-se o Becker em uma placa de aquecimento/agitacao,
aquecendo com agitacdo continua. Cuidadosamente adicionou-se 10 g de acido dinitrossalicilico, 2 g de
fenol, 0,5 g de sulfito de sodio e 200 g de tartarato de sddio e potassio. Uma vez que todos os ingredientes
foram dissolvidos, transferiu-se o contelldo para um baldo volumétrico de 1 litro e perfazendo-se o
volume para 1 litro com &gua destilada. Conservar a temperatura ambiente em uma garrafa marrom, como
o reagente DNS é sensivel a luz.

Foi utilizada como substrato de xilana a aveia em flocos (1%). Pesa-se 1 g de aveia sendo
homogeneizada em aproximadamente 60 ml de 4gua destilada a 60 °C. Logo apds, aquece até ferver com
um agitador magnético de aquecimento. Em seguida, deixe esfriar durante a noite com agitacéo continua.
No dia seguinte, completar o volume até 100 ml de com agua destilada. Em seguida preparou-se o branco.
Para o branco utilizou-se 1 ml de substrato + 0,9 ml de tampdo + 0,1 ml de 4gua. As enzimas em branco
foram constituidas de 0,9 ml de tampédo + 0,1 ml de enzima (diluidos em tampédo) + 1,0 ml de agua
destilada.

Para o ensaio, foram utilizados tubos de 15 mL. Em seguida adicionou-se 1,0 mL de substrato e
0,9 ml de solucéo tampéo. Incubou-se este material a 39 °C por 10 minutos. Ap6s, adicionou-se 0,1 mL
de enzima e incuba novamente a 39 °C por mais 5 minutos. As enzimas e substratos do branco foram
incubados também. A seguir, adiciona-se 3 mL de reagente DNS para terminar a reagdo. Logo apos,
deixou em banho-maria por 5 minutos, deixando esfriar na dgua. Assim que esfriar, faz-se a leitura em
um esprectrofotdmetro a 540 nm, os lotes de xilose e as amostras padrdo, a seguir fazer a equacéo:
Equivalentes de xilose (mg)=a + bx

Onde x € a absorbancia obtida ap6s correcdo para a enzima e 0s substratos do branco.
Equivalente xilose sdo plotados no eixo Y e os valores de absorbancia sdo plotados no eixo X. As
unidades de atividade sdo entdo expressos como equivalentes pmol xilose min™.ml™ de produto da

enzima.
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Para o ensaio da atividade utilizando a glicose padrdo foram pesados 0,1 g de glicose por 100 ml
de 4gua destilada (solucéo estoque), fazendo uma diluicdo em série para obter 0; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mg de
glicose.

Foram utilizados como substrato carboximetilcelulose (CMC) a 1%. Para os demais
procedimentos pesa-se 1 g de CMC sendo diluido em 100 MI de agua destilada, mexendo em lume
brando até que esteja completamente dissolvido. Em seguida, adiciona-se azida de sédio (0,02% p/vol)
para evitar o crescimento microbiano, sendo armazenados a 4 °C. Em seguida, prepararam-se 0s brancos.
Para o branco do substrato mistura-se 1 ml de substrato + 0,9ml de tampdo + 0,1ml de agua. Para o
branco da enzima misturou-se 0,9 ml de tamp&o + 0,1 ml de enzima (diluido em tampdo) + 1,0 ml de
agua destilada.

Para o ensaio, foram utilizados tubos de 15 mL. Em seguida adicionou-se 1,0 mL de substrato e
0,9 ml de solucéo tampao. Incubou-se este material a 39 °C por 10 minutos. Ap6s, adicionou-se 0,1 mL
de enzima e incubou-se novamente a 39 °C por mais 5 minutos. As enzimas e substratos do branco foram
incubados também. A seguir, adicionou-se 3 mL de reagente DNS para terminar a reacdo. Logo ap6s,
deixou em banho-maria por 5 minutos para esfriar na agua. Assim que esfriar, faz-se a leitura em um
esprectrofotdbmetro a 540 nm, o lote de xilose e as amostras padréo, a seguir fazendo a equagéo:
Equivalentes de xilose (mg)=a + bx

Onde x € a absorbancia obtida apds correcdo para a enzima e 0s substratos do branco.
Equivalente Xilose sdo plotados no eixo Y e os valores de absorbancia sdo plotados no eixo X. A
absorbancia é plotado no eixo X para permitir uma inclusdo direta de seu valor em uma planilha. As
unidades de atividade sdo entdo expressos como equivalentes pmol glucose min™.ml™ de produto da
enzima. Todos os ensaios foram realizados em triplicada.

Abaixo estdo os dados obtidos com as leituras para celulase (Anexo 1A) e hemicelulase (Anexo
1B).

Celulase

Equivalente glicose

y =1,3755x + 0,0306
R2=0,9939

0 . .
0 0,2 04 0,6 0,8

Valores da absorbéancia

Anexo 1A. Leitura da enzima celulase para obtencéo da curva padréo.
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Hemicelulase

Equivalente xilose
o
S
1

03 y = 0,044 + 0,0784
02 R? = 0,9951
0.1
0 T T T T 1
0 0.2 0.4 0,6 08

Valores da absorbancia

Anexo 2A. Leitura da enzima hemicelulase para obten¢éo da curva padréo.

Os valores obtidos para celulase e hemicelulase nas leituras foram de 1,954 e 1,648. Colocando
esses valores na curva padrdo, os mesmos apresentaram valores de 2,718 e 1,634 umol.mL™.min,
utilizando 1% de carboximetilcelulose e xilana de aveia como substratos. Esses valores estdo dentro da
faixa de atuacdo recomendados pelo fabricante das enzimas que situa entre 700 e 50000 EGU/g para
celulase e 100 e 10000 FBG/g para hemicelulose, valores correspondidos em mmol.mL™.min?,

mostrando que as enzimas utilizadas possuem efetividade.
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ANEXO B

Programacgéo SAS para o modelo néo linear da degradabilidade da MS (Orskov &
McDonald, 1979).

Options no date;

data dmd;
input t p;
y=p;

cards;

0 30.44
6 30.99
12 33.9
18 42.53
24 39.78
48 48.5
72 56.9
96 56.49
120 56.25
run;

proc nlin best = 9;

parms a= 9 to 15 by 1 b=39 to 44 by 1 ¢=0.03 to 0.05 by 0.005;
model y=a+b*(1-exp(-c*t));

output out=points predicted=yhat residual=yres parms=ab c;
proc print data=points;

proc plot;

plot yhat*t="*' y*t="y'/overlay;

run;

OBS.: Para se calcular o lagtime, utiliza-se a formula proposta por McDonald (1981):
Lagtime = (1/¢)*LN(b’/(a’+ b’ - a))
Sendo aplicado no conjunto de equacoes:

Y =a quando o lagtime for maior que o tempo (t) obs.: a = fracdo soluvel
Y =a’ + b’*(1-exp(-c*t)) quando o lagtime for menor que o tempo (t)



Anexo C

Programacgéo SAS para o modelo néo linear da producéo de gases in vitro
(Schofield et al., 1994).

DATA UNO;
TITLE "Producéo de gases’;
INPUT INCTIME T1R1;

CARDS;

2 13.6
4 30.5
6 53.7
8 72.9
10 87.3
12 101.4
15 118.5
18 134.7
21 145.7
24 155.7
30 170.1
36 179.5
48 192.2
72 210.3
96 222.2
120  230.6
DATA DCQS;
SET UNO;

TITLE “producéo de gases’;

PROC NLIN BEST=5;

PARMS A=60 TO 100 BY 10 S=0.06 TO 0.12BY 0.01 L=0TO 10 BY 1
A2=380 TO 120 BY 10 S2=0.01 TO 0.05 BY 0.01;

MODEL T1R1= A*(1/(1+EXP(2-4*S*(INCTIME-L)))) + A2*(1/(1+EXP(2-
4*S2*(INCTIME-L))));

OUTPUT OUT= T1R1 P=PREDICT R=RESIDUAL,;

PROC PRINT;

VAR INCTIME T1R1 PREDICT RESIDUAL;

RUN;



