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Ensaios in vitro foram conduzidos com o objetivo de desenvolver um método para estimar
atividade de enzimas bacterianas do rumen e avaliar os efeitos da alteracdo no pH e na
concentragdo de carboidratos soliveis sobre a aderéncia as particulas de forragem e sobre a
atividade fibrolitica bacteriana ruminal. Para avaliagdo de métodos de extracdo enzimatica,
amostras de azevém (lolium multiflorum) foram incubadas no rimen de um bovino durante 24
horas e utilizadas para obtengdo de extratos enzimaticos por diferentes métodos de extragdo:
sonicagdo, sonicacdo + lisozima, lisozima e sem tratamento prévio (controle). O extrato
enzimatico foi entdo incubado com carboximetilcelulose (CMC) e medido a liberagao de acticares
redutores. O método de extragdo de enzimas nao afetou significativamente a atividade enzimatica,
mas o desvio padrdo foi menor quando a extracdo foi somente por sonicagdo. Em outro ensaio
metodoldgico foi testado o efeito do tempo de reagdo entre extrato enzimatico e substrato sobre a
atividade relativa das enzimas (nmol de agucares redutores/g de matéria seca de residuo de
amostra/minuto). A atividade relativa diminuiu exponencialmente com o tempo, estabilizando-se
a partir de 240 minutos de incubagdo. Para avaliar o efeito do pH e da concentracdo de acticares
sobre a aderéncia bacteriana as particulas de alimento e sobre a sua degradabilidade, amostras de
azevém (Lolium multiflorum) ou cynodon (Cynodon dactilon) foram incubadas in vitro durante
24h em meios com diferentes pHs (5,5; 6,0; 6,5 ou 7,0) ou diferentes concentragdes iniciais de
glicose (0, 100, 200 e 300 mg/dl). No residuo da fermentacdo foi determinado o teor de matéria
seca ¢ analisado o teor de P, assumindo-se ser de origem bacteriana. A degradabilidade e o teor de
P residual foram mais altos nas amostras de azevém que de cynodon (P<0,01) e ambos fatores
foram linearmente e positivamente afetados pelo pH (P<0,01). O aumento da concentracdo de
carboidratos soluveis exerceu efeito linear e negativo sobre a aderéncia das bactérias (P<0,01),
mas ndo afetou a degradacdo da forragem. O efeito do pH e da concentra¢do de acticares sobre a
atividade enzimatica fibrolitica foi avaliada no residuo destas amostras forrageiras incubadas
ruminalmente durante 24h e extraidas por sonicagdo. O extrato enzimatico foi incubado durante
240 minutos com xilana ou CMC em meios de reacdo a diferentes pHs ou concentragdo de
acucares. Em média, a atividade de enzimas extraidas de residuo de azevém foi superior a
atividade daquelas oriundas de cynodon (P<0,01). No entanto, o efeito de ambos fatores variou
entre ensaios e com o tipo de amostra. Por exemplo, em diferentes ensaios foi observado que o
efeito de pH foi linear (P<0,05), quadratico (P<0,05) ou mesmo ndo foi ajustado a nenhuma
destas regressdes. Da mesma forma, a presenca de diferentes concentra¢des de agucares no meio
exerceu efeito, na maioria das vezes quadratico, sobre a atividade enzimdtica (P<0,01). Em
conclusdo, a aderéncia bacteriana as particulas de forragem foi diretamente relacionada com o pH
e inversamente relacionada com a concentracdo de aguicares soliiveis no meio de incubagdo. Estes
efeitos, contudo, foram menos evidentes sobre a atividade enzimatica fibrolitica.

Palavras-chave: acucares; aderéncia; bactérias ruminais; degradacgdo; enzimas; fibra; pH.
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In vitro assays were conducted to develop a method to estimate activity of bacterial
enzymes in the rumen and the effect of changes in pH (5.5, 6.0, 6.5 and 7.0) and concentration of
soluble carbohydrates (0, 100, 200 and 300 mg / dl) on adhesion to forage particles and ruminal
bacterial fibrolytic activity. To evaluate the enzymatic extraction methods, samples of ryegrass
(Lolium multiflorum) were incubated in a bovine rumen during 24-h and used to obtain enzymatic
extracts through different extraction methods: sonication, sonication + lyzozyme, lyzozyme and
without previous treatment (control). Then, the enzymatic extract was incubated with
carboxymethylcelullose (CMC) and measured the reducing liberated sugars. The enzymatic
extraction method did not affect significantly the enzymatic activity, but the standard deviation
was lower when extraction only was through sonication. In another methodological assay, the
effect of the reaction time between enzymatic extract and substrate on relative enzymatic activity
(nmol of reducing sugars/ g DM of sample residue/ min) was tested. The relative activity
decreased exponentially with time and stabilized after 240-min of incubation. To evaluate the
effects of pH and concentration of sugars on bacterial attachment to feed particles and his
degradability, samples of ryegrass (Lolium multiflorum) or cynodon (Cynodon dactilon) were
incubated in vitro for 24-h in mediums with different pH (5,5; 6,0; 6,5 or 7,0) or different initial
concentrations of glucose (0, 100, 200 and 300 mg/dl). The DM and phosphorus content
(phosphorus was assumed be of bacterial origin) were determined in the fermentation residue. In
ryegrass samples degradability and the residual phosphorus content were higher than in cynodon
(P<0.01) and both factors were affected linearly and positively by pH (<0.01). The increase of
soluble carbohydrates concentration exerted linear and negative effects on bacterial attachment
(P<0.01), but it did not affected forage degradability. The effect of pH and sugar concentration
was evaluated on fibrolityc enzyme activity in residues of the samples incubated in the rumen for
24-h and extracted through sonication. The enzymatic extract was incubated for 240-min with
xylan or CMC in reaction mediums with different pH or sugar concentrations. In average, the
activity of the enzymes extracted from the ryegrass residue was superior to the cynodon ones
(P<0.01). On the other hand, the effect of both factors varied among assays and with the sample
type, e.g. in different assays was observed that the pH effect was linear (P<0.05), quadratic
(P<0.05) or even do not adjusted to none of the regressions. In the same way, the effect of
presence of different concentrations of sugars in the medium on enzyme activity was quadratic
mainly (P<0.01). In conclusion, the bacterial attachment to the forage particles was related
directly to pH and inversely with concentration of soluble sugars in the incubation medium.
However, these effects were less evident on enzymatic fibrolytic activity.

Keywords: adhesion; degradation; enzymes; fiber; pH; rumen bacteria; sugars
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1 INTRODUCAO

Ruminantes alimentados com dietas a base de forragens usualmente necessitam
receber suplementagdo com concentrados para alcangar niveis aceitaveis de ganho de peso ou
producdo de leite. No entanto, a suplementacdo com alimentos ricos em amido ou agucares
deprimem a digestibilidade da fibra e o consumo de forragem (PATERSON et al., 1994).
Viarios fatores podem estar envolvidos nestes efeitos, como competicdo entre espécies
bacterianas por nutrientes limitantes, como amonia (TAMMINGA, 1993), produgdo de
proteinas, pelas bactérias que usam agticares soluveis, que inibem o crescimento daquelas que
degradam fibra (PIWONKA; FIRKINS, 1996) e, principalmente, inibi¢cdo do crescimento e da
atividade das bactérias que degradam fibra devido a queda do pH ruminal (RUSSELL;
DOMBROWSKI, 1980; MOULD; @RSKOV, 1983; MOULD et al, 1983; GRANT;
MERTENS, 1992; GRANT; WEIDNER, 1992; MOURINO et al., 2001). Adicionalmente,
varios estudos tém demonstrado também que a suplementacdo com alimentos ricos em amido
deprimem a degradagdo ruminal da fibra mesmo em situagdes em que ndao ha reducdo
significativa do pH ruminal, indicando a existéncia de um mecanismo de inibi¢do direta das
enzimas fibroliticas pelos carboidratos ndo fibrosos (MOULD; @RSKOV, 1983; MOULD et
al, 1983; GRANT;MERTENS,1992; KOZLOSKI et al., 2006a; KOZLOSKI et al, 2006b).

Embora estes efeitos foram amplamente identificados e documentados, os mecanismos
pelos quais a queda do pH e/ou a presenga de carboidratos ndo estruturais reduzem a atividade
fibrolitica no riimen ndo estdo claramente estabelecidos.

O estudo foi conduzido com o objetivo de: a) implantar e avaliar metodologias para
medir a atividade de enzimas bacterianas ruminais e b) avaliar o efeito da presenca de
carboidratos soltiveis e do pH sobre a aderéncia bacteriana e sobre a atividade de enzimas

fibroliticas ruminais.



2 HIPOTESE

A reducdo do pH e o aumento da concentracao de agticares soltiveis do meio deprime a
degradacdo ruminal da fibra dos alimentos por afetar negativamente ambos, a aderéncia

bacteriana as particulas de alimento e a atividade de enzimas fibroliticas.



3 ESTUDO BIBLIOGRAFICO

3.1 Aderéncia e atividade fibrolitica de bactérias ruminais

Os alimentos que chegam ao riamen sdo constituintes de estruturas moleculares
complexas e de alto peso molecular, indisponiveis as células bacterianas ruminais. Assim,
para atender as necessidades nutricionais bacterianas, estas estruturas sdo degradadas
extracelularmente até porgdes monoméricas, passiveis de entrarem na célula e serem
metabolizadas (WHITERS, 1992; HOOVER; STOKES, 1991).

Os microorganismos ruminais que interagem com as particulas de alimento podem ser
funcionalmente descritos em trés sub populagdes distintas: 1) Bactérias livres, associadas ao
fluido ruminal; 2) bactérias fracamente associadas as particulas; e 3) bactérias fortemente
aderidas as particulas de alimento (McALLISTER et al., 1994).

Para o inicio da degradacdo do alimento no rumen, o primeiro passo ¢ a aderéncia da
célula bacteriana ao alimento (WEIMER, 1996). No caso de espécies que degradam
carboidratos estruturais, a aderéncia bacteriana as particulas permitem a aproximacdo de
enzimas presentes na superficie externa da membrana das células bacterianas ao substrato
(CHURCH, 1993).

A necessidade da adesdo, para digestdo da celulose por bactérias ruminais, foi
demonstrada observando-se que uma baixa concentragdo de metilcelulose, a qual bloqueia a
adesdo da bactéria a celulose, também bloqueou a digestdo da celulose (CHESSON;
FORSBERG, 1997).

Miron et al (2001) relata que a adesdo bacteriana aos tecidos das plantas pode ser
descrita em quatro fases:

Fase I: inicia poucos minutos apds a ingestdo do alimento e envolve o contato
aleatorio das populagdes bacterianas que estdo livres no fluido ruminal com a particula recém
ingerida.

Fase II: ocorre adesdo ndo especifica, envolvendo a participagdo de moléculas de
natureza protéica, lipidica e glicidica, presentes na superficie externa da célula bacteriana, as
quais interagem com moléculas da superficie das particulas por meio de interagdes iOnicas,

hidrofobicas e for¢as de Van Der Walls.
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Fase III: processo pelo qual ha interacdo especifica e induzida entre moléculas
presentes na superficie externa bacteriana, denominadas ligantes ou adesinas, que reconhecem
receptores na superficie exposta da particula.

Fase IV: ocorre a proliferacao celular e formagao de colonias bacterianas, na forma de
biofilmes, sobre as areas expostas e potencialmente digestiveis das particulas de alimento.

De acordo com os autores, cada uma destas fases depende da conclusdo bem sucedida
da fase anterior.

Até mesmo em espécies de bactérias que se aderem fortemente ao substrato, sua
populacdo ndo se encontra totalmente aderida, e uma proporcao desta populag@o esta sempre
disponivel para colonizar novas fontes de substrato (CHESSON; FORSBERG, 1997).

A populagdo aderida as particulas representa 70 — 80% da biomassa bacteriana e
contém cerca de 90% das atividades de celulase e xilanase presente no ambiente ruminal
(WILLIAMS; STRACHAN, 1984; CRAIG et al. 1987). Martin ¢ Michalet-Doreau (1995)
observaram que a maior parte da populagdo microbiana do rimen encontra-se aderida a fase
solida do conteudo em comparacdo ao fluido ruminal, e Michalet-Doreau et al. (2001)
concluiram que as bactérias ndo sdo igualmente distribuidas por todo o conteudo ruminal:
espécies celuloliticas estdo presentes em maior propor¢ao na fase solida do contetdo ruminal.

De acordo com Chesson ¢ Forsberg (1997), bactérias fibroliticas como Fibrobacter
succinogenes ¢ Ruminococcus flavefacienes apresentam diferentes especificidades para
ligacdo ao substrato, as quais servem para reduzir a competig@o entre elas.

Weimer (1996) relata que a digestdo da celulose envolve a adesdo de células
microbianas as fibras através do glicocalix, uma estrutura glicoprotéica que protege tanto as
células de engolfamento por protozoarios quanto as enzimas celuloliticas da degradacgdo por
proteases ruminais, enquanto mantém os produtos da degradagdo enzimatica disponiveis para
serem utilizadas pelas bactérias. Estas propriedades, em geral, fornecem uma enorme
vantagem seletiva as bactérias celuloliticas no ambiente ruminal, pois otimiza a hidrolise da
celulose e utilizagdo eficaz dos produtos da hidrolise.

A digestdo ruminal depende tanto da atividade microbiana quanto do tempo e grau de
contato entre os microorganismos e as particulas. O tamanho da particula determina a area util
para o ataque enzimatico das bactérias e contribui para a interagdo entre particulas e
microorganismos (DOREAU et al., 2003)

A digestdo do alimento ¢ concentrada numa pequena area, em que as enzimas ficam
protegidas e uma maior proporcdo de nutrientes, que sdo liberados por hidrdlise, sdo

capturados pelas células aderidas (McALLISTER et al., 1994).
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A populacdo de bactérias aderentes crescera sobre o substrato com o avanco da
digestdao até que as células sdo liberadas passando para o fluido ruminal para recolonizarem
um novo substrato (CHURCH, 1993).

Em sua revisdo, Krause et al. (2003) relataram que uma complexa populagdo de
microorganismos fibroliticos catalisam a degradagdo da fibra no rimen, ¢ que a maior parte
das enzimas extracelulares envolvidas na degradacdo da celulose e hemicelulose sdo glicosil
hidrolases que hidrolisam as ligacdes glicosidicas entre carboidratos, ou ainda entre uma
molécula de carboidrato e outra que ndo seja, necessariamente, um hidrato de carbono.

A estratégia utilizada pelas bactérias ruminais para aumentar a hidrolise da celulose e
hemicelulose ¢ o uso de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas localizadas principalmente
na superficie celular, provavelmente em complexos multienzimaticos, os chamados
Celulossomas (WEIMER, 1996).

A composicao e fungdes do celulossoma tém sido bastante estudadas, no entanto, o
que mais se encontra na literatura sdo descrigdes da estrutura do celulossoma da bactéria
Clostridium thermocellum (BAYER et al., 1994). Pouco se conhece sobre a estrutura do
celulossoma de uma bactéria ruminal, mas acredita-se que as fungdes deste complexo sejam
semelhantes entre as bactérias celuloliticas.

O celulossoma ¢ uma estrutura de alto peso molecular que esta associada a célula
bacteriana, constituida por subunidades cataliticas, onde estdo presentes celulases,
glicosidades e xilanases, entre outras; e subunidades ndo cataliticas, que ligam o complexo
enzimatico com a parede celular bacteriana e sdo também responsaveis pela adesdo especifica
da bactéria ao substrato (BAYER et al., 1998).

A eficiente quebra da celulose no ramen, geralmente necessita certo ntimero de
glicosil hidrolases, incluindo endoglucanases, exoglucanases ,e P-glicosidases, as quais
trabalham sinergicamente para hidrolisar a celulose. O produto final da degradacdo da
celulose ¢ a glicose, mas celodextrinas e celobiose também sdo liberadas como produtos
intermediarios. A degradagdo da hemicelulose libera como produto final, principalmente,
xilose, e € catalisada por endoxilanases e B-xilosidades (KRAUSE et al., 2003).

Morgavi et al. (2000) quantificaram cada um dos produtos liberados durante a
incubag@o de enzimas fibroliticas bacterianas com silagem de milho. Eles observaram que em
pH 6,0, glicose foi o monossacarideo liberado em maior quantidade, em torno de 63 % do
total, xilose foi segundo mais abundante (19%), seguido por arabinose (13%), manose, e
galactose (em torno de 2,5% cada). Em pH 5,0 a concentragdo relativa de glicose aumentou

para 85% em detrimento aos demais monossacarideos.
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Michalet-Doreau, et al (2001) determinaram as atividades especificas das
polissacaridases e glicosidases envolvidas na degradacdo dos polissacarideos estruturais no
rumen. Eles mostraram que a atividade enzimatica da xilanase e carboximetilcelulase varia
consideravelmente com a natureza da bactéria. Segundo os autores, a atividade destas enzimas
¢ mais alta na populagdo de bactérias aderidas que na populagdo total de microorganismos
(associados a fase solida e liquida do conteiido ruminal), e maior na populacdo bacteriana
fortemente aderidas que nos microorganismos fracamente aderidos as particulas.

Diversos fatores podem afetar a adesdo e colonizagdo ao substrato, assim como a
atividade fibrolitica das bactérias ruminais. Entre eles: 1) fatores relacionados as bactérias,
como maturidade, condi¢des dos componentes do glicocdlix e competicdo microbiana; 2)
fatores relacionados ao substrato incluindo, prote¢ao dos tecidos da planta pela cuticula, area
de superficie, hidratagdo, carga idnica e capacidade de troca catidnica; e 3) fatores
relacionados ao ambiente como, pH, temperatura e a presenca de O,, cations e carboidratos

soluveis (MIRON et al, 2001).

3.2 Efeito do pH e dos agucares sobre a aderéncia e sobre a atividade fibrolitica

bacteriana ruminal

Estudos in vitro (HADDAD; GRANT, 2000; GRANT; MERTENS, 1992)
demonstraram que a digestibilidade da fibra ¢ limitada em pH em torno de 6,0 e pode ser
também afetada negativamente pela presenca de carboidratos soluveis (RUSSEL, 1998). Por
outro lado, uma baixa disponibilidade de acgucares para o crescimento de populacdes
celuloliticas também podem limitar a atividade destas espécies (KOZLOSKI, et al. 2006a).

Grigsby et al. (1993) sugerem que a competicdo, entre os diferentes grupos de
bactérias, ¢ a primeira razao para a inibi¢do da celuldlise, principalmente, quando uma fonte
de amido ¢ adicionado a dieta, estimulando o crescimento das bactérias amiloliticas, inibindo
as celuloliticas e afetando negativamente a digestao da fibra

Piwonka e Firkins (1993) demonstraram que a adi¢do de glicose ao inicio do periodo
de 72 horas de fermentagdo reduziu a taxa de digestdo da fibra em detergente neutro (FDN) e
a atividade da carboximetilcelulase, mesmo com o pH da cultura mantido acima de 6,2.

Contudo, a adicao de glicose apos 24 horas de incubagdo, assumido ser o tempo para maxima
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colonizag¢do microbiana, ndo diminuiu a taxa de digestdo da FDN, mas diminuiu a atividade
da carboximetilcelulase.

Mould et al. (1983) também deixam claro, o efeito negativo que o incremento na
proporcao de agucares soluveis, na dieta, exerce sobre a digestibilidade da fibra, mesmo sem a
reducdo significativa do pH. Os autores descrevem dois aspectos negativos que carboidratos
rapidamente fermentaveis no ramen exercem sobre a celuldlise: a reducdo da celuldlise que
ndo pode ser atenuada pelo aumento do pH ruminal foi designado “efeito de carboidrato” e a
parte devido a redug@o do pH foi designado “efeito do pH”.

Segundo Russel ¢ Wilson (1996) o baixo pH ruminal diminui a atividade ou o nimero
de microorganismos celuloliticos, e até mesmo uma modesta redu¢do no pH ruminal pode
inibir severamente a digestdo da celulose. Os autores relatam que bactérias celuloliticas ndo
conseguem crescer com um baixo pH intracelular, e quando ha redugdo do pH extracelular
ocorre um desequilibrio no gradiente de pH, a nivel de membrana, acarretando uma
toxicidade por acumulo de anions no interior da célula bacteriana.

Huhtanen e Khalili (1991; 1992) também constataram que a taxa de digestdo da FDN e
da atividade da carboximetilcelulase in situ foi menor quando sacarose (1 kg / d) foi infundida
no ramen do que sem infusdo de sacarose. Contudo, os efeitos do pH baixo ndo puderam ser
corrigidos e o pH ruminal ficou abaixo de 6,0, durante 5 h do dia.

Mourifio et al. (2001), no entanto, observaram que a presenca de espécies nao-
celuloliticas em co-cultura com celulolitica, em condicdes de pH baixo, aumentam a
degradagdo da celulose in vitro, indicando que ha competicdo entre essas espécies para 0s

produtos de degradagdo de celulose

3.3 Metodologias para estimar a aderéncia bacteriana

Alguns métodos tém sido descritos para se estimar a adesdo de bactérias ruminais ao
substrato.

Rasmussen et al. (1989) estimaram a aderéncia bacteriana através da radioatividade de
células marcadas com "*C. Em 1997, Mosoni et al., (1997) também estimaram a colonizagao
bacteriana em celulose pura pela absor¢io do '*C, determinado pela medida da radioatividade

e do peso seco da suspensdo celular. O tempo de contato da celulose com as bactérias,
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previamente marcadas com '*C, foi de 45 minutos. A percentagem de células aderidas foi
determinada pelo célculo da proporcao da radioatividade em relagdo a radioatividade total da
celulose.

Firkins et al. (1991) relatam que marcadores bacterianos sdo necessarios para avaliar a
colonizagdo bacteriana da fibra. Purinas estdo entre os marcadores mais utilizados, mas
isotopos como °N, podem ser mais especificos porque os alimentos nio estio contaminados
por eles.

As bases puricas sdo constituintes dos acidos nucléicos presentes no RNA e DNA de
todos os seres vivos. Os ruminantes podem ingerir quantidades apreciaveis de acidos
nucléicos na dieta, no entanto, estes sdo rapidamente degradados no ramen. A utilizagdo das
bases puricas como marcador bacteriano estd baseada na idéia de que os acidos nucléicos
presentes na digesta ruminal sejam predominantemente de origem bacteriana (MCALLAN,
1982).

No estudo de Bhat et al. (1990), a ades@o de bactérias ruminais ocorreu pela adicao de
7 ml de suspensdo bacteriana em 0,25 g de palha , incubados a 39 ° C, por 30 min. Segundo
os autores este tempo permitiu maxima aderéncia de bactérias celuloliticas a celulose. A
mistura foi filtrada, e a populacdo microbiana foi estimada pela determinagdo da densidade
optica do filtrado a 650 nm.

Kozloski et al (2008) estimaram a adesdo microbiana por método gravimétrico. Apos a
fermentag@o bacteriana in vitro, eles lavaram o residuo com solugdo fisiologica (NaCl 0,9 %)
para retiradas das bactérias ndo aderidas e determinaram a matéria seca (MS) residual. Depois
disso, trataram as amostras com uma solucao de dissociacdo. Os autores supdem que com este
tratamento cerca de 80% dos microorganismos aderidos tenham se desligado das amostras.
Em seguida, analisaram novamente a MS do residuo. A adesdo microbiana foi estimada pela
diferenga entre o teor de MS residual antes e apds o tratamento de dissociagao.

Apesar de ndo terem verificado efeito do pH inicial sobre a aderéncia, utilizando esta
metodologia os autores verificaram que a maxima colonizagdo microbiana sobre o residuo
ocorreu apos 24 horas de incubacdo.

Mouriio et al. (2001) propuseram o uso de N e P como marcadores microbianos. No
entanto, eles estimaram a colonizagdo bacteriana em culturas de celulose pura, a qual ndo
possui estes elementos em sua composicao, Assim, todo o N e P presente no residuo foi
considerado ser de origem microbiana. Silva et al. (1987) sugerem que a colonizacdo
microbiana pode ser estimada através da atividade da carboximetilcelulase bacteriana ruminal,

ao longo do tempo de incubagdo. Piwonka e Firkins (1993) utilizaram este método e
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observaram que o pico da atividade enzimatica foi apds 24 horas de incubacdo, indicando ser

este o tempo adequado para maxima colonizacdo microbiana da fibra.

3.3 Métodos para determinacdo da atividade enzimatica de bactérias ruminais

Enzimas bacterianas podem ser extraidas diretamente do contetido ruminal, retirando-
se uma amostra do alimento que foi ingerido, ou podem ainda serem extraidas de amostras
previamente incubadas ruminalmente in Situ.

Huhtanen et al. (1998) observaram que a atividade enzimatica da xilanase e
carboximetilcelulase foram consideravelmente maiores no conteudo ruminal que no residuo
de incubacdo in situ. E que a porosidade do tecido utilizado afetou a atividade das enzimas,
quanto menor o tamanho do poro, menor foi a atividade.

O processo de extragdo enzimatica pode ocorrer sob diferentes condi¢des. A sonicacdo
de células microbianas para rompimento da membrana celular e enzimas extracelulares ¢ um
método bastante utilizado (GROLEAU; FORSBERG, 1981; SILVA et al., 1987, MARTIN;
MICHALET-DOREAU, 1995; HRISTOV et al., 1999; MORGAVI et al., 2000).

O método de extragdo através da lisozima também ¢ recomendado (HUHTANEN;
KHALILI, 1992; HRISTOV et al. 1999; HUHTANEN et al., 1998). A lisozima é uma enzima
que catalisa a clivagem catalitica de polissacarideos nas paredes celulares protetoras de
algumas familias de bactérias. E assim chamada porque ela pode lisar, ou degradar, as paredes
celulares bacterianas, funcionando como um agente bactericida (LEHNINGER et al., 2004).

Ambos os métodos tem a funcdo de romper com a estrutura bacteriana, € a0 mesmo
tempo liberar enzimas extracelulares presentes em sua membrana externa, mantendo-se a
integridade destas enzimas.

Algumas peculiaridades sdo observadas no uso destes métodos. O uso da sonicagdo,
geralmente, ocorre em baixas temperaturas, pois 0 processo causa o aquecimento da amostra,
e para permitir o resfriamento o processo ocorre em ciclos com pequenos intervalos.

Hristov et al. (1999) sonicaram suas amostras, sob gelo, em trés ciclos de 30 s cada,
com intervalo de 30 s entre eles. Por sua vez, Silva et al. (1987) utilizaram dez ciclos de 30 s,
intercalados por 30 s, a 0° C. ; Martin e Michalet-Doreau (1995) submeteram as amostras a

sonicagdo por quatro periodos de 30 s, a 4° C.
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Entre as particularidades da extracdo enzimatica pelo uso de lisozima, esta a adi¢do de
tetracloreto de carbono na solucdo em que a amostra ¢ submetida (HRISTOV et al., 1999;
HUHTANEN; KHALILI, 1992; HUHTANEN, 1998).

No entanto, os autores nao justificam o uso de deste componente em seus ensaios. Um
estudo prévio demonstrou que o uso de tetracloreto de carbono ndo influenciou a atividade de
enzimas bacterianas. Nos estudos citados acima, o tempo da incubagdo da lisozima com as
c¢lulas microbianas foi de 3 horas, a 39°C, o que torna o processo mais demorado em relacdo
a sonicacgao.

Ap6s o processo de ruptura da membrana celular, tanto com uso de lisozima como de
sonicagdo, as amostras sdo, geralmente, centrifugadas e o sobrenadante é utilizado como
extrato enzimatico.

Celulases extracelulares e outras enzimas, produzidas por bactérias celuloliticas,
degradam celulose e hemicelulose liberando como produto final, principalmente, celobiose,
glicose, xilose, xilobiose e arabinose (KOZLOSKI, 2009). Entdo sdo realizadas incubagdes
dos sobrenadantes enzimaticos adicionados de substrato, determinando-se a atividade das
enzimas pela concentracdo de produtos liberados durante a incubagao.

De acordo com o propoésito dos estudos s@o utilizados diferentes substratos, como
xilana, celulose, carboximetilcelulose (CMC), celobiose, amido.

O tempo de incubacdo enzima:substrato e concentragcdo do substrato podem variar.

Martin ¢ Michalet-Doreau (1995) incubaram enzimas bacterianas com xilana e CMC
2% (p/v) durante 60 min.

Groleau e Forsberg (1981) utilizaram xilana, CMC e amido 2% (p/v) como substratos,
e incubaram por 2 horas.

Este passo ¢ seguido pela interrupgdo da atividade enzimatica, aquecendo as amostras
para desnaturagdo das proteinas (NOZIERE; MICHALET-DOREAU, 1997), e determinagao
dos produtos liberados durante a acdo das enzimas sobre o substrato (por exemplo: agucares
redutores, p-nitrofenol).

A atividade enzimadtica pode ser expressa das seguintes maneiras: nmol de agucares
redutores ou p-nitrofenol liberados por mg de proteina por minuto (MARTIN; MICHALET-
DOREAU, 1997); nmol de agucares redutores liberados do substrato por minuto por 1 g de
MS de contetido ruminal amostrado (HRISTOV et al., 1999); umol de agucares redutores
liberados/g MS/minuto (HUHTANEN et al, 1998); umol de glicose liberada/g MS/minuto
(SILVA etal., 1987).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e época

Os ensaios foram desenvolvidos no periodo de junho de 2008 a novembro de 2009. No
Laboratorio de Bromatologia e Nutricdo de Ruminantes do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Santa Maria. Para conduc¢do dos ensaios foram utilizadas amostras de
azevém (Lolium multiflorum) e de cynodon (Cynodon dactilon var. Dactylon), coletadas no

estagio vegetativo de pastagens implantadas em area pertencente ao laboratorio.

4.2 Avaliacdo de metodologias para determinacéo da atividade enzimética microbiana

ruminal

4.2.1 Efeito do método de extracdo de enzimas e do congelamento

Foram confeccionados 20 saquinhos de nylon com porosidade de 50 micras medindo
10 x 10 cm e, em cada um deles, foi pesado aproximadamente 5 g de azevém previamente
seco e moido em peneira de 5 mm, coletado de uma pastagem em fase vegetativa. Estas
amostras foram incubadas ruminalmente durante 24 horas em um bovino alimentado a base de
azevém. Para a incubacdo, os saquinhos foram colocados dentro de sacos maiores de tecido
sintético com grande porosidade, sendo este preso a uma peca de metal, com a fun¢do de
manter os sacos na parte ventral do ramen, e fixado externamente com uma corda de nailon.
Ao final da incubag@o ruminal os saquinhos foram retirados do rimen, lavados em agua
corrente, submersos em solugdo salina 0,9% durante aproximadamente 10 minutos, com o
objetivo de retirar do material as bactérias ndo aderidas as particulas de residuo ruminal, e
lavadas em dgua corrente novamente.

Metade das amostras foi processada ainda fresca, logo apds a lavagem. A outra metade

foi previamente congelada por um periodo de aproximadamente 30 dias. O material fresco ou
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congelado foi submetido a trés tratamentos para extracdo das enzimas: sonicagdo (S),
sonicacaotlisozima (S+L) ou somente lisozima (L), e, ainda, foram incubadas amostras sem
tratamento prévio (C). No processo de sonicacdo utilizou-se uma lavadora ultra sonica
(UNIQUE, Modelo 1450A, freqiiéncia de 25kHz). A lisozima foi diluida em tampao fosfato
pH 6,8, descrito por Coleman (1985), (ANEXO A) numa concentracdo de 0,5% (p/v). As

amostras de cada saquinho foram processadas conforme Figura 1.

Residuo da incubagdo ruminal

| :

Pesar aproximadamente 1 g de Pesar, em duplicata, aproximadamente 1g de
residuo umido em cadinho de residuo umido em um erlenmeyer de 100 mL.
porcelana
\ 4
h 4 Adicionar 40 ml de tampdo fosfato pH 6,8

Levar a estufaa 110°C
durante pelo menos 8 horas
para obtengdo da MS |

A

Adicionar 100 ul de mercaptoetanol

v

y \ 4 A

Adicionar 2 Adicionar 2 ml de Adicionar 2 ml de Adicionar 2 ml
ml de tampao tampdo fosfato e lisozima 0,5% e submeter de lisozima
fosfato (C) submeter a 5 ciclos de a5 ciclos de sonicagao 0,5% (L)
sonicagdo por 30" (S) por30” (S+L)

A\ 4 \4 \4 \4

Banho-maria a 39°C durante 3 horas

Figura 1 - Fluxograma do processo de extragdo de enzimas nas amostras de residuo ruminal

fresco ou congelado

As amostras foram sonicadas sob gelo, para evitar o aquecimento das mesmas.

Apos a ultima etapa deste processo, onde as amostras permaneceram em banho-maria
durante 3 horas a 39°C, as mesmas foram filtradas e em seguida coletado o fluido filtrado.

As amostras filtradas, assumido conter as enzimas, foram incubadas com o substrato

CMC (SIGMA — Carboximetilcelulose sodica de baixa viscosidade) 2%. Em tubos de ensaio
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foram adicionados 2 mL de filtrado e 4 mL do substrato. Os tubos foram submetidos a
incubagdo em banho-maria a 39°C durante 30 e 60 minutos. Ao final desse periodo, as
amostras eram, imediatamente, colocadas em outro banho-maria, a 100°C por seis minutos,
com a finalidade de interromper a atividade das enzimas. Essa incubagdo teve o propdsito de
determinar a atividade enzimatica das amostras pela degradagdo do substrato.

Neste material foi determinada a concentragdo de agucares redutores pelo método
DNS (3,5-dinitro-salicilato), adaptado de Miller et al (1960): em um tubo de ensaio era
pipetado 1 mL de amostra ¢ 1 mL da solugdo DNS (ANEXO B), os tubos eram agitados ¢
levados a incubag@o em banho-maria de aproximadamente 100° C por 10 minutos. O material
foi resfriado e adicionado 8 ml de agua destilada. Foi realizada leitura de absorbancia em
espectrofotometro num comprimento de onda de 575 nandmetros contra o branco (I mL de
agua + 1 mL de solucdo DNS + 8 mL de agua), o padrdo utilizado foi uma solucdo de glicose
(1g/L).

A atividade enzimatica foi expressa em nmol de agtcares redutores/g MS incubada/
minuto de incubagdo, utilizando-se uma média da atividade obtida apos 30 e 60 minutos de

incubacao.

4.2.2 Efeito do tipo de substrato e tempo de incubagao

Foram incubadas ruminalmente amostras de azevém conforme descrito anteriormente.
Apés a lavagem das amostras, foram realizados, para cada saquinho, os procedimentos
descritos na Figura 2.

Ap6s a ultima etapa deste processo as amostras foram filtradas e em seguida coletou-
se o filtrado, o qual foi incubado com o substrato CMC ou celulose (SIGMA — Avicel ® PH —
50 UM) 2%. Em tubos de ensaio foram adicionados 2 mL de filtrado e 4 mL de substrato. Os
tubos foram incubados em banho-maria a 39°C durante 15, 30, 60, 120, 240 ou 360 minutos.
Ao final desse periodo, as amostras eram, imediatamente, colocadas em outro banho-maria, a
100°C por seis minutos. A concentracdo de aglicares redutores nestas amostras foi
determinada com DNS como descrito acima. A atividade enzimadtica relativa foi expressa
como nmol de aglicares redutores liberados/g MS incubada/ minuto de incubagio e a atividade

absoluta expressa em umol de agucares redutores liberados/g MS.
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Residuo da incubagdo ruminal

y

Pesar aproximadamente 1 g de Pesar, em duplicata, aproximadamente 1g de
residuo umido em cadinho de residuo umido em um erlenmeyer de 100 mL.
porcelana

A

Adicionar 44 ml de solug@o tampao fosfato pH 6,8

A 4

Levar a estufa a
110°C durante pelo A4
menos 8 horas para Adicionar 100 ul de mercaptoetanol

obtengdo da MS

y

Submeter a 5 ciclos de sonicagio
por 30

Figura 2 - Fluxograma do processo de extracdo de enzimas nas amostras de residuo ruminal

4.3 Aderéncia bacteriana ruminal

4.3.1 Efeito do pH

Ensaios in vitro foram conduzidos para avaliar o efeito do pH sobre a aderéncia

microbiana ruminal e a digestibilidade in vitro de amostras de azevém e de cynodon:

Ensaio 1:

Aproximadamente 1g de amostra parcialmente seca e moida (2 mm) de Azevém ou
Cynodon foram pesadas e colocadas em saquinhos de poliéster de tamanho 5 x 5 cm, com
area superficial de 24 cm? e porosidade 50 p , selados e submetidos & digestdo in vitro em
meios com pH 5,5, 6,0, 6,5 ou 7,0, durante 24 horas de incubagfo. Para cada amostra e valor
de pH, foram confeccionados 10 saquinhos.

As amostras foram incubadas anaerobicamente em frascos de vidro equipados com

valvula de Busen e mantidos em banho-maria a 39°C em um sistema de agitacdo lenta, numa
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relagdo de 1g de amostra/ 100 mL do meio de incubagao. Cada frasco continha 800 ml de uma
solugdo tampdo e 200 ml de fluido ruminal (TILLEY; TERRY, 1963), modificado pela
ANKOM (Ankom Tecnology Corporation, New York, USA))

O composto de fluido ruminal tamponado foi preparado de modo a ter uma
concentragio de N de 8 mg/dL (HARTER, 2009) (ANEXO C). O liquido ruminal foi coletado
de um bovino fistulado, filtrado através de duas camadas de gaze sob injecao continua de CO,
e mantido em banho-maria a 39°C.

No momento da incubagdo, o pH dos meios foram alterados pela adi¢cdo de acidos
minerais (solu¢do acida contendo 0,1M de cada: acido sulfurico, acido cloridrico e acido
fosforico) ou de uma solucdo de bicarbonato de sodio a 10%. As quantidades adicionadas na
hora da incubagdo foram as necessarias para atingir os valores de pH 5.5; 6,0; 6,5 ou 7.0,
medido com um pHametro. Depois de 24 horas, a fermentacdo foi interrompida, os saquinhos
foram retirados dos frascos e lavados em agua corrente. Apds foram colocados em uma
solugdo com NaCl 0,9% durante 5 minutos, para retirada das bactérias ndo aderidas, lavados
novamente com agua destilada e secos em estufa a ar forcado a 55°C. A seguir os saquinhos
foram pesados para determinacdo da degradacao da MS.

Para cada amostra e valor de pH foi retirado um saquinho para determinagao da MS do
residuo de incubagdo, as demais amostras foram utilizadas para determinagdo de purinas, a
qual seria relacionada com a aderéncia bacteriana ruminal as particulas.

O teor de purinas foi quantificado nas amostras de residuo segundo Makkar; Becker
(1999). A técnica foi realizada como descrito a seguir:

Para o a confec¢do do padrdo foram utilizadas 25mg de adenina e 25mg de guanina
que passaram pelos mesmos processos das amostras .

Foram pesados 200mg de residuo seco, em duplicata para cada saquinho, ¢ colocados
em tubos de 25ml com tampa de rosca (com borracha para vedagao).

Foi adicionado 2,5 ml de HC1O4 2M e as amostras foram entdo submetidas a banho-
maria por 1 hora a 90 — 95°C, agitando-se periodicamente.

Apoés este processo, foi adicionado 7,5 ml NH4H,POs 28,5mM. O material foi
novamente submetido a banho-maria, desta vez por 15 minutos a 90 — 95°C. As amostras
foram centrifugadas 4000 x g por 20 minutos. O sobrenadante foi coletado.

Uma aliquota de 0,25ml do sobrenadante foi retirada, adicionou-se 4,5ml de
NH4H,PO,4 0,2M misturando-se vigorosamente e adicionou-se 0,25ml de AgNOs 0,4 M. As
amostras foram mantidas a 4°C por um periodo de 12 horas. Apds este periodo as amostras

foram centrifugadas (4000 x g por 20minutos) descartando-se o sobrenadante. Adicionou-se
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agua destilada (4,5ml) com o pH ajustado para 2,0 (adicionando H,SOs). A seguir, as
amostras foram novamente submetidas a centrifugacao a 4000xg por 10 minutos.

O sobrenadante foi descartado novamente e o pellet foi suspenso em 5ml de HCI
0,5M. Agitou-se vigorosamente e as amostras foram colocadas em banho-maria a 90 — 95°C
por 30 minutos (desta vez coberta com condensadores).

Realizou-se uma nova centrifugacdo (4000 x g por 20 minutos) e absorbancia do

sobrenadante foi lida a 260nm contra HC1 0,5M (branco).

Ensaio 2:

O procedimento para a fermentagdo das amostras in vitro foi o mesmo do ensaio 1,
exceto que, para acidificacdo do meio de incubacdo, a concentracdo dos acidos minerais foi
aumentada para 0,5 M.

Para a estimativa da aderéncia bacteriana ao substrato, determinou-se o teor de fosforo
(P) contido nas amostras residuais.

Foram pesadas aproximadamente 0,2 g do residuo da incuba¢do em um Becker com
capacidade de 20 mL e queimados em mufla a 600° C por trés horas. Apds, foi adicionado 10
mL de uma solucdo 4cida contendo 3 partes de acido cloridrico (HCI) 10% e 1 parte de acido
nitrico (HNO3) 10%, colocados em uma chapa de aquecimento e deixados em fervura até
evaporar e restar um volume residual no Becker de aproximadamente 2 mL. Este conteudo foi
transferido, lavando-se com agua destilada, para um baldo volumétrico de 50 ml e completado
o volume com agua destilada. Esta solugdo foi entdo filtrada em papel de filtracdo rapida para
posterior determinacdo colorimétrica de fosforo. Para tal, foram pipetados em um tubo de
ensaio,1000 pl do filtrado, 1000 pl de uma solucdo complexante (ANEXO D) e 100 pl de
solugdo redutora (ANEXO E). Este meio de reacdo foi mantido durante 20 minutos em
temperatura ambiente e a absorbancia em 660 nm foi lida contra um branco que incluiu HCI
0,1 N em vez do filtrado. A aderéncia bacteriana foi expressa como mg de P/g de MS

residual.

Ensaio 3:

Foram realizados os mesmos procedimentos descritos no ensaio 2, exceto que nas
amostras originais e nos residuos foi também analisado o teor de FDN. Para tal, as amostras
foram submetidas a solucdo em detergente neutro em saquinhos de poliéster e em autoclave a
110°C durante 40 minutos (SENGER et al, 2008). Posteriormente determinou-se a

concentragdo de P. Este procedimento foi feito para descontar do teor de P total do residuo,
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aquele associado a forragem, insoluvel durante a fermentacdo. O P associado as bactérias
aderidas foi estimado entdo pela diferenga entre o teor de P no residuo ndo tratado menos o P

do residuo tratado com solugdo detergente neutro.

4.3.2 Efeito da concentracdo de aguicares soluveis

Foram conduzidos quatro ensaios in Vvitro que avaliaram o efeito da concentragdo de
agucares solveis sobre a aderéncia bacteriana e a digestibilidade ruminal in vitro de amostras
de azevém e cynodon.

Os procedimentos de incubagdo para fermentagdo in vitro foram os mesmos dos
ensaios anteriores, exceto que no lugar da adi¢do de acidos minerais, os meios de incubagdo
foram modificados pela adi¢do de 10, 20 e 30 mL de uma solucgdo de glicose (10g/dL), ou sem
adicdo de glicose, de maneira que a concentracdo de acticares soluveis no meio de incubagao
fosse de, aproximadamente, 0, 100, 200 e 300 mg de glicose/ dL. A solugdo tamponante
utilizada na fermentag@o era mais concentrada, para manter o pH acima de 6,2 durante todo o
processo (PIWONKA; FIRKINS, 1996) (ANEXO F).

No inicio ¢ ao final das 24 horas de fermentagdo foi coletado uma amostra (9 mL) do
meio de incubag¢ado, sendo adicionado 1mL de uma solugdo de acido sulfurico (H,SO,) a 20%.
A seguir, as amostras foram submetidas a um processo de centrifugacao (4000 x g, 20 min),
coletada a porcdo sobrenadante de cada amostra, armazenada e congelada para posterior
analise do teor de agucares soluveis, conforme método descrito por Dubois et al. (1956).

A concentragdo de aguicares soluveis no meio de incubac¢do no inicio e ao final da
incubag@o em cada um dos ensaios ¢ apresentada na Tabela 1.

Além da determinagdo da degradacdo da MS e FDN das amostras, foi estimada a
aderéncia bacteriana as particulas de forragem a partir do P residual utilizando os mesmos

procedimentos descritos anteriormente (Ensaio 3 do efeito de pH).
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Tabela 1 - Concentragdo de agucares soluveis no meio de incubagdo no inicio (0 hora) e ao

final (24 horas) da incubagdo em cada ensaio.

Ensaio

[ ] pretendida 0 24 0 24 0 24 0 24

de aclcares hora horas hora horas hora horas hora horas

0 mg/dL 18 11 18 11 4 6 16 19
100 mg/dL 107 14 105 15 110 12 105 18
200 mg/dL 255 13 180 18 229 13 231 18
300mg/dL 369 14 264 15 338 15 328 24

4.4 Atividade de enzimas fibroliticas bacterianas

4.4.1 Efeito do pH

Foram conduzidos dois ensaios para avaliar o efeito do pH sobre a atividade xilanésica
e carboximetilcelulasica de bactérias ruminais. Em cada ensaio aproximadamente 5 g de
azevém ou cynodon previamente seco ¢ moido em peneira de 2 mm foram colocados em
saquinhos de nylon (porosidade de 50 micras e medindo 10 x 10 cm) selados para posterior
incubacdo. Para cada tipo de amostra foram confeccionados 5 saquinhos, os quais foram
incubados durante 24 horas no rimen de um bovino alimentado a base de azevém. No
momento da incubagdo os saquinhos foram colocados dentro de sacos maiores de tecido
sintético com grande porosidade presos a uma pega de metal, com a fungdo de manter os
sacos na parte ventral do ramen, e fixados externamente com uma corda de nylon.

Ao final da incubacdo os saquinhos foram retirados do rumen, lavados em agua
corrente, submersos em solugdo salina 0,9% durante aproximadamente 10 minutos ¢ lavados
com agua destilada. O conteudo residual dos saquinhos contendo o mesmo tipo de amostra foi

misturado e processado como descrito na Figura 3.
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Residuo de incubagdo ruminal

, '

Pesar, em duplicata, Pesar aproximadamente 12g de residuo ruminal
aproximadamente 2 g de de cynodon ou azevém em erlenmeyer de 250 ml
residuo umido em cadinho de
porcelana \

Adicionar 240 ml de solucdo tampéo fosfato pH 6,8

Levar a estufa a A 4
110°C durante pelo Adicionar 1,2 mL de mercaptoetanol
menos 8 horas para

obtengao da MS

y

Submeter a 5 ciclos de sgnicagéo,
sob gelo, por 30

Filtrar, coletar e congelar o filtrado

Figura 3 - — Fluxograma do processo de extracao de enzimas

No dia seguinte ao processo de extracdo das enzimas foi realizada a incubacdo do
filtrado enzimatico com os substratos xilana (SIGMA — Xilano obtido de madeira de bétula)
ou CMC 2% (p/v) a diferentes pHs iniciais.

Os substratos foram solubilizados, com uso de aquecimento, em solugdo tampao
fosfato com pH modificado pela adi¢do de acidos minerais (composto por solugdo acida
contendo 0,5 M de cada: acido sulfurico, acido cloridrico e acido fosférico) ou de uma
solugdo de bicarbonato de so6dio a 10%. As quantidades adicionadas a solugdo tampao foram
as necessarias para que o pH do meio de reacdo enzima+substrato fosse de 5,5; 6,0; 6,5 ou
7,0.

Pipetou-se, em tubos de ensaio, 2 mL de enzima e 4 mL dos substratos, agitou-se em
vortex e o material foi incubado em banho-maria a 39° C por um periodo de 240 minutos em
um sistema de agita¢do lenta. Para cada amostra e valor de pH foram utilizadas 10 repeti¢cdes
de tubo. Incubou-se, também, 2 mL de enzima com 4 mL de solucdo tampao sem substrato
(controle 1) ou 2 mL de tampao, sem conter enzimas, com 4 mL dos substratos (controle 2),
ambas combinac¢des em triplicatas. Ao término da incubacao todos os tubos foram submetidos

a banho-maria em 4agua fervente, durante 6 minutos. O contetido dos tubos foram entdo
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armazenados em congelador para posterior determinacdo da concentragdo de aglicares
redutores pelo método DNS. A atividade relativa das enzimas foi expressa como nmol
acucares redutores liberados/g de MS residual/minuto de incubagdo, descontando-se a
concentracdo de acucares das amostras em branco (soma da concentragdo dos aglicares nos

controles 1 e 2).

4.4.2 Efeito dos agucares soluveis

Foram realizados dois ensaios seguindo os mesmos procedimentos de incubagdo
ruminal, extracdo enzimatica, incubagdo enzima:substrato e determinacdo da atividade
enzimatica descritos acima, exceto que os substratos foram diluidos em solu¢do tampao
fosfato pH 6,8 sem adicdo de glicose ou contendo 100, 200 ou 300 mg/dL de glicose. Os
tubos controle incluiram 2 mL de solugdo tampao sem glicose com 4 mL das solu¢des com
substratos (controle 1) ou 2 mL de extrato enzimatico com 4 mL de solugdo tampdo sem

glicose (controle 2).

4.5 Analise estatistica

Os resultados de atividade enzimatica nos diferentes métodos de extracdo da enzima
foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey. A
atividade média dos ensaios utilizando residuo fresco ou previamente congelado para extracdo
enzimatica foi comparada pelo teste “F”.

Para o ensaio metodologico que testou diferentes tempos de incubagdo os dados foram
submetidos a analise de variancia seguida pela analise de regressao, e a comparagdo entre 0s
substratos foi feita através do teste “F”.

Os dados de degradabilidade da MS ou FDN em diferentes pHs foram submetidos a
analise de variancia que incluiu os efeitos da espécie forrageira, do pH e das suas interagdes.
Adicionalmente, os efeitos do pH sobre a degradabilidade foram também analisados por
regressdo, separadamente por ensaio. Os dados de aderéncia microbiana foram analisados da

mesma forma.
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Os efeitos da concentracdo de acucares soluveis sobre a degradabilidade e a aderéncia
microbiana foram analisados por regressdo, considerando-se a concentragdo real de agtcares
no momento da incubacao.

Os dados de atividade enzimatica em diferentes pHs foram submetidos a analise de
variancia que incluiu os efeitos da espécie forrageira, do pH e das suas interacdes. Os efeitos
do pH para cada tipo de amostra foram também analisados por regressao. Os dados foram
analisados, separadamente, por ensaio.

No ensaio que testou a atividade de enzimas em diferentes concentragdes de aglicares
soluveis os resultados foram submetidos a andlise de varidncia que incluiu os efeitos da
espécie forrageira, da concentracdo de agucares soliiveis no meio ¢ das suas interagdes. O
efeito dos agticares para cada tipo de amostra foi também analisado por regressao.

Todas as andlises foram feitas utilizando-se o procedimento GLM do programa

estatistico SAS (2001).



5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo de metodologias para determinacéo da atividade enzimética microbiana

ruminal

5.1.1 Efeito do método de extracdo de enzimas e do congelamento

A atividade enzimatica de bactérias fibroliticas em residuos de amostras de forragem
incubadas no ramen e extraidas por diferentes tratamentos, submetidas ou ndo a congelamento
prévio sao apresentadas na Figura 4.

Houve interacdo entre método de extragdo e congelamento (P<0,01). No ensaio com
amostras de residuo ruminal congelado o método de extragdo de enzimas por sonicacdo
apresentou atividade inferior aos demais (P<0,01). Porém, com o uso de material fresco, a
menor atividade foi observada no material extraido com sonicagdo + lisozima (P<0,01). A
atividade mais alta foi obtida no material tratado somente com sonicagdo (P<0,01), mas que
ndo diferiu significativamente do tratamento controle ou somente lisozima, que resultaram em
atividade fibrolitica intermediaria.

O processamento das amostras frescas resultou numa maior atividade de enzimas,
quando comparadas aquelas processadas apos o congelamento (P>0,01). Enzimas
provenientes de residuo ruminal fresco apresentaram uma atividade em torno de quatro vezes

mais alta que a atividade de enzimas oriunda do material congelado.



39

Material fresco 4 Material congelado
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Figura 4 - Atividade enzimatica de bactérias fibroliticas ruminais, extraidas de residuo

nmol de glicose liberada/ g MS incubada/
minuto

ruminal fresco (n=74) ou congelado (n=64) pelos métodos de sonicacdo (S),
lisozima (L), sonicag@o + lisozima (SL) ou sem tratamento prévio - controle (C).
O desvio padrao ¢ representado por barras. Letras diferentes sobre as colunas
indicam que os métodos diferem entre si dentro dos ensaios pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

5.1.2 Efeito do tipo de substrato e tempo de incubacao

Os efeitos do tipo de substrato ¢ tempo de incubagdo sobre a atividade absoluta das
enzimas bacterianas ruminais sdo apresentados na Figura 5.

Tanto com o uso da CMC quanto da celulose como substrato enzimatico, a atividade
absoluta aumentou linearmente (P<0,01) com o tempo de incubagdo. No entanto, enzimas
incubadas com CMC liberaram maiores quantidades de aglicares redutores quando
comparadas as incubadas com celulose (P<0,01).

A atividade enzimatica relativa, de outro modo, diminuiu exponencialmente com o
aumento do tempo de incubagdo (P<0,01). Essa redugdo ocorreu a taxas mais altas nos
primeiros minutos de incubagdo e teve uma tendéncia a se estabilizar a partir de 240 minutos

(Figura 6).
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Figura 5 - Atividade

enzimatica absoluta de bactérias ruminais utilizando celulose (n=70) ou

carboximetilcelulose (n=70) como substrato, aos 15, 30, 60, 120, 240 ¢ 360

minutos de incuba¢do de enzima:substrato. As barras representam o desvio

padrdo das médias. Probabilidade da andlise de regressdao: CMC e celulose,

efeito linear (P<0,01)
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Figura 6 - Atividade

enzimatica relativa de bactérias ruminais utilizando celulose (n=70) ou

carboximetilcelulose (n=70) como substrato, aos 15, 30, 60, 120, 240 e 360 minutos

de incubacdo de enzima:substrato. As barras representam o desvio padrdo das

médias. OBS: O valor de R? foi obtido pela analise de regressdo linear do logaritmo
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(base 10) dos valores de atividade. Probabilidade da andlise de regressdo: CMC e
celulose (P<0,01).

5.2 Aderéncia bacteriana ruminal

5.2.1 Efeito do pH

Na Figura 7 sdo apresentados os dados de aderéncia bacteriana em amostras de residuo
de cynodon e azevém incubados in vitro a diferentes pHs iniciais por 24horas obtidos no
ensaio 1 (i.e. estimado pelas purinas). Houve interacdo entre amostra e pH (P<0,01). Para
amostras de azevém o pH ndo exerceu efeito sobre a aderéncia bacteriana mas a adesao foi
afetada pela alteragdo do pH (P<0,01) nas amostras de cynodon. No entanto, esse efeito ndo
se ajustou aos modelos de regressdo linear ou quadratico. Os dados de aderéncia bacteriana
em amostras de azevém e cynodon a diferentes pHs, estimados pelo teor de P no residuo,
calculados sem correg@o (ensaio 2) e com correcdo (ensaio 3) para o P insoluvel da forragem,

sdo apresentados nas Figuras 8 e 9, respectivamente.
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Figura 7 - Aderéncia microbiana (purinas) sobre o residuo de cynodon (n=30) e azevém

(n=30) incubados durante 24 horas a diferentes pHs (ensaio 1). Probabilidade da
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analise de regressdo: ndo significativa. As barras representam o desvio padrao

das médias.
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Figura 8 - Aderéncia microbiana (fosforo) sobre o residuo de cynodon (n=28) e azevém
(n=32) incubados durante 24 horas a diferentes pHs (ensaio 2), sem corregdo
para o teor de P insoluvel das forragens. Probabilidade da andlise de regressao:
azevém e cynodon, efeito linear (P<0,01). As barras representam o desvio

padrao das médias.

Em ambos os ensaios o aumento do pH exerceu um efeito linear e positivo sobre a
aderéncia (P<0,01), e ndo houve interagdo entre amostra e pH.

Porém, no ensaio em que a adesdo bacteriana ndo foi corrigida para o teor de P contido
no material apds processamento com solucdo em detergente neutro, a aderéncia foi maior nas
amostras de cynodon em relacdo as amostras de azevém (P<0,05). Com a corregdo, as
amostras de azevém apresentaram maior quantidade de P aderido (P<0,01) em comparagdo as
amostras de cynodon.

A degradabilidade da MS aumentou linearmente com o aumento do pH do meio de
incubacdo (P<0,01), nos ensaios 1 e 2 (Figuras 10 e 11, respectivamente). Em ambos os
ensaios a degradacdo média da MS do azevém foi maior que a degradagdo do cynodon
(P<0,01).
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O aumento do pH do meio exerceu um efeito linear e positivo sobre a degradacdo da
FDN (ensaio 3) (P<0,01). Contudo, este efeito foi mais evidente nas amostras de azevém que
nas amostras de cynodon e a degradacdo da FDN do azevém foi mais alta que do cynodon

(P<0,01) (Figura 12).
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Figura 9 - Aderéncia microbiana corrigida (fosforo) sobre o residuo de cynodon (n=32) e
azevém (n=32) incubados durante 24 horas a diferentes pHs (ensaio 3). Corre¢do
para o teor de P insoluvel das forragens apos a fermentag@o. Probabilidade da
andlise de regressdo: azevém e cynodon, efeito linear (P<0,01). As barras

representam o desvio padrao das médias.
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Figura 10 - Degradabilidade da MS em amostras de azevém (n=32) e cynodon (n=32) apods 24

horas de fermentacdo a diferentes pHs (ensaio 1). Probabilidade da analise de

regressdo: azevém e cynodon, efeito linear (P<0,01). As barras representam o

desvio padrao das médias.
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Figura 11 - Degradabilidade da MS em amostras de azevém (n=32) e cynodon (n=32) apos 24

horas de fermentacdo a diferentes pHs (ensaio 2). Probabilidade da analise de

regressdo: azevém e cynodon, efeito linear (P<0,01). As barras representam o

desvio padrao das médias.
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Figura 12 - Degradabilidade da FDN em amostras de azevém (n=32) e cynodon (n=32) apos

24 horas de fermentacdo a diferentes pHs (ensaio 3). Probabilidade da analise de

regressdo: azevém e cynodon, efeito linear (P<0,01). As barras representam o

desvio padrao das médias.

5.2.2 Efeito dos agucares soluveis

A aderéncia microbiana as particulas de forragem diminuiu linearmente com o

aumento da concentracdo inicial de agucares soliveis no meio de fermentagdo (P<0,01), tanto

para amostras de cynodon (Figura 13) como para amostras de azevém (Figura 14).

O aumento na concentragdo de aglicares soliveis no meio de incubagdo, ao inicio da

fermentagdo, ndo influenciou a digestibilidade da FDN de amostras de cynodon (Figura 15) e

azevém (Figura 16).
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Figura 13 - Aderéncia bacteriana (fosforo) sobre o residuo de cynodon (n=63) incubado

durante 24 horas com diferentes concentragdes iniciais de glicose. Probabilidade

da andlise de regressao: efeito linear (P<0,01).
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Figura 14 - Aderéncia bacteriana (fosforo) sobre o residuo de azevém (n=63) incubado

durante 24 horas com diferentes concentragdes iniciais de glicose. Probabilidade

da analise de regressdo: efeito linear (P<0,01).



47

35.0
30.0 ¢ N
—~ &
S 250 08 ¢ s 3 : :
z ®0r} 3 AR g °
T ® $ 8
G 200 ° & o
g ; ® ® ®
o]
g 150 | ¢ © 4 g
3 8
S ®
g 100 -
5.0 4
0.0 T T T 1
0 100 200 300 400
mg de agUcares soltveis/ dL

Figura 15 —

Degradabilidade da FDN em amostras de cynodon (n=77) apds 24 horas de
fermentagdo a diferentes concentragdes iniciais de agucares solaveis.

Probabilidade da andlise de regressdo: ndo significativo (P>0,05).
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Figura 16 -

Degradabilidade da FDN em amostras de azevém (n=77) ap6s 24 horas de
fermentagdo a diferentes concentragdes iniciais de agucares soluveis.

Probabilidade da andlise de regressdo: ndo significativo (P>0,05).
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5.3 Atividade de enzimas fibroliticas bacterianas

5.3.1 Efeito do pH

No primeiro ensaio, o pH exerceu um efeito quadratico sobre a atividade de enzimas
fibroliticas extraidas de residuo de azevém, incubadas tanto com xilana como com CMC
(P<0,01) (Figura 17).

Com o aumento do pH a atividade de enzimas bacterianas extraidas de residuo de
cynodon apresentou variacdo linearmente negativa quando incubadas com xilana (P<0,01), e
variagdo quadratica quando incubadas com CMC (P<0,01) (Figura 18). Para ambas enzimas e
ambos substratos, maiores valores de atividade enzimatica foram observados na faixa de pH

6,0.
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Figura 17 - Atividade fibrolitica de enzimas bacterianas (nmol de aglcares redutores
liberados/g de MS/minuto) extraidas de residuo ruminal de azevém, incubadas a
diferentes pHs com xilana (n=40) ou Carboximetilcelulose (n=40) (1° ensaio).
Probabilidade da analise de regressdo: xilana, efeito quadratico (P<0,01); CMC,

efeito quadratico(P<0,01). As barras representam o desvio padrao das médias.



49

=B =Xilana —#— Carboximetilcelulose

8000 - - 1200

7000 - - 1000
(<5}
6000 - 8
- 800 =
o 5000 - é
IS | | @
Z 4000 600 >E_<
o
3000 - 400 %
2000 - ©

1000 - - 200

0 T 0
55 6 6,5 7
pH

Figura 18 — Atividade fibrolitica de enzimas bacterianas (nmol de agucares redutores
liberados/g de MS/minuto) extraidas de residuo ruminal de cynodon, incubadas a
diferentes pHs com xilana (n=40) ou Carboximetilcelulose (n=40) (1° ensaio).
Probabilidade da analise de regressdo: xilana, efeito linear (P<0,01); CMC,

efeito quadratico(P<0,01). As barras representam o desvio padrao das médias.

No segundo ensaio, observou-se um efeito quadratico do pH sobre a atividade de
enzimas bacterianas extraidas de residuo de azevém incubadas com xilana (P<0,01) (Figura
19). Nas enzimas incubadas com CMC, foi observado efeito do pH sobre a atividade
enzimatica (P<0,01), no entanto esse efeito ndo se ajustou aos modelos de regressao linear ou
quadratico.

A atividade de enzimas bacterianas extraidas de cynodon, no segundo ensaio,
apresentaram uma variacdo quadratica em resposta a alteracdo do pH do meio de incubacao
(P<0,01) (Figura 20). O pico da atividade foi observado em pH 6,0, diminuindo
gradativamente até pH 7,0. Este efeito foi observado em enzimas incubadas com xilana e
CMC.

Na figura 21 ¢ apresentada a média da atividade de enzimas bacterianas extraidas de
residuo de azevém ou cynodon nos dois ensaios testando pH. Observou-se que a atividade de
enzimas bacterianas extraidas de residuo de azevém foi maior que a atividade de enzimas

extraidas de residuo de cynodon (P<0,01).
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Figura 19 - Atividade fibrolitica de enzimas bacterianas (nmol de aglcares redutores
liberados/g de MS/minuto) extraidas de residuo ruminal de azevém, incubadas a
diferentes pHs com xilana (n=40) ou Carboximetilcelulose (n=40) (2° ensaio).
Probabilidade da analise de regressdo: xilana, efeito quadratico(P<0,01). As

barras representam o desvio padrdo das médias.
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Figura 20 - Atividade fibrolitica de enzimas bacterianas (nmol de aglcares redutores
liberados/g de MS/minuto) extraidas de residuo ruminal de cynodon, incubadas a

diferentes pHs com xilana (n=40) ou Carboximetilcelulose (n=40) (2° ensaio).
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Probabilidade da analise de regressdo: xilana, efeito quadratico (P<0,01); CMC,

efeito quadratico(P<0,01). As barras representam o desvio padrao das médias.

7000 -
a
[%2}
£8 6000 -
22 b
3E 5000 -
2
8= 4000 -
=
C o
S o 3000 - B
[SUR)
© O
LT 2000 -
—
o
g2 1000 A
- y.
O A T 1
Azevém Cynodon
Enzima

Figura 21 - Atividade fibrolitica média de enzimas bacterianas extraidas de residuo ruminal de
cynodon (n=159) ou azevém (n=169) incubadas a diferentes pHs. Letras
diferentes sobre as colunas indicam que as enzimas diferem entre si pelo teste F

a 5% de probabilidade. As barras representam o desvio padrdo das médias.

5.3.2 Efeito dos agucares soluveis

No primeiro ensaio, a atividade enzimatica de bactérias ruminais extraidas de residuo
de azevém, incubadas com xilana ou CMC apresentou variacdo quadratica em resposta a
inclusdo de niveis crescentes de glicose ao substrato (P<0,01). O pico de atividade, para
ambos substratos, foi observado com a inclusdo de 200 mg de glicose/dL. de substrato,
diminuindo bruscamente com a adi¢do de 300 mg/dL (Figura 22).

Avaliando-se a atividade de enzimas extraidas de residuo de cynodon, o efeito da
inclusdo de glicose ao substrato foi quadratico para ambos os substratos (P<0,01) e o pico da
atividade também ocorreu com a inclusdo de 200 mg de glicose/ dL de substrato(Figura 23).
A atividade das enzimas incubadas com xilana reduziu bruscamente no maior nivel de
inclusdo de glicose. No entanto, para enzimas incubadas com CMC a atividade pareceu se

estabilizar quando se adicionou 300 mg de glicose/ dL. de substrato.
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Figura 22 - Atividade fibrolitica de enzimas bacterianas (nmol de agucares redutores

liberados/g de MS/minuto) extraidas de residuo ruminal de azevém, incubadas

com xilana (n=39) ou Carboximetilcelulose (n=40) adicionando-se diferentes

concentragdes de glicose ao substrato (1° ensaio). Probabilidade da analise de

regressdo: xilana, efeito quadratico (P<0,01); CMC, efeito quadratico(P<0,01).

As barras representam o desvio padrao das médias.
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Figura 23 - Atividade fibrolitica de enzimas bacterianas (nmol de
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concentracdes de glicose ao substrato (1° ensaio). Probabilidade da analise de

regressdo: xilana, efeito quadratico (P<0,01); CMC, efeito quadratico(P<0,01).

As barras representam o desvio padrao das médias.

O segundo ensaio realizado para determinagdo da atividade enzimatica com uso de

diferentes concentracdes de agiicares mostrou que enzimas bacterianas extraidas de residuo de

azevém apresentaram variacdo quadratica com o aumento da concentracdo de acglcares no

meio, para o uso de ambos os substratos (P<0,01) (Figura 24). A atividade foi mais alta

quando se adicionou 200 mg de glicose/dL de substrato.

O aumento da concentracdo de agucares no meio exerceu um efeito quadratico sobre a

atividade de enzimas bacterianas extraidas de residuo de cynodon incubadas com CMC

(P<0,05), no entanto, para enzimas incubadas com xilana o efeito foi linear (P<0,01) (Figura

25).

16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

Xilana

=8 =Xilana —&— Carboximetilcelulose

r 16000
- 14000
- 12000
- 10000
- 8000
- 6000

Carboximetilcelulose

- 4000
- 2000

100 200 300
Glicose (mg/dL)

Figura 24 - Atividade fibrolitica de enzimas bacterianas (nmol de aglcares redutores

liberados/g de MS/minuto) extraidas de residuo ruminal de azevém,

incubadas

com xilana (n=32) ou Carboximetilcelulose (n=40) adicionando-se diferentes

concentracdes de glicose ao substrato (2° ensaio). Probabilidade da analise de

regressdo: xilana, efeito quadratico (P<0,01); CMC, efeito quadratico(P<0,01).

As barras representam o desvio padrao das médias.



54

16000

12000
10000

Xilana

8000
6000
4000
2000

14000

= B8 =Xilana —#— Carboximetilcelulose

R?=0,65

0 100 200 300
Glicose (mg/dL

7000

6000

5000

4000

3000

2000

Carboximetilcelulose

1000

Figura 25 - Atividade fibrolitica de enzimas bacterianas (nmol de

agucares redutores

liberados/g de MS/minuto) extraidas de residuo ruminal de cynodon, incubadas

com xilana (n=32) ou Carboximetilcelulose (n=40) adicionando-se diferentes

concentragdes de glicose ao substrato (2° ensaio).Probabilidade da analise de

regressdo: xilana, efeito linear (P<0,01); CMC, efeito quadratico(P<0,05). As

barras representam o desvio padrdo das médias.

Na figura 26 ¢ apresentada a média da atividade de enzimas bacterianas extraidas de

residuo de azevém ou cynodon nos dois ensaios a diferentes concentragcdes de agucares.

Similarmente aos resultados encontrados nos ensaios de pH, observou-se que a atividade de

enzimas bacterianas extraidas de residuo de azevém foi maior que a atividade de enzimas

extraidas de residuo de cynodon (P<0,01).
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Figura 26 - Atividade fibrolitica média de enzimas bacterianas extraidas de residuo ruminal de
cynodon (n=152) ou azevém (n=151) incubadas com diferentes concentragdes de
glicose. Letras diferentes sobre as colunas indicam que as enzimas diferem entre

si pelo teste F a 5% de probabilidade. As barras representam o desvio padrio.



6 DISCUSSAO

6.1 Metodologias

6.1.1 Efeito do método de extracdo e do congelamento sobre a atividade enzimatica

Comparado ao uso de residuo fresco, a extragdo em residuo armazenado em
congelador reduziu consideravelmente a atividade enzimatica bacteriana. Hristov et al (1999),
ja haviam observado que no método de extracdo de enzimas por lisozima, o congelamento
inativou em 22% e 52% a atividade da amilase e xilanase respectivamente, quando comparada
a atividade destas enzimas no fluido ruminal fresco. Essa redu¢do na atividade enzimatica
proveniente de material congelado pode ocorrer devido a oxidagdo que estas enzimas sofrem
durante o periodo de congelamento.

No presente estudo, nenhuma das metodologias testadas para extrair as enzimas do
residuo de incubagdo fresco foi claramente mais eficiente que o tratamento controle (sem
tratamento). O tratamento somente com sonicacdo, no entanto, tendeu a ser mais eficiente ¢
mais preciso que os demais métodos. Estes resultados divergem dos encontrados por Silva et
al. (1987). Eles testaram as atividades da carboximetilcelulase e da glutamato desidrogenase e
verificaram que enzimas extraidas por lisozima apresentaram maior atividade em relacdo as
enzimas extraidas por sonicagdo. Hristov et al (1999) também observaram que a atividade de
enzimas extraidas com uso de lisozima apresentaram atividades mais altas quando
comparadas a extragdo por sonicacao, lisozima + EDTA ou controle (sem tratamento prévio),
utilizando amostras frescas.

A explicacdo para a discrepancia de resultados entre o presente estudo e os demais ndo
¢ clara. Entretanto, no presente estudo, em funcdo da sua alta toxicidade, foi excluido o uso de
tetracloreto de carbono na solucdo utilizada durante o processo de extragdo com lisozima.
Adicionalmente, enquanto nos estudos de Silva e Hristov ndo utilizaram antioxidante no
processo de extracdo, no presente estudo foi utilizado mercaptoetanol durante a extragdo

enzimatica, tanto por lisozima quanto por sonicagao.
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6.1.2 Efeito do tipo de substrato e tempo de incubagdo sobre a atividade enzimatica

A hidrdlise enzimatica do polissacarideo depende da interacdo da enzima com o
substrato em solu¢ao aquosa. Desse modo, em ensaios in vitro a solubilidade do substrato
interfere na medida da atividade enzimatica das bactérias ruminais. Substratos insoluveis
como celulose sdo pouco hidrolisados e, como verificado no presente estudo, sao inadequados
para uso nesta técnica. Por outro lado CMC e, principalmente xilana, sdo altamente soluveis e
rapidamente hidrolisados pelos extratos enzimaticos.

Nao existe uma metodologia padrdo descrita na literatura e varios métodos tem sido
utilizados para medir, assim como para expressar a atividade de enzimas bacterianas ruminais.
Isto, muitas vezes, dificulta a comparag@o de resultados. Por exemplo, a forma mais comum
de expressdo da atividade enzimatica verificada na literatura ¢ a relativa ao tempo de
incubagdo (SILVA et al., 1987; MARTIN; MICHALET-DOREAU 1995; HUHTANEN, P., et
al, 1998; HRISTOV, et al 1999; MICHALET-DOREAU et al., 2001; MORGAVI, et al 2004).
No entanto, Hristov (1999), por exemplo, incubaram a enzima com o substrato durante 120
minutos, Michalet-Doreau et al. (2001); Martin e Michalet-Doreau (1995) utilizaram 60
minutos de incubagdo e Piwonka; Firkins (1993) procederam incubagdo durante 30 minutos.
Foi observado no presente estudo que tanto a atividade absoluta quanto a relativa das enzimas
bacterianas variam com o tempo, e que esta Ultima tende a estabilizar somente apos 240

minutos de incubagdo.

6.1.3 Métodos para estimar aderéncia bacteriana ruminal

Quando a adesdo microbiana foi estimada pelo método das purinas, os resultados
apresentaram alta variabilidade e ndo foi possivel detectar um efeito claro do pH. Kozloski et
al. (2008), que usaram um método gravimétrico, também néo observaram efeito de pH sobre a
adesdo bacteriana sobre amostras de gramineas forrageiras.

A estimativa da aderéncia pelo P, por outro lado, foi mais precisa e permitiu verificar
claramente o efeito de pH no presente estudo. Essa diferenca nos resultados entre
metodologias pode ser a atribuida a maior complexidade na determinagdo de purinas em

relacdo a determinacdo de P. A primeira apresenta diversos procedimentos e centrifugagdes e
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realizados por etapas, com maiores chances de ocorrer variacdes nos resultados, enquanto a
analise de P ¢ realizada por metodologia mais simples. A determinacdo do P ¢ mais rapida,
menos trabalhosa e mais precisa, o que pode aumentar a confiabilidade deste método para a
estimativa da aderéncia em relagdo a analise de purinas.

Adicionalmente, no ensaio em que o teor de P ndo foi corrigido para o teor de P
insoluvel apds o processo de fermentagdo (ensaio 2), a adesdo bacteriana as particulas foi
maior para amostras de cynodon. Porém, quando o P microbiano aderido foi corrigido para o
P insoluvel (ensaio 3), a aderéncia foi maior em amostras de azevém. Entdo para que método
de estimativa da adesdo por P apresente maior acurdcea, o P microbiano deve ser corrigido

para a fragdo do P insoluvel da amostra.

6.2 Degradabilidade, aderéncia bacteriana e atividade enzimatica

6.2.1 Efeito do pH

No presente estudo, a degradacdo da forragem foi claramente prejudicada pela redugéo
do pH do meio de incubacgdo, e isso teve uma relagdo direta com a aderéncia bacteriana as
particulas, demonstrando que o processo de adesdo tem um papel fundamental na degradacgao
da fibra. De outra forma, o efeito do pH sobre a atividade enzimatica fibrolitica nao
apresentou relacdo com a degradabilidade da forragem. Estes resultados indicam que a
degradabilidade da forragem depende mais da aderéncia e colonizagdo do que da atividade
especifica de enzimas bacterianas.

Rasmussen et al. (1989) ndo observaram efeitos da mudanga do pH entre 6,0 e 8,0
sobre a aderéncia bacteriana. No entanto, Russell ¢ Wilson (1996) ja haviam relatado o efeito
negativo que a reducdo do pH ruminal exerce sobre a atividade microbiana celulolitica e
Mould et al.(1983) verificaram que a celuldlise ruminal in vivo foi totalmente inibida quando
o pH ficou abaixo de 6,0. Mourifio et al. (2001) também demonstraram que em valores de pH
abaixo de 5,4, a digestdo de celulose ¢ inibida, coincidindo com a lise ou descolamento de

células microbianas aderidas as fibras ndo digeridas. Entretanto, com a queda do pH a valores
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abaixo de 6,0, as bactérias celuloliticas aderentes param de crescer, mas a hidrolise da
celulose por enzimas celulares aderidas continua.

A queda do pH pode exercer este efeito sobre a aderéncia bacteriana as particulas de
alimento, provavelmente por afetar negativamente as interacdes idnicas, hidrofobicas e forcas
de Van Der Walls existentes entre a superficie externa da bactéria e a superficie do alimento
(McALLISTER et al., 1994). Outra possivel explicagdo para este efeito, segundo McBurney
et al. (1986), citado por Huhtanen e Khalili (1992), ¢ que em baixo pH ruminal, ions
hidrogénios deslocam cétions ligados a fibra, reduzindo o niimero de sitios disponiveis para a
adesdo.

Com base nos resultados de degradabilidade e aderéncia, esperava-se que com o
aumento do pH de 5,5 para 7,0 a atividades enzimatica fibrolitica também fosse incrementada.
No entanto, diferente do esperado, em vez de aumentar, a atividade xilanasica e
CMCelulésica tendeu a ser maxima em pH 6,0 e diminuiu com o aumento do pH de 6,0 para
7,0. Entretanto, Russell e Wilson (1988) e Russell e Wilson (1996) relataram que celulases
geralmente apresentam um baixo pH 6timo, em torno de 5,5. Morgavi et al. (2000)
observaram que a celulase expressou sua atividade maxima em pH 6,0, e que a atividade da
xilanase foi mais alta em pH entre 6,0 e 6,5. Ao incubarem enzimas microbianas do rimen
com silagem, a maxima hidrolise do substrato foi obtida em pH 6,0 e como observado
também para celulase, a atividade decresceu rapidamente em pH mais baixo.

McAllister et al. (1994), afirma que fatores relacionados ao substrato, como grau de
lignificacdo e protecdo da cuticula formam uma barreira a adesdo e degradagdo. Paciullo
(2002) observa que caracteristicas comuns as gramineas tropicais, como o alto teor de lignina
e a elevada espessura da parede celular, aliado a sua estrutura anatomo histoldgica, inibem a
aderéncia e a acessibilidade dos microorganismos ruminais as particulas do alimento e,
consequentemente, a degradacdo da forrageira. Como também observado por Kozloski et al.
(2008), tanto a colonizag¢do microbiana quanto a degradag¢do foram mais altos nas amostras de
azevém do que nas de cynodon. Os resultados de degradacdo das diferentes forrageiras
confirmam a qualidade apresentada por forrageiras temperadas em relacdo as tropicais (VAN

SOEST, 1994).

6.2.2 Efeito da concentragao de agucares soluveis
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Estudos ja mostraram que a suplementagdo com carboidratos prontamente
fermentaveis deprimem a digestibilidade da fibra no ramen (MERTENS; LOFTEN, 1980;
GOESTCH et al. 1991; PATERSON et al, 1994; PIWONKA; FIRKINS, 1996).
Suplementacdo de dietas a base de forragem com carboidratos ndo fibrosos usualmente
reduzem o pH ruminal e a digestdo da fibra (HADDAD; GRANT, 2000).Tradicionalmente, o
efeito depressivo na digestao da fibra tém sido atribuido a reducdo do pH. No entanto, Khalili
e Huhtanen (1991) e Piwonka e Firkins (1993) observaram a existéncia de um efeito negativo
sobre a digestdo da fibra independente do pH. No presente estudo, para testar este efeito sem
confundir com o efeito de pH , utilizou-se um tampao concentrado no processo de
fermentacao in vitro. Esta metodologia proposta por Piwonka e Firkins (1996) manteve o pH
do meio de fermenta¢do em torno de pH 7,0 ao longo das 24 horas de incubagdo. Logo, os
efeitos observados neste estudo podem ser atribuidos somente a adi¢do de glicose ao meio de
fermentacao.

O aumento na concentra¢do de agucares soliveis no meio disponibiliza carboidratos
prontamente fermentaveis as células bacterianas ruminais, suprem a necessidade energética
destes microorganismos € com isso podem reduzir a aderéncia de bactérias as particulas de
alimento. Apesar de ter apresentado um baixo coeficiente de determinacdo, o aumento da
concentracdo inicial de aglicares no meio de incubagdo exerceu um efeito negativo sobre a
adesdo bacteriana sem afetar, no entanto, a degradacdo da FDN. Rasmussen et al. (1989), no
entanto, ndo verificaram efeito da presenca de carboidratos soluveis (celobiose ou glicose)
sobre a adesdo microbiana a celulose.

Em estudo in vitro Piwonka e Firkins (1993) adicionaram diferentes concentragdes de
glicose no meio de fermentagéo in vitro e concluiram que a taxa de digestdo da FDN diminuiu
com a presenga de glicose, aparentemente por reduzir a colonizagdo microbiana sobre a fibra.
Mais tarde Piwonka e Firkins (1996) atribuiram este efeito negativo sobre a degradacdo da
fibra a producdo de proteinas, pelas bactérias que usam agucares soluveis, que inibem o
crescimento daquelas que degradam fibra. Miron et al. (1990), constataram que a taxa de
digestdo da FDN por culturas mistas e a adesdo de culturas celuloliticas puras a FDN
diminuiram quando celobiose foi adicionada ao meio. Por outro lado, Morris, (1988) observou
que a presenca de glicose e celobiose estimularam a aderéncia microbiana a celulose.

No presente estudo, ao final da incubagdo a concentracdo de actcares soluveis nos
diferentes tratamentos foi semelhante a concentracdo de agucares nos frascos que,
inicialmente, ndo receberam adigdo de glicose. Isto indica que a glicose adicionada ao meio

de incubacdo foi consumida pelas bactérias ao longo do processo de fermentagdo. Bactérias
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celuloliticas utilizam primeiramente aglicares soluveis antes de iniciar a degradacdo da parede
celular dos carboidratos (Mertens, 1977; Huhtanen; Khalili, 1992). No presente estudo nado foi
medido a taxa de desaparecimento da glicose do meio ao longo da incubagdo. E possivel que
as bactérias tenham consumido inicialmente os aglicares prontamente disponiveis retardando
momentaneamente a necessidade de aderéncia e colonizagdo da forragem. Posteriormente, no
entanto, este efeito negativo na aderéncia foi compensado parcialmente pelo rapido
crescimento inicial das populagdes bacterianas ndo aderidas favorecendo o processo de
colonizagdo das particulas de forragem num momento posterior. Em outros termos, ¢ possivel
que a presenca de maior concentragdo de agucares tenha aumentado tanto o lag time quanto a
taxa de colonizagdo. Para testar estas hipoteses, novos ensaios deveriam ser conduzidos
utilizando uma metodologia que, por um lado, mantenham constante a concentracdo dos
aclcares no meio ao longo de todo o tempo de incubagdo e/ou, por outro, incluam medidas a
varios tempos de incubagdo e ndo somente ap6s 24 horas como no presente estudo.

Huhtanen e Khalili (1992) observaram in vivo que a suplementagdo com sacarose
diminuiu a atividade xilanasica e carboximetilcelulasica no conteudo ruminal. Eles
associaram este efeito a reducdo tanto da adesdo de microorganismos fibroliticos as particulas
de alimento quanto a reducdo na sintese de enzimas extracelulares pelas bactérias aderidas. Os
autores também observaram correlacdo positiva entre a atividade de enzimas microbianas
aderidas com a digestibilidade da celulose e hemicelulose, com o desaparecimento da FDN e
com a taxa de digestdo da FDN. Groleau ¢ Forsberg (1981) observaram que Bacteroides
succinogenes  cultivada em meio contendo  celulose  apresentou  atividade
carboximetilcelulasica em torno de sete vezes maior que a atividade das bactérias que
cresceram em meio de cultura com glicose ou celobiose.

No presente estudo foi testado a atividade de enzimas bacterianas ruminais
provenientes de um animal alimentado a base de volumoso, em que somente o meio de reagdo
enzimatica foi alterado. Em geral foi observado que o aumento na concentracdo de glicose no
meio de reacdo inicialmente estimula a atividade fibrolitica, a qual ¢ afetada negativamente a
altas concentragdes (acima de200 mg/dl). Observa-se adicionalmente, que este efeito ndo ¢
similar sobre a xilanase e sobre a carboximetilcelulase. Estes resultados indicam que os
acucares podem afetar alostericamente estas enzimas e que este efeito alostérico pode ser
positivo ou negativo (LEHNINGER et al., 2004). Nao foi encontrado na literatura, no entanto,

estudos que tenham isolado e identificado a estrutura e/ou a cinética destas enzimas.



7 CONCLUSOES

A aderéncia bacteriana as particulas de forragem foi diretamente relacionada com o
pH e inversamente relacionada com a concentragdo de aglicares soliveis no meio de
incubacdo. Estes efeitos, contudo, foram menos evidentes sobre a atividade enzimatica

fibrolitica.
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ANEXO A - Solugéo tampao fosfato

Foi pesado, separadamente, em balanga de precisao:

- 25,2g de Fosfato de Potassio Dibasico Anidro (K,HPOy);

- 20g de Fosfato de Fotassio Monobasico (KH,POy);

- 2,6g de Cloreto de Sodio (NaCl);

- 0,180g de Cloreto de Calcio (CaCly);

- 0,360g de Sulfato de magnésio monohidratado (MgSO4— H,0)

Cada um dos reagentes foi diluido em, aproximadamente, 200 ml de dgua destilada,
apos a diluicdo os reagentes foram misturados, e foi completado o volume total de 4 litros

com agua destilada.
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ANEXO B - Solugao de 3,5-dinitro-salicilato (DNS 1%)

Para o preparo dessa solucdo era dissolvido com aquecimento:

- 5 gramas do acido 3,5-dinitro-salicilico em 100 ml de NaOH 2N

-150 gramas de tartarato duplo de s6dio e potassio em 250 ml de agua destilada.

Estas duas solugdes eram entdo misturadas e transferidas para um baldo volumétrico

de 500ml, ajustando-se o volume com agua destilada.



ANEXO C - Composi¢do da solugdo tamponante1

Composicdo do Meio

Ingredientes: Mililitro/Litro
Agua destilada 520,30
Sol. Tampao 208,10
Sol. Macrominerais 208,10
Sol. Microminerais 0,11
Sol. Rezasurim 1,00
Meio B 62,40
Total 1000

Solucdo Tampao

Reagentes Gramas/Litro
NH4HCO3 2,88
NaHCO3 35,0

Solucdo de Macrominerais

Reagentes Gramas/Litro
Na2HPO4 9,45
KH2PO4 3,32
MgS04 7 H20 0,60

Solucéo de Microminerais

Reagentes Gramas/Litro
CaCL2.2H20 132,00
MnCI2.4H20 100,00
CoCl12.6H20 10,00
FeCL3.6H20 80,00
Meio B
Reagentes Quantidade/1000mL
Cysteine HCI (gramas) 6,25
Agua destilada (mL) 950
NaOH 1M (mL) 40
Na28S (gramas) 6,25

Solucéo de rezasurina

Reagentes g/l

Rezasurina 1,0

! Adaptado de Dryhurst & Wood (1998), proposto por Harter (2009)
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ANEXO D — Solugdo complexante

Pesar:

- 3,8 g de molibidato de amoénio ((NH4) 6Mo; O,4 4H,0)
- 5 g acido borico (H3BOs)

Diluir, adicionar 70,7 ml acido cloridrico concentrado (HCI) e completar volume de 1

litro com agua destilada



ANEXO E — Solucao redutora

Pesar:
- 0,25 g acido amino - naftol — sulfénico (NH,C;(Hs(OH)SO;H)
- 0,50 g sulfito de sodio (Na,SO3)

- 14,6 g de metabissulfito de s6dio (Na,S,05)

Diluir e completar volume de 100 ml com 4gua destilada
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ANEXO F - Composicdo da solucao tamponante2

Composi¢éo do Meio

Adaptado

Ingredientes: Mililitro/Litro
Agua destilada 520,30
Sol. Tampao 208,10
Sol. Macrominerais 208,10
Sol. Microminerais 0,11
Sol. Rezasurim 1,00
Meio B 62,40
Total 1000
Solucdo Tampao
Reagentes Gramas/Litro
NH4HCO3 2,88
NaHCO3 87,5
Solucéo de Macrominerais
Reagentes Gramas/Litro
Na2HPO4 23,63
K2HPO4 8,29
MgS04 7 H20 1,50
Solugéo de Microminerais
Reagentes Gramas/Litro
CaCL2.2H20 132,00
MnCI2.4H20 100,00
CoCl12.6H20 10,00
FeCL3.6H20 80,00
Meio B
Reagentes Quantidade/L
Cysteine HCI (Quilograma) 0,00625
Agua destilada (Litro) 0,95
NaOH 1M (Litro) 0,04
Na28S (Quilograma) 0,00625
Solucéo de rezasurina

Reagentes g/L
Rezasurina 1,0

de Hérter (2009) e Piwonka;

Firkins
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Apéndice A - Aderéncia bacteriana (mg de purina/g de MS incubada ou mg de P/g de MS
incubada) e degradabilidade de gramineas forrageiras (degradabilidade MS ou

FDN).incubadas a diferentes pHs, nos 3 ensaios.

degradabilidade Ms M9 purina/g MS

Ensaio Amostra pH incubada
1 Cynodon 7,0 422 0,748
1 Cynodon 7,0 433 0,288
1 Cynodon 7,0 423 0,225
1 Cynodon 7,0 399 0,319
1 Cynodon 6,5 35,1 0,533
1 Cynodon 6,5 35,0 0,636
1 Cynodon 6,5 39,4 0,567
1 Cynodon 6,5 37,0 0,552
1 Cynodon 6,0 30,7 0,486
1 Cynodon 6,0 29,9 0,472
1 Cynodon 6,0 32,0 0,755
1 Cynodon 6,0 323 0,669
1 Cynodon 5,5 28,8 0,483
1 Cynodon 5,5 29,8 0,613
1 Cynodon 5,5 30,1 0,411
1 Cynodon 5,5 27,7 0,358
1 Azevém 7,0 59,3 0,247
1 Azevém 7,0 64,1 0,533
1 Azevém 7,0 59,9 0,828
1 Azevém 7,0 56,0 0,691
1 Azevém 6,5 57,8 0,647
1 Azevém 6,5 60,9 0,675
1 Azevém 6,5 61,0 0,724
1 Azevém 6,5 69,9 0,745
1 Azevém 6,0 51,9 0,496
1 Azevém 6,0 48,4 0,210
1 Azevém 6,0 46,1 0,099
1 Azevém 6,0 44,9 0,717
1 Azevém 5,5 45,2 0,664
1 Azevém 5,5 448 0,412
1 Azevém 5,5 443 0,574
1 Azevém 5,5 434 0,570
1 Cynodon 7,0 43,5 0,570
1 Cynodon 7,0 42,6 0,303
1 Cynodon 7,0 40,1 0,160
1 Cynodon 7,0 42.4 0,193
1 Cynodon 6,5 32,1 0,409
1 Cynodon 6,5 59,7 0,484
1 Cynodon 6,5 40,5



1 Cynodon 6,5 43,1 0,766
1 Cynodon 6,0 29,9 .

1 Cynodon 6,0 35,7 2,400
1 Cynodon 6,0 36,0 2,096
1 Cynodon 6,0 353 1,271
1 Cynodon 5,5 31,0 0,880
1 Cynodon 5,5 29,8 0,867
1 Cynodon 5,5 28,5 0,699
1 Cynodon 5,5 28,5 0,708
1 Azevém 7,0 64,5 0,994
1 Azevém 7,0 59,1 0,959
1 Azevém 7,0 64,6 1,108
1 Azevém 7,0 68,3 .

1 Azevém 6,5 51,1 0,934
1 Azevém 6,5 55,3 0,758
1 Azevém 6,5 50,3 0,711
1 Azevém 6,5 69,5 .

1 Azevém 6,0 443 0,606
1 Azevém 6,0 49,4 0,733
1 Azevém 6,0 51,8 0,999
1 Azevém 6,0 53,1 0,745
1 Azevém 5,5 443 0,823
1 Azevém 5,5 453 0,617
1 Azevém 5,5 45,5 0,802
1 Azevém 5,5 445 0,816

Ensaio Amostra pH degradabilidade MS Tl?cié%('dvcl)s

2 Cynodon 7 40,9

2 Cynodon 7 41,8 0,599
2 Cynodon 7 45,1 0,736
2 Cynodon 7 43,5 0,730
2 Cynodon 6,5 38,5 0,616
2 Cynodon 6,5 39,5 0,650
2 Cynodon 6,5 39,0 0,737
2 Cynodon 6,5 38,0 0,643
2 Cynodon 6 32,5

2 Cynodon 6 31,2 0,478
2 Cynodon 6 30,9

2 Cynodon 6 28,9

2 Cynodon 5,5 28,8 0,609
2 Cynodon 5,5 29,1 0,733
2 Cynodon 5,5 28,4 0,617
2 Cynodon 5,5 28,5 0,609
2 Cynodon 7 45,0 1,022
2 Cynodon 7 47,7 1,079
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Cynodon
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Cynodon
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Cynodon
Cynodon
Cynodon
Cynodon
Cynodon
Cynodon
Cynodon
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Azevém
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Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém

44,6
454
432
42,0
39,7
38,1
37,3
37,4
33,2
36,5
33,1
34,0
30,8
33,4
59,4
63,6
55,7
59,6
60,7
63,2
58,6
61,3
50,1
48,8
46,5
52,5
43,6
43,6
43,4
42,4
59,6
63,5
58,1
67,7
52,5
55,4
60,1
58,2
59,0
61,0
61,4
57,1
50,8
48,7
552
54,7

1,045
0,989
0,933
0,948
0,922
0,818
0,747
0,791
0,753
0,767
0,618
0,666
0,379
0,425
0,827
1,034
0,855
0,840
0,660
0,699
0,746
0,653
0,637
0,628
0,614
0,688
0,634
0,616
0,544
0,542
0,669
0,694
0,613
0,809
0,658
0,596
0,635
0,610
0,561
0,561
0,596
0,555
0,506
0,483
0,540
0,527
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degradabilidade mg P/g MS
Ensaio Amostra pH FDN incubada
3 Cynodon 7 30,2 0,486
3 Cynodon 7 25,5 0,453
3 Cynodon 7 31,6 0,585
3 Cynodon 7 23,8 0,504
3 Cynodon 6,5 22,9 0,441
3 Cynodon 6,5 19,1 0,332
3 Cynodon 6,5 26,4 0,462
3 Cynodon 6,5 25,0 0,490
3 Cynodon 6 17,9 0,344
3 Cynodon 6 16,1 0,350
3 Cynodon 6 14,2 0,257
3 Cynodon 6 15,6 0,307
3 Cynodon 5,5 10,2 0,209
3 Cynodon 55 11,0 0,212
3 Cynodon 5,5 10,4 0,261
3 Cynodon 5,5 11,8 0,215
3 Cynodon 7 30,6 0,629
3 Cynodon 7 30,3 0,543
3 Cynodon 7 35,6 0,612
3 Cynodon 7 33,1 0,574
3 Cynodon 6,5 25,3 0,489
3 Cynodon 6,5 25,6 0,532
3 Cynodon 6,5 27,0 0,472
3 Cynodon 6,5 26,1 0,531
3 Cynodon 6 18,0 0,316
3 Cynodon 6 17,4 0,301
3 Cynodon 6 19,0 0,353
3 Cynodon 6 16,5 0,260
3 Cynodon 5,5 10,6 0,196
3 Cynodon 5,5 14,1 0,201
3 Cynodon 5,5 11,5 0,252
3 Cynodon 5,5 12,0 0,202
3 Azevém 7 53,7 0,563
3 Azevém 7 48,3 0,500
3 Azevém 7 49,6 0,549
3 Azevém 7 52,9 0,571
3 Azevém 6,5 50,1 0,456
3 Azevém 6,5 49,5 0,470
3 Azevém 6,5 47,5 0,446
3 Azevém 6,5 50,8 0,531
3 Azevém 6 37,1 0,387
3 Azevém 6 36,9 0,442
3 Azevém 6 39,7 0,394
3 Azevém 6 29,4 0,361
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Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
Azevém
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Azevém

21,3
21,6
24,5
24,0
43,9
46,4
57,8
53,9
422
50,2
35,1
41,1
33,6
27,4
28.8
36,7
21,7
20,1
22,9
24,6

0,335
0,332
0,128
0,323
0,562
0,558
0,795
0,682
0,620
0,627
0,527
0,605
0,476
0,390
0,428
0,440
0,381
0,394
0,399
0,396
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Apéndice B - Aderéncia bacteriana (mg de P/g de MS incubada) e degradabilidade da FDN de
gramineas forrageiras incubadas com diferentes concentracdes iniciais de

glicose, nos 4 ensaios.

[1glicose

Amostra ensaio (mg/dl) DIVFDN mg P/g MS incubada
Cynodon 1 0 24,71

Cynodon 1 0 25,17 0,674
Cynodon 1 0 26,60 0,774
Cynodon 1 0 26,42 0,718
Cynodon 1 0 2491 0,659
Cynodon 1 100

Cynodon 1 100 26,05

Cynodon 1 100 27,13 0,782
Cynodon 1 100 30,24 0,784
Cynodon 1 100 28,08 0,676
Cynodon 1 200 27,19

Cynodon 1 200 27,93 0,721
Cynodon 1 200 25,10 0,775
Cynodon 1 200 23,52 0,803
Cynodon 1 200 20,02 0,850
Cynodon 1 300 27,32

Cynodon 1 300 27,73 0,727
Cynodon 1 300 26,57 0,795
Cynodon 1 300 0,824
Cynodon 1 300 24,73 0,809
Cynodon 2 0 23,28

Cynodon 2 0 22,74 1,017
Cynodon 2 0 23,26 0,936
Cynodon 2 0 23,76 0,969
Cynodon 2 0 22,80 0,970
Cynodon 2 100 26,77

Cynodon 2 100 23,78 1,055
Cynodon 2 100 20,03 0,977
Cynodon 2 100 27,11 1,074
Cynodon 2 100 26,71 1,120
Cynodon 2 200 25,90

Cynodon 2 200 21,95 1,080
Cynodon 2 200 18,06 0,937
Cynodon 2 200 21,46 0,830
Cynodon 2 200 24,07 0,902
Cynodon 2 300 25,19

Cynodon 2 300 28,20 0,952
Cynodon 2 300 23,85 0,971
Cynodon 2 300 20,41 0,876
Cynodon 2 300 24,53 0,844
Azevém 1 0 40,01

Azevém 1 0 39,38 0,839
Azevém 1 0 36,28 0,874
Azevém 1 0 0,798
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40,30
37,26
40,86
39,23
33,63
35,35
42,65
41,64
40,28
38,90

34,75
29,66
37,59
39,35
36,58
31,91
33,02
33,33
37,41
30,67
36,19
38,72
29,22
37,50
35,91
30,80
39,13
30,55
36,04
35,22
36,76
40,89
37,15
36,62
37,43
27,63
24,73
27,19
27,36
28,32
24,27
21,24
21,53
23,19

24,15
19,92
25,43
23,83
23,92

0,886

0,805
0,778
0,779
0,705

0,698
0,670
0,740
0,772

0,825
0,912
0,826
0,980

1,236
1,214
1,186
1,161

1,119
1,108
1,126
1,081

1,022
1,280
1,088
1,133

1,069
0,991
0,988

1,00
0,98
0,94
0,97

0,85
1,00
1,04
1,02

0,88
0,87
0,84
0,77
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19,98
29,23
24,30
22,08
22,81
17,33
14,46
18,43
16,78
14,54
12,76
11,27
18,08
13,38
15,77
15,56
17,97
15,29
19,76
20,93
14,29
19,95
15,53
18,27
19,24
39,47
41,73
40,07
38,64
43,32
36,91
36,16
38,04
41,05

38,71
38,07
40,63
41,66
39,54
33,20
37,93
35,21
34,52
34,46
27,05
24,26
25,81
28,04
27,53
25,67

0,83
0,86
0,87
0,83

0,92
0,91
0,94
0,89

0,87
0,98
0,98
0,99

0,91
0,96
0,89
0,88

0,93
0,85
0,77
0,77

1,10
1,14
1,26
1,06

1,18
1,24
1,07
1,06

0,92
0,93
0,85
1,00

1,06
1,04
1,03
1,04

1,08
0,98
1,07
1,15
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28,34
26,42
27,22
27,14
24,51
24,65
29,38
30,09
26,78
30,30
25,69
25,74
24,40
22,36

1,17
1,05
1,11
0,98

0,94
1,02
0,95
1,04

0,90
0,95
0,91
1,00
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Apéndice C - Atividade de enzimas bacterianas ruminais (nmol de agucares redutores
liberados/ g de MS/ minuto) extraidas de residuo de azevém ou cynodon

incubadas com carboximetilcelulose (CMC) ou xilana a diferentes pHs.

Ativ.
Ensaio Residuo Substrato pH Enzimética

1 Azevém CMC 7,0 864
1 Azevém CMC 7,0 1014
1 Azevém CMC 7,0 1037
1 Azevém CMC 7,0 1029
1 Azevém CMC 7,0 1123
1 Azevém CMC 7,0 1061
1 Azevém CMC 7,0 998
1 Azevém CMC 7,0 1069
1 Azevém CMC 7,0 1076
1 Azevém CMC 7,0 1029
1 Azevém CMC 6,5 1160
1 Azevém CMC 6,5 1097
1 Azevém CMC 6,5 1019
1 Azevém CMC 6,5 1191
1 Azevém CMC 6,5 1207
1 Azevém CMC 6,5 1254
1 Azevém CMC 6,5 1325
1 Azevém CMC 6,5 1270
1 Azevém CMC 6,5 1293
1 Azevém CMC 6,5 1246
1 Azevém CMC 6,0 1253
1 Azevém CMC 6,0 1332
1 Azevém CMC 6,0 1340
1 Azevém CMC 6,0 1340
1 Azevém CMC 6,0 1277
1 Azevém CMC 6,0 1136
1 Azevém CMC 6,0 1065
1 Azevém CMC 6,0 1151
1 Azevém CMC 6,0 1120
1 Azevém CMC 6,0 1065
1 Azevém CMC 5,5 1165
1 Azevém CMC 5,5 1110
1 Azevém CMC 5,5 1134
1 Azevém CMC 5,5 1338
1 Azevém CMC 5,5 1094
1 Azevém CMC 5,5 1204
1 Azevém CMC 5,5 1196
1 Azevém CMC 5,5 1149
1 Azevém CMC 5,5 1204
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CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
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CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
CMC
Xilana
Xilana
Xilana
Xilana
Xilana

5,5
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
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6,0
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6,0
6,0
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1393
806
833
800
819
859
997
833
885
898
721
930
943
956
930
982
1022
915
989
955
1022
1059
961
980
1035
1076
1028
946
884
1001
994
901
874
839
860
737
815
744
764
928
915
7063
7619
7586
8583
8419
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Apéndice D - Atividade de enzimas bacterianas ruminais (nmol de acucares redutores

liberados/ g de MS/ minuto) extraidas de residuo de azevém ou cynodon
incubadas com carboximetilcelulose (CMC) ou xilana com diferentes

concentragoes de glicose adicionadas ao substrato.

mg glicose/dL

Ensaio Residuo Substrato substrato Ativ. Enzimética
1 Azevém CMC 0 2515
1 Azevém CMC 0 2697
1 Azevém CMC 0 2682
1 Azevém CMC 0 2599
1 Azevém CMC 0 2614
1 Azevém CMC 0 2553
1 Azevém CMC 0 2447
1 Azevém CMC 0 2568
1 Azevém CMC 0 2584
1 Azevém CMC 0 2796
1 Azevém CMC 100 2802
1 Azevém CMC 100 3576
1 Azevém CMC 100 4563
1 Azevém CMC 100 4745
1 Azevém CMC 100 4745
1 Azevém CMC 100 5481
1 Azevém CMC 100 4365
1 Azevém CMC 100 3667
1 Azevém CMC 100 4487
1 Azevém CMC 100 4699
1 Azevém CMC 200 6928
1 Azevém CMC 200 6047
1 Azevém CMC 200 6715
1 Azevém CMC 200 6775
1 Azevém CMC 200 6472
1 Azevém CMC 200 6533
1 Azevém CMC 200 6016
1 Azevém CMC 200 6168
1 Azevém CMC 200 6168
1 Azevém CMC 200 6533
1 Azevém CMC 300 5793
1 Azevém CMC 300 4852
1 Azevém CMC 300 4244
1 Azevém CMC 300 4214
1 Azevém CMC 300 4791
1 Azevém CMC 300 5246
1 Azevém CMC 300 5003
1 Azevém CMC 300 5125
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