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RESUMO

BUGONI, Milena. Nutritional strategies to increase productive performance in dairy
cows: I. Exogenous enzymes as feed additives. I1. Malt extract replacing corn in the diet.
2022. 95f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2022.

A presente dissertacdo apresenta dois experimentos que compreende dois capitulos distintos,
correspondentes as sessdes um e dois. No primeiro experimento, objetivou-se avaliar os efeitos
das enzimas exogenas (ENZ) amilolitica (Amaize™, Alltech®, Nicholasville, KY) e
proteolitica (Vegpro™ Alltech®) na dieta de vacas em lactacdo sobre consumo de matéria seca
e digestibilidade dos nutrientes, indice de selecdo de particulas, fermentacéo ruminal, balanco
de nitrogénio, derivados de purina, metabdlitos sanguineos e producdo e composicdo do leite.
Foram utilizadas vinte e quatro vacas da raca Holandesa, sendo 16 multiparas e 8 primiparas
com 4 canuladas no rimen (161 + 87,7 dias em lactacdo, 681 + 96,2 kg de peso corporal e 35,2
+ 5,19 kg/d de producdo de leite) distribuidas em quadrados latinos 4 x 4 replicados. Cada
periodo teve duracgdo de 21 dias, sendo os ultimos 7 destinados as coletas. Os tratamentos foram:
dieta sem inclusdo de enzima, controle (CON); dieta com adi¢do de 0,5 g de enzima
amilolitica’/kg MS (A5); dieta A5 + 0,2 g de enzima proteolitica/kg MS (A5P2); dieta A5 + 0,4
g de enzima proteolitica/lkg MS (A5P4). Os contrastes utilizados para estudar as diferengas
entre os tratamentos foram C1: controle vs. enzimas; C2: enzima amilolitica (A5) vs. enzima
proteolitica (A5P2 + A5P4); C3: contraste entre doses da enzima proteolitica. De forma geral,
vacas alimentadas com A5P2 e A5P4 apresentaram maior selecdo para particulas longas da
dieta (>19 mm) e menor selecdo para particulas pequenas quando comparado com A5. A
digestibilidade do amido foi maior para vacas do grupo A5P2 e A5P4 quando comparado com
Ab. Ainda uma tendéncia a maior digestibilidade do amido foi observada em vacas alimentadas
com A5P4 em comparacdo com A5P2. A digestibilidade da fibra insolGvel em detergente neutro
(FDN) foi maior no grupo A5P4 do que no grupo A5P2. A suplementacdo com ENZ tendeu a
aumentar a propor¢do molar de propionato ruminal, bem como foi maior no grupo A5 do que
grupos A5P2 e A5P4. Houve tendéncia a aumentar o nitrogénio ureico sanguineo para as vacas
alimentadas com ENZ. Tratamentos com enzimas (A5, A5P2 e A5P4) aumentaram a producéo
de leite comparado ao grupo controle (33,1 vs 32,0 kg/d, respectivamente) e a producéo de leite
corrigida para gordura (PLCG; 34,4 vs 33,3 kg/d, respectivamente), além de apresentar
tendéncia para maior producéo de proteina, aumento na producao de lactose no leite e tendéncia

a aumentar a eficiéncia produtiva. A adicdo de ENZ na dieta de vacas em lactacdo pode ser



positiva melhorando o desempenho, ja a associacdo de enzimas exdgenas é capaz de melhorar
a digestibilidade do amido e do FDN com alteragdes na fermentacdo ruminal. O objetivo do
segundo experimento foi avaliar a substituicdo parcial de milho moido por extrato de malte seco
de cevada (EMS) em dietas de vacas leiteiras e avaliadas as mesmas variaveis descritas no
experimento anterior. Vinte e oito vacas da raca Holandesa, sendo 4 primiparas e 24 multiparas
com quatro canuladas no ramen (producdo de leite de 35,3 £ 5,88 kg/d, 148 + 78 DEL e 696 +
80.6 kg de peso corporal (PC), foram distribuidas em blocos de acordo com a producéo de leite,
DEL, PC e numero de partos e incluidas em delineamento crossover. Os periodos e coletas
foram iguais as do capitulo anterior. Os tratamentos foram controle (CON) ou EMS de cevada
(Liotécnica Tecnologia em Alimentos, Embu das Artes, Brasil) em substituicdo ao milho moido
em 7,62% MS da dieta (~2 kg MS/d). De modo geral, 0 EMS aumentou a digestibilidade
aparente da PB, diminuiu o pH ruminal e a porcentagem molar de butirato e aumentou a
porcentagem molar de acetato. Vacas alimentadas com EMS apresentaram menor nitrogénio
ureico no sangue e menor NUL. O EMS aumentou a producdo de leite, producdo de leite
corrigida para 3,5% de gordura, gordura e proteina e melhorou a eficiéncia alimentar. O extrato
de malte seco pode substituir parcialmente o milho moido na dieta, melhorando a producéao de

leite e a eficiéncia alimentar.

Palavras-chave: a-amilase, Amido, Carboidrato, Malte de cevada, Protease.



ABSTRACT

BUGONI, Milena. Nutritional strategies to increase productive performance in dairy
cows: |. Exogenous enzymes as feed additives. 1. Malt extract from barley partially
replacing ground corn in diets. 2022. 95f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2022.

The present thesis was elaborated in two distinct chapters, corresponding to sessions one and
two. In the first one, the objective was to evaluate the effects of exogenous enzymes (ENZ)
amylolytic (AmaizeTM, Alltech®, Nicholasville, KY) and proteolytic (Vegpro™ Alltech) in
the diet of lactating cows under dry matter intake and nutrient digestibility, milk yield and
composition, sorting index, nitrogen balance, purine derivates, rumen fermentation and blood
metabolites. Twenty-four Holstein cows were used, 4 of which were cannulated in the rumen
(161 £ 87,7 DIM, 681 + 96,2 body weight e 35,2 + 5,19 milk yield, 681 + 96,2 body weight
peso (BW), in areplicated 4 x 4 Latin square experiment according DIM, parity, milk yield and
BW. Each period lasted 21 days, with the last 7 days for data collection. The treatments were:
basal diet, control (CON); basal diet with addition of 0.5 g of amylolytic enzyme/kg DM (A5);
basal diet with association of 0.5 g of amylolytic enzyme and 0.2 g of proteolytic enzyme
(A5P2); basal diet with association of 0.5 g of amylolytic enzyme and 0.4 g of proteolytic
enzyme (A5P4). The contrasts used to study how differences between treatments were C1:
control vs. enzymes; C2: amylolytic enzyme (A5) vs. proteolytic enzyme (A5P2 + A5P4); Ca3:
contrast between doses of the proteolytic enzyme. In general, cows fed A5P2 and A5P4 showed
a greater sorting for long particles in the diet (>19 mm) and less sorting for small particles when
compared to A5. Starch digestibility was higher for cows fed treatments containing protease
than AD5, yet a trend towards greater starch digestibility was observed in cows fed A5P4
compared to A5P2. Neutral detergent fiber digestibility was greater in the A5P4 group than in
the A5P2 group. Enzyme supplementation tended to increase the ruminal propionate molar
ratio, an was greater in the A5 group than the A5P2 and A5P4 groups. Milk N production was
greater in ENZ-fed cows, which tended to show greater blood urea nitrogen concentration in
comparison with CON cows. Enzyme treatments increased milk yield (33,1 vs 32 kg/d,
respectively) and fat-corrected milk yield (34,4 vs 33,3 kg/d, respectively), tended to increase
protein yield, increased the yield of lactose, and tended to increase productive efficiency. The
association of exogenous enzymes in the diet of lactating cows can improve starch and NDF
digestibility and productive performance. In the second chapter, the general objective was to

evaluate the partial replacement of ground corn by dry malt extract (DME) in diets of dairy



cows and evaluated the same variables of the previous chapter. Twenty-eight Holstein cows,
four of which were cannulated in the rumen (milk yield 35,3 £ 5,88 kg/d, 148 £ 78 DIM, and
696 £ 80.6 kg BW), were distributed in blocks and enrolled in a crossover design. The periods
and data collections were the same described in the previous chapter. The treatments were
control (CON) or barley DME (Liotécnica Tecnologia em Alimentos, Embu das Artes, Brazil)
replacing ground corn at 7.62% diet DM (~2 kg/d). In general, DME increased the apparent
digestibility of CP, decreased rumen pH and molar percentage of butyrate and increased molar
percentage of acetate. Cows fed DME had lower BUN. Dry malt extract increased f milk yield,
3.5% fat-corrected milk yield, fat and protein, and improved feed efficiency. Cows fed DME
had lower milk urea nitrogen content. Dry malt extract can partially replace ground corn in the

diet, improving milk yield and feed efficiency.

Keywords: a-amylase, Barley malt, Carbohydrate, Protease, Starch.
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1 ALIMENTACAO COM ENZIMAS AMILOLITICA E PROTEOLI'TIC}A
EXOGENAS: EFEITOS NA DIGESTIBILIDADE DE NUTRIENTES, FERMENTACAO
RUMINAL E DESEMPENHO DE VACAS EM LACTACAO.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos das enzimas exdgenas (ENZ) amilolitica
(Amaize™, Alltech®, Nicholasville, KY) e proteolitica (Vegpro™ Alltech®) na dieta de vacas
em lactacdo sobre o consumo de matéria seca e digestibilidade dos nutrientes, indice de selecdo
de particulas, fermentacdo ruminal, balanco de nitrogénio, derivados de purina, metabolitos
sanguineos e producdo e composicao do leite. Foram utilizadas vinte e quatro vacas da raca
Holandesa, sendo 16 multiparas e 8 primiparas com 4 canuladas no ramen (161 + 87,7 dias em
lactacdo, 681 + 96,2 kg de peso corporal e 35,2 + 5,19 kg/d de producdo de leite no inicio do
experimento), distribuidas em quadrados latinos 4x4 contemporaneos e balanceados de acordo
com a producao de leite, dias em lactacdo e peso corporal das vacas. Cada periodo teve duragédo
de 21 dias, sendo os primeiros 14 dias destinados a adaptacdo e Ultimos 7 para coletas de
amostras. As enzimas foram misturadas junto com o mineral no concentrado e assim ofertado
aos animais. Os tratamentos foram: controle, ou seja, dieta basal sem adi¢do das enzimas
(CON); adicdo de 0,59/kg MS de enzima amilolitica (A5); associa¢do de 0,5g9/kg MS de enzima
amilolitica e 0,2g/kg MS de enzima proteolitica (A5P2); associacdo de 0,5/kg MS de enzima
amilolitica e 0,4g9/kg MS de enzima proteolitica (A5P4). As vacas foram alimentadas as 7:00h
e as 13:00h e ordenhadas duas vezes ao dia. Os contrates utilizados entre os tratamentos foram
C1: controle vs. enzimas; C2: enzima amilolitica (A5) vs. enzima proteolitica (A5P2 + A5P4);
C3: contraste entre doses da enzima proteolitica. Os tratamentos ndo influenciaram o consumo
de matéria seca (CMS) e dos nutrientes. Os tratamentos com enzimas aumentaram a producéo
de leite e a producdo de leite corrigida para 3,5% de gordura. Vacas alimentadas com ENZ
apresentaram tendéncia para maior producéo de proteina e aumento na produgdo de lactose no
leite. Ainda para os tratamentos A5, A5P2 e A5P4 em contraste ao CON, observou-se tendéncia
em aumentar a eficiéncia produtiva. A selecdo de particulas com tamanho <4 foi menor para
vacas que receberam ENZ. Vacas alimentadas com A5P2 e A5P4 apresentaram maior indice
de selecéo para particulas longas da dieta (>19 mm) e menor para particulas pequenas quando
comparado com A5. A digestibilidade do amido foi maior para vacas dos grupos A5P2 e A5P4
quando comparado a A5, ainda uma tendéncia a maior digestibilidade do amido foi observada

em vacas alimentadas com A5P4 em comparagdo com A5P2. A digestibilidade da fibra em



detergente neutro (FDN) foi maior no grupo A5P4 do que no grupo A5P2. A suplementagéo
com ENZ tendeu a aumentar a propor¢do molar de propionato ruminal em comparagéo a CON,
bem como foi maior no grupo A5 do que os grupos A5P2 e A5P4. Os tratamentos A5P2 e A5P4
diminuiram a producdo de alantoina na urina. A excrecdo de N no leite foi maior em vacas
alimentadas com ENZ do que com CON, e a excrecdo de N pela urina no grupo A5P2 foi menor
comparado ao A5P4. Houve tendéncia para maior concentracdo de nitrogénio ureico sanguineo
nesse mesmo contraste. A adicdo de associacdo de enzimas exogenas na dieta de vacas em
lactacdo pode ser positiva, melhorando a digestibilidade do amido e do FDN e desempenho

produtivo com pequenos efeitos na fermentacéo ruminal.

Palavras-chave: a-amilase, Amido, Celulase, Digestibilidade, Protease.



1. FEEDING AMYLOLYTIC AND PROTEOLYTIC EXOGENOUS ENZYMES: EFFECTS
ON NUTRIENT DIGESTIBILITY, RUMINAL FERMENTATION, AND PERFORMANCE
OF DAIRY COWS

ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the effects of amylolytic (Amaize™, Alltech®,
Nicholasville, KY) and proteolytic (Vegpro™ Alltech Nicholasville, KY) exogenous enzymes
in the diet of cows on dry matter itake and digestibility of nutrients, milk yield and composition,
sorting index, nitrogen balance, purine derivates, rumen fermentation and blood metabolic
profile. Twenty-four Holstein cows, of which 4 were ruminally cannulated (161 + 87.7 days in
milk, 681 + 96.2 body weight and 35.2 + 5.19/d of milk yield, before the start of the experiment)
were distributed in a replicated 4 x 4 Latin design, balanced according to milk yield, days in
milk and body weight of the cows. Each period lasted 21 days, with the first 14 days for
adaptation and the last 7 for sample collection. Enzyme was provided mixed into the
concentrate. Treatments were: control, basal diet without addition of enzymes (CON); basal
diet with addition of 0.5 g of amylolytic enzyme/kg DM (A5); basal diet with association of 0.5
g of amylolytic enzyme and 0.2 of proteolytic enzyme (A5P2); basal diet with association of
0.5 amylolytic enzyme and 0.4 g of proteolytic enzyme (A5P4). The contrasts used to study
how differences between treatments were C1: control vs. enzymes; C2: amylolytic enzyme (A5)
vs. proteolytic enzyme (A5P2 + A5P4); C3: contrast between doses of the proteolytic enzyme.
Treatments did not affect DMI and intake of nutrients. The A5, A5P2, and A5P4 treatments
increased yields of milk and fat-corrected milk in comparison with CON. In this same contrast,
a tendency towards greater protein yield and an increase in the yield of lactose were observed.
Yet, enzyme treatments (A5, A5P2, and A5P4) tended to increase productive efficiency
compared with CON. The sorting for feed particles with size <4 mm was lower for cows that
received ENZ. Cows fed AP2 and A5P4 showed sorting index for the largest particles in the
diet (>19 mm) and lower for small particles when compared to A5. Starch digestibility was
greater for cows fed the protease containing treatments (A5P2 and A5P4) than A5, yet a
tendency towards higher starch digestibility was observed in cows fed A5P4 compared to A5P2.
NDF digestibility was greater in the A5P4 group than A5P2 group. Supplementation with ENZ
tended to increase the molar ratio compared to CON, the same in the A5P2 and A5P4 groups.
The treatments A5P2 and A5P4 decreased the production of allantoin in the urine, and urine N

excretion in the A5P2 group was lower compared to the A5P4. The production of MUN was



greater in cows fed with ENZ than CON and there was a tendency for greater blood urea
nitrogen concentration in cows fed ENZ. The addition an association of exogenous enzymes in
the diet of lactating cows can be positive, improving starch and NDF digestibility and

productive performance.

Keywords: a-amylase, Cellulase, Digestibility, Starch, Protease.
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1.2 INTRODUGCAO

A necessidade de satisfazer as exigéncias energéticas de vacas leiteiras de alto
desempenho resulta em dieta com elevada quantidade de carboidratos rapidamente
fermentéveis, principalmente de amido, sendo os cereais a principal fonte de energia nas racdes
para bovinos. O milho e soja s&o denominados como commodities e podem sofrer oscilagdes
de preco com as mudangas no preco do dolar, ou com o uso destes para outros fins que nédo
sejam a alimentacdo animal. Mesmo quando direcionados a industria animal, seu uso
preferencial na alimentagdo de monogastricos (aves e suinos) pode restringir a disponibilidade
e aumentar seu custo quando usados para espécies ruminantes. Nos Gltimos anos os cereais e as
oleaginosas sofreram aumento significativo em seu custo, com isso produtores tem buscado
tecnologias para melhorar a eficiéncia produtiva de seus rebanhos a fim de propiciar melhor
desempenho dos animais, reducdo dos custos com alimentacdo e consequentemente maior
lucratividade (SAGRILO et al., 2003).

No cenério da producdo de ruminantes, com propdsito de aumentar a eficiéncia
produtiva, as enzimas se destacam como aditivo alimentar utilizado. As enzimas podem ser
produzidas pelo proprio animal, por microrganismos que estdo presentes no trato digestivo ou
suplementadas dieteticamente (TRICARICO et al., 2008; DILORENZO et al., 2011).
Quimicamente as enzimas sdo proteinas com funcdo principal de atuar como catalisador de
processos bioldgicos acelerando a velocidade de uma reacdo bioguimica especifica. Por essa
particularidade, cada enzima degrada substratos especificos em sitios especificos de reacao
(RAVINDRAN, 2013). As enzimas exdgenas sdo consideradas aditivos que adicionamos na
dieta dos animais com intuito de trazer beneficios ao seu desempenho. Normalmente essas
enzimas provém de culturas fangicas (NRC, 2001) e sdo consideradas extratos naturais que
possuem o potencial efeito de melhorar a utilizacdo de nutrientes na dieta elevando a eficiéncia
produtiva de vacas leiteiras, além de ndo possuirem efeitos nocivos a salde humana e animal
(BEAUCHEMIN et al., 2003).

Os efeitos no ramen ligados ao modo de acdo das enzimas, de forma geral, incluem
hidrélise direta, aumento da ligacdo de bactérias ao substrato, estimulagdo da populacéo
microbiana como aumento da atividade enzimatica total e sinergismo com as enzimas
microbianas (MCALLISTER et al., 2001; BEAUCHEMIN et al., 2003). Quanto a funcdo de
liberacdo do substrato ou na remocéo de barreiras estruturais que limitam a digestdo microbiana
dos alimentos no rimen, como exemplo do milho, a matriz proteica que envolve os granulos de

amido determina a extensdo e a taxa de degradacdo do grdo, uma vez que esta matriz é
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extremamente resistente a digestéo por microrganismos ruminais (MCALLISTER et al., 1993);
assim, para melhorar a utilizacdo do amido é comumente empregado algum processamento
fisico nos graos para otimizar essa utilizacdo. No entanto, ainda € necessaria a presenca de
proteases capazes de digerir a matriz proteica, expondo os granulos de amido e melhorando a
digestéo.

Experimentos avaliando enzimas na dieta de ruminantes tém sido realizados desde a
década de 60 (BURROUGHS et al., 1960), porém sua utilizacdo de maneira viavel iniciou-se
neste século, principalmente em virtude do aumento nos custos dos alimentos concentrados e
diminuicdo nos custos de geracdo de novas tecnologias para produzir essas enzimas de forma
mais consistente.

Consequentemente, estudos foram desenvolvidos com enzimas, sendo que as enzimas
amiloliticas, em especifico, tém sido utilizadas em dietas de ruminantes para aumentar a
digestibilidade do amido e producéo de leite (TRICARICO et al., 2005; NOZIERE et al., 2014;
ANDREAZZI et al., 2018), bem como o aumento da digestibilidade da fibra em detergente
neutro (FDN; KLINGERMAN et al., 2009; GENCOGLU et al., 2010; WEISS et al., 2011) e
melhora no balango de energia de vacas leiteiras em transicdo (DEFRAIN et al., 2005).

O estudo in vitro desenvolvido por McAllister et al. (1993) com cevada e milho tratados
com protease demonstrou aumento na degradacdo do amido apés 16 e 24 horas. A cevada, no
mesmo estudo, apresentou aumento na degradacdo do amido somente ap6s 24 horas, visto que
a cevada ndo possui matriz proteica densa como barreira para a degradacdo. Esses autores
sugerem que outros fatores como carboidratos estruturais, além da matriz proteica, podem ser
importantes para limitar o acesso de microrganismos ruminais em granulos de amido de cevada,
mostrando que a digestdo de grdos de cereais pode ser mais eficiente pelos microrganismos
ruminais com uma integracdo de enzimas. No presente estudo, considerar a associacdo de
diferentes enzimas pode permitir melhor compreensdo sobre a atuacdo dos microrganismos

ruminais em melhorar o aproveitamento dos nutrientes da dieta.

1.3 HIPOTESE E OBJETIVOS

A hipotese deste estudo € que a suplementacdo dietética com enzimas amilolitica e
proteolitica exdgenas combinadas em diferentes dosagens afetam positivamente o desempenho
produtivo de vacas leiteiras, visto a potencial atuacdo em sinergismo das enzimas na

solubilizacéo e hidrolise do complexo proteico do endosperma em ingredientes como o milho
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em especial, e dos demais ingredientes que possam limitar a digestibilidade dos nutrientes da
dieta de vacas em lactacéo.

Obijetivou-se determinar os efeitos das enzimas amilolitica e proteolitica exdgenas sobre
0 consumo e digestibilidade dos nutrientes, producdo e composicao do leite, indice de selecdo
de particulas, balanco de nitrogénio, derivados de purina, fermentacdo ruminal, e metabolitos

sanguineos em vacas leiteiras.

1.4 Revisao de literatura

1.4.1 Estrutura do gréo de milho e propriedades do amido

O amido é um polissacarideo ndo estrutural com funcgdo de reserva de energia para 0s
vegetais, sintetizado a partir da glicose oriundo da fotossintese, sendo encontrado
principalmente no endosperma dos graos de cereais como o milho, sorgo, cevada, dentre outros,
além dos tubérculos e raizes. No grao de milho a molécula de amido é composta por dois tipos
principais de polimeros de glicose: a amilose e a amilopectina. A amilose é caracterizada como
um polimero linear ndo ramificado de glicose, ligadas por ligacGes glicosidicas a—1,4; enquanto
a amilopectina é altamente ramificada, incluindo ligagdes do tipo a—1,6 nos pontos de
ramificacdo. Esses polissacarideos sao hidrolisados pelas amilases bacterianas do tipo o e B e
também por a-glicosidases. As a-amilases sao responsaveis por hidrolisar ligacdes no interior
da cadeia (endoglicosidases), liberando maltose como produto final, ja as f-amilases atuam no
final da cadeia do polimero (exoglicosidases), liberando glicose, moléculas de amilose e
amilopectina (KOZLOSKI, 2017).

As moléculas de amilose e amilopectina sdo unidas por pontes de hidrogénio, gerando
granulos de amido com estrutura fortemente organizada, formando regides amorfas e
cristalinas. As regides cristalinas sdo compostas principalmente por amilopectina, enquanto as
regides amorfas por amilose (MCALLISTER et al., 2006). Nesse sentido, a capacidade de os
grédos incharem em contato com agua € limitada pela estrutura da amilose, e € 0 que pode torné-
lo menos susceptivel a digestdo enzimatica. Ainda, € discorrida a possibilidade das moléculas
de amilose promoverem aumento nas liga¢Oes de pontes de hidrogénios intermoleculares, o que
pode ser o fator limitante ao inchaco do grénulo e a hidrélise enzimatica. No entanto, o impacto
da relacdo amilose:amilopectina ndo é bem determinada na digestdo de ruminantes (ROONEY;
PFLUGFELDER, 1986; MCALLISTER et al., 2006).

Em algumas partes do mundo, como a América do Sul, predomina o cultivo e utilizagdo
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do milho conhecido como duro ou flint (Zea mays ssp. Indentura), que contém em sua
composic¢do elevada percentagem de endosperma vitreo (CORREA et al., 2002). Os polimeros
de glicose encontrados no milho flint séo definidos pela proporcédo de amilose e amilopectina.
A amilopectina é um polimero maior e mais ramificado no grdo e por isso possui maior
facilidade na digestdo (MENEZES et al., 2017). A amilose tem papel de restringir o inchaco do
granulo. E possivel que as moléculas de amilose promovam aumento das ligacdes de pontes de
hidrogénios intermoleculares, o que poderia ser fator limitante ao inchaco do granulo e a
hidrolise enzimatica.

Sob a questdo estrutural dos graos de cereais, em especial o milho, sdo constituidos por
uma camada externa protetora chamada pericarpo, rica em fibra e de baixa digestibilidade. No
milho, em especifico, o pericarpo representa de 3 a 8% do peso do grdo. Internamente,
encontram-se 0 endosperma gque ocupa a maior parte e se caracteriza por ser rico em amido,
podendo ser dividido em endosperma amil&ceo ou vitreo. O germe restringe-se a por¢do mais
rica em 0Oleo do grdo (ROONEY e PFLUGFELDER, 1986; MCALLISTER et al., 2006).

Nos graos do milho flint o endosperma vitreo ocupa quase todo o seu volume, tendo
baixa proporcdo de endosperma farinaceo. A vitreosidade é definida como a proporcao de
endosperma duro (vitreo) em relacdo ao endosperma total, uma vez que a dureza do endosperma
é determinada pela composi¢do proteica do gréo e pela disposi¢cdo compacta das moléculas de
amido (HARMON e TAYLOR, 2005). Ainda, a vitreosidade do grdo esta diretamente
relacionada a digestibilidade do amido, como ja € visto em trabalhos com ruminantes
(TAYLOR; ALLEN, 2005; LOPES et al., 2009).

Nos cereais, outros componentes como lipidios, proteinas e minerais estdo associados
aos granulos de amido. Os lipideos estdo presentes tanto na superficie quanto no interior do
granulo, podendo estar ligado a amilose formando complexos amido-lipidicos que causam a
diminuicdo da digestdo do amido por dificultarem o contato entre enzima e substrato, devido a
hidrofobicidade causada por esses complexos (VASANTHAN; BHATTY, 1996). Com isso, 0S
lipideos presentes nos cereais podem prejudicar a digestibilidade do amido, pois a agua é
necessaria para a degradacdo enzimatica. No milho, esse fato ndo repercute como um grande
problema na digestdo, visto que a maior concentragdo de Oleo estd no gérmem (82,6%) e
somente 15,4% no endosperma, onde esta presente a maior parte do amido do grdo (98%;
PAES, 2006).

Grande parte da porcgdo proteica do grdo é composta por prolaminas, no que tange o
milho a principal é chamada zeina. Estas fazem parte da matriz proteica que envolve os granulos

de amido sendo mais densa na regido vitrea em comparacgdo ao endosperma farinaceo, onde os
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granulos de amido estdo menos associados a proteina. Por esse fator, a matriz proteica e o
endosperma vitreo estdo menos susceptiveis ao ataque enzimatico, reduzindo a digestibilidade
do amido (HARMON e TAYLOR, 2005). Os microrganismos ruminais colonizam inicialmente
os granulos de amido que estdo mais expostos e a medida que a digestdo acontece o amido vai
sendo totalmente digerido, posto que a matriz proteica do grdo pode permanecer intacta e a
digestdo ser ineficiente (MCALLISTER et al., 2006). O tipo das proteinas de armazenamento
do endosperma que envolve os granulos de amido (prolaminas) determinam a digestibilidade
do amido do grao, que no caso do milho é denominada zeina, conhecida por ser pouco digestivel
(MCALLISTER et al., 2006).

A prética comumente usada para 0 rompimento da matriz proteica é o processamento
fisico dos gréos a serem ofertados na dieta dos animais, 0 que pode ser uma alternativa cara ou
pouco eficiente quando mal empregada. Estes métodos consistem na laminacdo, moagem, ou
processos como ensilagem do grdo Umido e floculagdo. De modo geral, todos os
processamentos visam a quebra do grdo, diminuindo o tamanho de particula, causando o
rompimento ou solubilizacdo da matriz proteica e facilitando a exposi¢do e digestdo do amido
(MCALLISTER etal., 2006). Especialmente no milho, os diferentes métodos de processamento
utilizados atualmente visam romper a matriz proteica, com intuito de melhorar a digestdo do
amido. De acordo com Owens e Soderlund (2006) a digestibilidade do amido de milho dentado
no trato digestivo total de bovinos de corte em crescimento e/ou terminagdo é menor para grao
inteiro (87,08%), intermediaria para grdo laminado a seco (91,03%) e maior para grao ensilado
umido (99,25%) ou floculado (99,09%).

De maneira geral, € importante ressaltar que 0os microrganismos ruminais se aderem aos
carboidratos, fibrosos ou néo fibrosos e sdo degradados por um complexo enzimatico até suas
unidades essenciais, os monossacarideos (ANTUNES et al., 2006). Estes entram na célula
bacteriana, onde sdo metabolizados até piruvato, produzindo acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), a principal fonte de energia para o ruminante (ANTUNES et al., 2006). Por fim, a
taxa e extensdo da digestdo ruminal do amido nos cereais dependem de uma serie de interagdes
complexas entre microrganismos ruminais, estrutura do grdo e o método de processamento

empregado.

1.4.2 Sitio de digestao e eficiéncia energética do amido

A digestibilidade do amido no trato digestivo total em ruminantes varia de 70% a 100%

(FIRKINS et al., 2001) enquanto em seu principal sitio de digestdo, que é o rdmen, a
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digestibilidade aparente do amido varia de 47% a 90% (HUNTINGTON, 1997; FIRKINS et
al., 2001). A digestdo do amido em ruminantes demanda de processos mecanicos, da acdo dos
microrganismos ruminais e de enzimas ao longo de todo o trato gastro intestinal, iniciando-se
na mastigacao por meio da maceracdo do alimento e acdo da a-amilase salivar, que € minima
nos ruminantes (SWENSON; REECE, 1986). No rumen, o primeiro passo no processo de
fermentagcdo do amido é a hidrélise pela acdo de enzimas secretadas pelos microrganismos
ruminais, principalmente bactérias amiloliticas. As principais bactérias associadas a degradacéo
do amido sdo: Ruminobacter amylophilus e Streptococcus bovis, seguida da Pretovella
ruminicola e Butyrivibrio fibrisolvens (COTTA, 1988). A degradacdo por essas bactérias
envolve a secrecdo de diversas enzimas (a-amilase; B-amilase; amiloglucosidase; isoamilase;
fosforilase; pululanase) que atuando em conjunto vdo quebrar as ligaces a-1,4 e o-1,6
(MCALLISTER et al., 2006). Ap6s a molécula de amido ser reduzida a oligossacarideos,
dissacarideos ou monossacarideos, especialmente maltose e glicose, as bactérias sacaroliticas
fermentardo estes substratos rapidamente através da via glicolitica, para produzir piruvato. Este
composto € o intermediario através do qual todos os carboidratos passam para posteriormente
gerar 0s AGCC (KOZLOSKI, 2017). Esses processos bioguimicos que dado origem ao piruvato
e posterior AGCC geram ATP que, por sua vez, é caracterizado como principal fonte de energia
para 0 metabolismo das bactérias. A partir da digestdo dos carboidratos, como o amido, as
bactérias utilizam os substratos para a sintese de proteina microbiana, geracdo de CO2 e CH4
(YOKOHAMA E JOHNSON, 1988; KOSLOSKY, 2017).

Os protozoarios também possuem papel importante na digestdo ruminal do amido, a
qual ocorre através do engolfamento das particulas de amido e de forma mais lenta quando
comparado com a fermentacdo por bactérias, podendo levar até 36 horas para total digestdo e
resultando também em AGCC. Por se tratar de digestdo mais lenta, pode auxiliar na manutengéao
do pH ruminal, impedindo quedas bruscas. Da mesma forma que para as bactérias, esse
processo visa a producdo de ATP como fonte de energia para o crescimento e multiplicacao dos
protozoarios (YOKOHAMA e JOHNSON, 1988; JOUANY e USHIDA, 1999).

Discute-se que a eficiéncia energética da digestdo do amido no intestino delgado €
menos limitada. Isso acontece devido a producdo de calor e metano ser insignificante no
intestino delgado (HUNTINGTON et al., 2006). Apesar do rumen ser o principal sitio de
digestdo do amido, alguma porcao do amido pode escapar da fermentacéo ruminal, isso pode
ser causado pelo tipo de processamento dos grdos, niveis de nutrientes na dieta total e taxa de
passagem, permitindo que ocorra digestdo pos ruminal (FOLEY et al., 2006). No intestino

delgado o0 amido pode ser digerido até glicose por enzimas de origem pancreatica ou por maltase
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e isomaltase produzidas pela propria mucosa (HUNTINGTON et al., 2006).

No intestino delgado a absor¢do da glicose se da pelo transporte ativo consumindo ATP,
contra uma absorcdo por difusdo dos AGCC no rimen e no intestino grosso (BALDWIN, 1968;
WEBSTER, 1980). Para absorcao no intestino e passagem pelo Iimen intestinal, a glicose faz
0 uso de transportadores. Até pouco tempo acreditava-se que o principal meio de absor¢ao
intestinal de glicose seria mediado pelo transportador s6dio dependente SGLT1, com gasto de
energia (ATP) durante o processo. Mais recentemente tem havido evidéncias que o
transportador GLUT2, pode ser a principal via de absorcéo de glicose. Por esta via ndo ha gasto
de energia para a absorc¢éo de glicose (HARMON, 2009).

Ha discussdes desde Russell et al. (1981) que a secre¢do da a-amilase no intestino é
diretamente relacionada com a chegada de energia no intestino, no entanto houve
confundimento entre consumo de amido e energia, e que este ultimo sim é o fator determinante
para a secre¢do de oa-amilase pancreética. Outra discussdo importante foi levantada por
Huntington et al. (1997) que hipotetizaram que existe falta de resposta adaptativa do pancreas
dos ruminantes ao aumento do amido na dieta, podendo ser este um dos fatores que limita a
assimilacdo do amido pelo intestino delgado. Posteriormente, Harmon et al. (2005) com gado
de corte, sugeriram que o aumento da energia da dieta, independente da origem dos
carboidratos, seriam capazes de aumentar a secre¢do e producdo de a-amilase no intestino
delgado. Estes autores acreditam também que o suprimento de proteina no quimo que entra no
intestino delgado também influenciaria na maior secrecdo de enzimas pancreaticas. Mais tarde,
Harmon (2009) realizou ensaio onde infundiram caseina e amido no intestino, e obteve como
resultados aumento na quantidade de glicose drenada na veia porta quando a caseina estava
presente; nesse sentido, o autor sugeriu que a presenca de caseina de alguma forma teria
melhorado a assimilacdo do amido. A hipotese levantada por ele seria que a colecistoquinina,
por ser sensivel a presenca de proteases e teria a capacidade de estimular a secre¢do de enzimas
produzidas pelo pancreas, estas que atuam na digestdo de carboidratos como o amido. Por fim,
esse autor discute que o sistema de controle principal parece ser mesmo o consumo de energia
e que, por sua vez, aumenta a producéo e fluxo de proteina microbiana permitindo estimular a
secrecao de a-amilase.

O amido de menor digestibilidade, que nédo foi digerido no rGmen nem no intestino
delgado, é novamente submetido a fermentacdo e acdo de enzimas microbianas no intestino
grosso, produzindo AGCC, proteina microbiana, metano e calor. Sendo que os AGCC
produzidos nesse compartimento normalmente sdo pouco aproveitados e a proteina microbiana
pouco absorvida (OWENS et al., 1986).
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1.4.3 Enzimas exdgenas na nutricdo animal

As enzimas sdo biocatalisadoras produzidas por células vivas com o objetivo de
provocar reac6es bioquimicas especificas (GURUNG et al., 2013). Dentro do contexto que as
enzimas sdo aditivos alimentares, elas sdo utilizadas com o intuito de catalisar reacGes que
degradam os substratos, sendo digeridos em seus componentes quimicos, por exemplo,
acucares simples, aminoacidos, acidos graxos; e esses serdo usados para o crescimento celular,
seja por microrganismos ruminais ou pelo animal hospedeiro.

Por serem denominadas proteinas, as enzimas tém importante implicacdo para sua
estabilidade em altas temperaturas e durante o transito no trato digestorio, podendo ser
desnaturadas pelo calor e pH, e ainda podem ser submetidas a prote6lises por enzimas
digestivas ou bacterianas. O pH ideal para estabilidade das enzimas esta entre 4 e 6, além de
ser necessario o fornecimento de substrato constante e inalterado (LEHNINGER, 2005).

Os produtos com enzimas sdo relativamente estaveis no ambiente ruminal,
especialmente quando administrados com os alimentos (HRISTOV et al., 1998; MORGAV/I et
al., 2000; 2001). Morgavi et al. (2001) concluiram que a estabilidade ruminal parece nao ser
um fator limitante para a atividade de aditivos de enzimas alimentares provenientes do fungo
Trichoderma. Ainda, os autores constatam que as enzimas provenientes da Trichoderma,
tendem a ser mais afetadas pelas proteases gastrointestinais e pelo pH no abomaso e intestinos
do que pelas proteases ou pelo ambiente ruminal de forma geral. No entanto, um aumento na
atividade enzimatica total no rimen pode aumentar a capacidade hidrolitica ruminal, o que pode
melhorar a digestibilidade da dieta, em vez de apenas se limitar aos componentes especificos
direcionados pela enzima (BEAUCHEMIN et al., 2004).

Na alimentacdo animal o uso de enzimas iniciou por volta de 1980, com maior foco em
aves e suinos, sendo que o uso desses aditivos era caro e sua eficiéncia ainda era duvidosa. Nos
ultimos anos, com a busca por alternativas que melhorem a eficiéncia na produgdo animal a
pesquisa com enzimas vem crescendo, visto seu potencial de degradar componentes especificos
da dieta, permitindo maior aproveitamento dos nutrientes aumentando a eficiéncia alimentar
(BARLETTA, 2011). No entanto, a utilizacdo de enzimas na dieta de ruminantes é
relativamente baixa, pela variabilidade de respostas observadas nos estudos, quantidade de
produtos fornecidos no mercado e o seu modo de inclusdo que pode ser na dieta total,
concentrado, diretamente no rimen ou no processo de ensilagem ou colheita de algum alimento
(ARRIOLA et al., 2017).
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Muitos beneficios estdo relacionados ao desempenho animal com a inclusdo de enzimas
exogenas na dieta. O primeiro deles é a capacidade de degradar ligacdes especificas dos
alimentos que comumente ndo séo hidrolisadas por enzimas digestivas endogenas. Outro papel
importante € a inibicdo dos fatores anti-nutricionais que prejudicam a digestdo dos alimentos,
permitindo o rompimento de barreiras presentes nos gréos e liberando o0s nutrientes, o que pode
trazer beneficios a sintese de proteina microbiana pelos microrganismos ruminais. Além disso,
as enzimas exdgenas podem permitir a mudanca no sitio de digestdo para locais com maior
eficiéncia de absorcdo de transformacdo de nutrientes em energia (SELLE E RAVINDRAN,
2007).

Ao adicionar enzimas exdgenas na dieta de vacas em lactacdo a popula¢do microbiana
atua de forma cooperativa com a acdo da atividade enzimatica naquele sitio de digestdo
favorecida pela inclusdo da enzima, melhorando fatores como a fixagcdo microbiana ao substrato
(BEAUCHEMIN et al., 2003; IMMANUEL et al., 2006). Consequentemente, pode melhorar a
digestibilidade da dieta devido ao aumento da atividade enziméatica no rdmen (SELL,;
RAVINDRAN, 2007).

As discussfes das formas de aplicacdo das enzimas € um ponto importante visto que
algumas enzimas sdo mais eficientes quando aplicadas em alimentos com maior umidade, como
as silagens, em virtude do maior teor de agua ser importante na hidrélise de polimeros de
acucares soltveis (BEAUCHEMIN et al., 2003). Outras enzimas podem ser mais eficientes
guando adicionadas de forma liquida em alimentos mais secos, como os fenos (REDDY et al.,
2016). De modo geral, as enzimas sdo estaveis no rumen, especialmente quando adicionadas
com os alimentos, como no concentrado ou na mistura total da racdo (TMR). Isso ocorre
principalmente devido ao menor pH e menor protedlise ruminal que ocorre logo ap6s a
alimentacdo das vacas, o que ajuda a estabilizar as enzimas, melhorando sua eficiéncia
(HRISTOV; MCALLISTER; CHENG, 1998; MORGAV!I et al., 2001).

Na meta analise desenvolvida por Arriola et al. (2017), os autores avaliaram diferentes
métodos de aplicacdo da enzima fibrolitica na forma solida ou liquida e, em componentes como
forragem, concentrado e TMR. Como resultado obtido, a inclusdo da enzima fibroliticana TMR
melhorou a concentracdo de proteina no leite, mas ndo observaram esse resultado quando
aplicada exclusivamente no volumoso ou no concentrado. Melhorar a taxa e extensdo da
digestéo dos nutrientes no rumen estdo associados com maior sintese de proteina microbiana,
em especial substratos amilaceos de fermentacdo rdpida, que disponibilizam energia para 0s
microrganismos de forma rapida e constante (FIRKINS et al.,1998; CONE; BECKER, 2012).
No estudo desenvolvido por Gado et al. (2009) com vacas leiteiras, utilizando um produto
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comercial que continha uma mistura de enzimas (protease, celulase, xilanase e amilase), os
autores especularam que o aumento da sintese de proteina microbiana estava relacionado ao
estimulo e sinergismo das bactérias no rimen, que por sua vez, pode ser resultado da melhor
digestibilidade dos nutrientes da dieta, em especial a fibra. No entanto, Noziére et al. (2014)
avaliaram os efeitos da suplementacéo com 10 g/dia de enzima amilolitica exdgena na dieta de
vacas leiteiras, e apesar de mostrar aumento na digestibilidade do amido, ndo observaram
diferencas na sintese de proteina microbiana. J& Toseti et al. (2020) observaram que bovinos
de corte em terminacdo que receberam amilase associada a Oleos essenciais na dieta
aumentaram a sintese de proteina microbiana em comparagdo aos animais que receberam
monensina.

E importante ressaltar 0 modo de acdo das enzimas exdgenas, que atuam de forma
sinérgica e estimulam a populacdo presente no ramen (MCALLISTER et al., 2001;
BEAUCHEMIN et al., 2003). Esses aspectos associados ao fato de que a dieta de ruminantes
contém grande nimero de alimentos, sejam eles forragens ou graos, o ideal seria que diversos
tipos de enzimas fossem empregados em Unica dieta para buscar maior eficiéncia na digestéo.
Tendo em vista a especificidade da atuacdo de cada enzima, muito provavelmente esse seja o
maior impasse na utilizagdo dessa alternativa. Levando em conta essa ideia, trabalhar com mais
de uma enzima na mesma dieta pode ser uma alternativa viavel, e alguns estudos foram
redigidos para avaliar os efeitos de diferentes enzimas em associacdo (GADO et al., 2009;
ZILIO et al., 2019), abordados ao longo da presente dissertacdo. McAllister et al. (2001) e
Beauchemin et al. (2003) discutem que a maioria das pesquisas com enzimas para ruminantes
sdo fibroliticas e foram estudadas com o intuito de melhorar a utilizacdo de nutrientes
provenientes dos ingredientes de baixo custo relativo quando comparado aos cereais. Uma
abordagem com enzimas que beneficiem a maioria das dietas ou pelo menos os ingredientes
mais caros, Como 0s cereais, presentes em grande concentracdo na dieta de animais confinados,

pode ser uma alternativa mais vantajosa a ser pensada.

1.4.5 Enzimas amiloliticas na nutri¢cdo de ruminantes

A origem das enzimas pode ser por bactérias, fungos ou leveduras. Especificamente a
enzima amilolitica, o objetivo é a extracdo da amilase, enzima essa que ajuda na quebra do
amido em acucares intervindo nas ligacGes a-1,4, produzindo mistura de glicose, maltose e
dextrinas. O Aspergillus oryzae é o microrganismo mais utilizado na extracdo da amilase

(TRICARICO et al., 2008). No entanto, outros microrganismos podem ser utilizados para a
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producdo de amilase, como Bacillus licheniformis, Chromohalobacter sp., Halobacillus sp.,
Haloarcula hispanica e Halomonas meridiana (ROJO et al., 2005; PRAKASH et al., 2009).

Estudos utilizando a-amilase proveniente de A. oryzae mostram que a suplementacéo
com a enzima nao aumentou a digestibilidade ruminal do amido, mas modulou a fermentacéo
ruminal, aumentando a concentracdo de acetato e butirato e diminuindo a concentragdo de
propionato (TRICARICO et al., 2005; KLINGERMAN et al., 2009). Acredita-se que isso
ocorre devido a alteracdo do metabolismo microbiano ou alteracéo da popula¢do microbiana no
rumen (TRICARICO et al., 2008).

Nesse sentido, em estudos que foi adicionado a-amilase em dietas ricas em amido,
observou-se que essa alteracdo no metabolismo microbiano se deu pelo crescimento de espécies
de bactérias ndo-amiloliticas de maneira mais rapida do que as bactérias amiloliticas, sugerindo
que de fato a populacdo produtora de acetato e butirato se beneficia da a-amilase (COTTA et
al., 1988).

Tricarico et al. (2008) examinaram a adicdo de produto comercial contendo a
maltodextrina com varios graus de polimerizacdo como fonte de carboidrato e verificou que o
crescimento de B.fibrisolvens, uma das bactérias conhecidas como beneficiadoras de amido e
que crescem normalmente de forma lenta, pode crescer de forma mais répida e eficiente em
maltodextrina com baixo grau de polimerizagdo com ou sem a adi¢do da a-amilase. Quando
incluido com maltodextrina de alta polimerizacdo a o-amilase acelerou o crescimento dessa
bactéria. As maltodextrinas sdo resultados da hidrélise do amido, composto por uma mistura de
varios oligdmeros da glicose, e podem ser utilizadas por diversas bactérias ruminais, como as
ndo amiloliticas.

Ainda, trabalhos conduzidos por Cotta (1992) e Tricarico et al. (2008) demonstraram
que as bactérias que estdo presentes no ambiente ruminal rico em amido, neste caso, Selenomas
ruminantium e Megasphaera elsdenii, e que se caracterizam por crescerem lentamente nesse
meio, sdo capazes de crescer rapidamente em meio rico em maltodextrinas. Da mesma forma
foi verificado em outros trabalhos que produtos gerados por bactérias celuloliticas podem ser
utilizados por bactérias ndo celuloliticas (RUSSEL, 1985). Essas informagdes sugerem que 0s
microrganismos que fazem parte do ecossistema ruminal tém a capacidade de utilizar produtos
da hidrolise gerado por outras espécies. De fato, estudos corroboram com a ideia de que a adi¢éo
da amilase exdgena na dieta de vacas leiteiras melhora a digestibilidade da fibra
(KLINGERMAN et al., 2009; GENCOGLU et al., 2010; WEISS et al., 2011).

Klingerman et al. (2009) em estudos in vivo e in vitro mostraram que a adi¢do da amilase

exogena na dieta pode melhorar o desempenho animal. Noziére et al. (2014) demonstraram que
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0 uso de amilase na dieta de vacas leiteiras aumentou em 65 g/kg a digestibilidade do amido no
ramen. Klingerman et al. (2009) e Gencoglu et al. (2010) observaram aumento na
digestibilidade da FDN, ambos em vacas leiteiras, assim como Gallo et al. (2016), que
observaram efeito da amilase nos padrées de fermentacdo ruminal in vitro com diminuicdo do
tempo de colonizacdo e taxa de degradacdo do amido. Em contrapartida, alguns trabalhos
observaram que os efeitos da amilase exdgena para vacas leiteiras sdo minimos quando
adicionadas em dietas com teor de 21% de amido, considerado baixo (FERRARETTO et al.,
2011; WEISS et al., 2011; VARGAS-RODRIGUEZ et al., 2014).

Weiss et al. (2011) utilizando quadrado latino em arranjo fatorial 2 x 2 testaram a adigéo
de amilase em dietas com 26 e 31% de amido proveniente principalmente de milho moido
grosseiramente (1,42 mm) para vacas em lactacdo, e ndo observaram efeito de interacdo entre
0s tratamentos, mas, encontraram que dietas ricas em amido apresentam maior digestibilidade
da MS, matéria organica (MO) e energia do que dietas com baixo teor de amido. Além disso,
dietas com adicdo da amilase tiveram maior digestibilidade do FDN do que dietas sem amilase.
Os autores concluem que adicionar amilase ao concentrado com milho moido grosseiramente,
independente do teor de amido, nao afeta 0 desempenho produtivo.

Tricarico et al. (2005) avaliaram a inclusdo de doses dietéticas crescentes do extrato de
A. oryzae (Amaize™, Alltech) no desempenho produtivo de vacas em lactagdo recebendo dieta
com 27,1% de amido, e observaram efeito quadratico positivo para a producdo de leite e de
gordura no leite sem alteracdo na ingestdo de MS. Além disso, a suplementacdo com enzimas
aumentou linearmente a proporcdo de acetato e diminuiram linearmente a proporcdo de
propionato no ramen. Os autores sugerem que a enzima amilolitica, além de melhorar a
producdo de leite, pode servir como modulador ruminal.

Ja o estudo realizado por Takiya et al. (2017) com vacas leiteiras demonstraram que a
suplementacdo com doses crescentes da enzima amilolitica em dietas com 29,2% de amido nédo
afetaram a eficiéncia alimentar, producédo de propionato e de proteina microbiana no rimen de
vacas em lactagdo, mas os tratamentos aumentaram linearmente a digestibilidade de proteina
bruta e o peso corporal das vacas. Silva et al. (2018) ao estudarem aditivos na alimentagéo de
vacas em lactacdo, sendo um dos tratamentos constituido por uma mistura de 6leos essenciais
e a-amilase, observaram aumento nas concentragdes ruminais de acetado e butirato, além de
reducdo na concentracdo de N-NHz no rimen. Puderam observar também que houve melhora
na transferéncia de N para o leite, permitindo aumento no teor e producdo de proteina do leite,
apesar disso os autores relataram que ndo foram encontrados efeitos sinérgicos entre uso do

oleo essencial com a-amilase. Ainda, neste mesmo trabalho os autores observaram tendéncia
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em aumentar o CMS, consumo de proteina e consumo de FDN para 0s grupos que continham
0leos essenciais e a-amilase contra 0 grupo com monensina.

Tricarico et al. (2014) realizaram experimentos para avaliar os efeitos da amilase
proveniente da fermentacio de A. oryzae (Amaize™, Alltech Inc.) na dieta de bovinos de corte
em terminacdo. Para os diferentes experimentos foi avaliado ingestdo de MS, conversao
alimentar e ganho médio diario dos animais. Inicialmente os autores ndo observaram efeito da
enzima nos animais alimentados com diferentes fontes de volumoso (feno de alfafa ou casca de
caroco de algoddo). Posteriormente, os autores utilizaram novilhas recebendo milho quebrado
ou grdo umido e suplementagdo de amilase em trés doses, e também ndo observaram efeitos
com as adi¢des da amilase. Neste Gltimo estudo verificou o efeito da suplementacdo de amilase
no crescimento de novilhos com restricdo de ingestdo de MS e também ndo encontraram
diferencas nos parametros avaliados.

A utilizacdo da suplementacdo com associacdo de um complexo enzimatico contendo
enzimas fibroliticas e amiloliticas na dose de 10 g/d em vacas leiteiras estudada por Hristov et
al. (2008) nao resultou em efeito na digestibilidade de nutrientes e nos parametros
fermentativos. Ainda, Zilio et al. (2019) também testaram a associacdo de amilolitica e
fibrolitica na dosagem de 12 g/dia e 8 g/d respectivamente, por animal no concentrado, e
observaram que a associagdo de enzimas ndo foi eficiente em melhorar o desempenho e a
digestibilidade aparente total dos nutrientes de vacas em lactacao.

De modo geral, estudos citados nesta revisdo sugerem que a acao da amilase apresenta
relacdo com a concentracdo de amido e digestibilidade de FDN na MS da dieta. Contudo, ainda
com resultados inconsistentes, as enzimas podem mostrar efeitos positivos no desempenho
produtivo de vacas em lactacdo com teores de amido da dieta mais elevados. Da mesma forma

em gado de corte, que na maioria dos trabalhos possibilita maior ganho médio diério.

1.4.6 Enzimas proteoliticas na nutri¢do animal

Quanto a nomenclatura das enzimas proteoliticas os termos usados sdo “proteases” ou
“peptidases”, que tem como ideia indicar que as enzimas hidrolisam ligagOes peptidicas, ndo
havendo diferenca de significado de protease e peptidase (RAWLINGS, 2004). A enzima
proteolitica usada nesse estudo (Vegpro™, Alltech® do Brasil Ltda.) ja foi amplamente testada
em aves e suinos, mas até onde sabemos este é o primeiro trabalho com vacas em lactacéo.

Trabalhos com a enzima proteolitica realizados com leitdes e em niveis crescentes da

enzima (2, 4 e 6 kg por tonelada de ragdo), em dietas contendo milho e farelo de soja,
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observaram resultados em relagédo a conversdo alimentar de 1,60, 1,52 e 1,60 para dietas
suplementadas com 2, 4 e 6 kg de protesase/ton, respectivamente. Houve aumento linear no
ganho de peso dos leitbes de acordo com as doses da enzima (DE OLIVEIRA TEIXEIRA et
al., 2005).

Ainda, no trabalho de Moura et al. (2007) foi avaliado a digestibilidade dos nutrientes
quando empregada a protease na dieta de tilapias, e resultou em melhor coeficiente de
digestibilidade aparente de matéria seca, proteina bruta, energia bruta, amido, calcio e fésforo
para 0s peixes que tiveram a adicdo do complexo enzimatico a racdo na inclusdo de 0,5% da
dieta. A enzima proteolitica melhorou o ganho de peso e conversdo alimentar
independentemente do tipo de processamento da soja quando testada em frangos de corte. Além
disso, na digestibilidade dos frangos a protease melhorou os valores de digestibilidade para MS
e PB com soja extrusada (88% de solubilidade; BRITO et al., 2006).

O trabalho realizado para testar a atividade da enzima proteolitica em diferentes
temperaturas e pH (DIAS et al., 2002), estudou a atividade da enzima e medida com base na
sua atividade, em pumoles de tirosina liberada/minuto de substrato de caseina (YU; TSEN,
1993). Os resultados sugerem que essa enzima é capaz de suportar altas temperaturas, chegando
de 70 a 90 °C com valores de pH 5,0; e a avaliagdo com pH 2,3 sem pepsina e pH 2,3 com
pepsina a enzima foi eficiente em todos os cenarios avaliados, sendo capaz de exercer sua
funcéo.

Além disso, em um estudo in vitro testando a enzima proteolitica, onde foi incubado
semente de canola com a enzima liquida a 37 °C e agitacdo suave durante 3 horas, foi observado
que a enzima tem capacidade de melhorar a digestibilidade do FDN. Nesse trabalho foi notado
que por a canola conter em sua composicao barreira estrutural que contém aproximadamente
12-16% de proteina e 44% de fibra bruta, sendo desta a maior parte celulose 32%, esses
componentes estruturais do tegumento estariam intimamente associados e degradacdo e
provavelmente se quebrado, iria expor as demais estruturas adicionais ao ataque enzimatico.
Além disso, foi visto que a celulase e a protease tiveram claro efeito sinérgico em termos de
expor a canola a degradacdo, melhorando a degradacdo dos componentes fibrosos das sementes
(WALSH; POWER; HEADON, 1993).

De modo geral, enzimas exogenas especialmente proteoliticas tém sido exploradas
como alternativa associada ao processamento fisico de cereais, como o milho, em dietas de
ruminantes, com a ideia de destruir as barreiras estruturais que impedem o acesso aos granulos
de amido pela a-amilase (MCALLISTER; RIBEIRO, 2013; AMARO et al., 2021). Estudos

com enzimas proteoliticas tém despertado o interesse de pesquisadores recentemente, no
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entanto a literatura ainda é limitada e com resultados controversos em relacdo a adicdo de
proteases em grdos de milho seco e seus efeitos quando comparado com as demais enzimas
estudadas. Com ruminantes, proteases exdgenas ou misturas de enzimas que contenham
proteases foram avaliadas na TMR de vacas leiteiras e de corte, e esses estudos relataram efeitos
benéficos no desempenho produtivo (EUN; BEAUCHEMIN, 2005; GADO et al., 2009) ou
nenhum efeito (VERA et al., 2012; MESCHIATTI et al., 2019). Esses trabalhos seréo descritos
posteriormente, nesta mesma segao.

A utilizacdo das proteases como aditivos para silagem tem sido mais explorada e de
bastante relevancia, com o intuito de durante a fermentacdo reduzir as subunidades da zeina e
ainda auxiliar acelerando o processo de fermentacdo permitindo fixagdo microbiana, visto que
a digestibilidade do amido € diretamente relacionada com a quebra da matriz proteica que
envolve os granulos (HOFFMAN et al., 2011; GIUBERTI et al., 2014). Essa barreira proteica
compreendida no gréo de milho pode ser reduzida com o tempo de ensilagem, para
correlacionar esse fato com a importancia da atividade proteolitica eficiente na silagem.
Hoffman et al. (2011) submeteram a planta de milho inteira com alta umidade a 240 dias de
ensilagem e observaram que houve diminuic¢do na concentracdo das zeinas no endosperma do
grdo de milho por meio da solubilizac&o ou atividade proteolitica dos microrganismos presentes
na silagem. Sendo assim, o processo de ensilagem do material junto com a ac¢do das enzimas
parece ser eficiente na diminuicdo dessas proteinas hidrofobicas que envolvem o granulo de
amido.

Diversos trabalhos realizados com a adi¢do da enzima na silagem apresentam resultados
com maior digestibilidade do amido quando comparado ao grupo controle, (YOUNG et al.,
2012; KUNG; WINDLE; WALKER, 2014; FERRARETTO et al., 2015; DER BEDROSIAN,;
KUNG, 2019). No estudo realizado por Ferraretto et al. (2015) foi testada inclusdo da enzima
proteolitica na silagem de milho grdo imido reidratado e grdo imido, ensilado ou ndo em curtos
periodos. Os resultados obtidos pelos autores em ensaio in vitro confirmaram que a adi¢do da
protease aumenta a digestibilidade ruminal do amido da silagem de milho reidratado e de gréo
umido, e do grdo reidratado sem ser ensilado, mas com melhores resultados quando é feita a
ensilagem permitindo a fermentacao do alimento.

Eun e Beauchemin (2005) trabalharam com vacas em lactacdo testando a adigcdo de
enzimas proteoliticas na forma liquida na dieta (Protex 6L ®- Genencor International®,
Rochester, NY). A dieta continha diferentes fontes e inclusdes de volumosos, sendo silagem de
cevada e feno de alfafa nas relagbes volumoso concentrado de 60:40 vs. 34:66 na MS, e

verificaram que a adicdo da enzima proteolitica na dieta melhorou a digestibilidade aparente
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total da MS, MO, proteina bruta (PB), FDN e fibra em detergente acido (FDA) com melhores
resultados para o grupo com baixo volumoso em comparagéo ao de alto volumoso. No entanto,
nos grupos com adicdo da enzima proteolitica, independente do volumoso, resultou em
diminuicdo do consumo de matéria seca das vacas, sendo compensado pela melhor
digestibilidade dos nutrientes da TMR, porém diminuiu a produgdo de leite. Ainda nesse
estudo, foi encontrado maior eficiéncia produtiva, expressa em producéo de leite/kg de MS
consumida, no grupo das vacas que receberam baixa forragem com inclusdo da enzima
proteolitica. Ainda, aumento na porcentagem de gordura e lactose do leite e diminuic¢do da
proteina no leite das dietas das vacas alimentadas com baixo volumoso foram encontrados,
independente da incluséo da enzima.

Outro resultado interessante foi a diminuicdo do pH do rimen na dieta com baixo
volumosos e adicdo da enzima proteolitica, quando comparado ao grupo de baixo volumoso
sem a enzima. Eun e Beauchemin (2005) discutem que isso se deve provavelmente pelo
aumento na digestibilidade da TMR, podendo ter ocasionado uma leve acidose que pode ser a
justificativa para os efeitos negativos no consumo, visto que o pH deste grupo ficou em 5,5. Por
fim, os autores reforcam os dados citados anteriormente nesta revisdo de que as enzimas
exdgenas agem sinergicamente com a microbiota ruminal, visto que a inclusdo da enzima
proteolitica contribuiu para a melhor digestibilidade da fibra, onde foram observados o aumento
na atividade de xilanases e endoglucanases.

O estudo dirigido por Gado et al. (2009) trabalharam com vacas da raca Pardo Suico e
testaram um produto com enzimas bacterianas com diversas atividades, dentre elas a de
protease. Além da protease, continha celulase, xilanase e amilase nas dosagens de 1 U/g de
celulase, 2,3 U/g de xilanase, 61,5 U/g de a-amilase e 29,2 U/g de proteases. As enzimas foram
adicionadas na dosagem de 40g/vaca/dia do produto (ZADO®), numa relagdo volumoso
concentrado de 70:30, e aplicado diariamente na TMR. Os resultados obtidos foram o aumento
na producdo de leite e proteina no leite (12,8-15,7 e 0,45-0,57 kg/d, respectivamente), assim
como aumento na sintese de proteina microbiana para o grupo com adi¢do do produto. Além
disso, a inclusé@o influenciou positivamente o consumo de MS e MO, da mesma forma a
digestibilidade aparente total, sendo maior para todos os nutrientes e ainda mais claro para FDN
e FDA (418-584 e 401-532 g/kg, respectivamente) do que para 0s outros nutrientes, o que
provavelmente explica o aumento na producao de leite. Os autores relataram ainda aumento da
amonia no ramen nos animais alimentados com as enzimas, o que foi atribuido pela presenca
de proteases no aditivo, o que também suporta a ideia de aumentar a capacidade de degradagao

da proteina no ramen.
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Ha discussdo que o aumento da degradacgdo da proteina no rimen pode resultar no pH
ruminal mais neutro com a presenca da enzima, aumentando a colonizacao bacteriana ruminal
nas particulas de alimento (MORGAVI et al., 2000; NSEREKO et al., 2000; YANG;
BEAUCHEMIN; RODE, 2000). Nesse contexto, um estudo com produto enzimatico com alta
atividade de xilanases concluiu que as enzimas exdgenas possuem maior atividade quando o
pH estd proximo a neutralidade, e a hipotese de que as enzimas exdgenas afetam a digestdo
qguando os valores de pH ndo estdo ideais para a degradacdo da fibra ndo foi totalmente
elucidada (COLOMBATTO; BEAUCHEMIN, 2009).

Amaro et. al. (2021) testaram 3 proteases bacterianas (11P14L, 12P7L e 13P30L) na
digestibilidade in vitro da MS e do amido de gréos de milho dentado seco e moido. Doses
crescentes das enzimas (0; 0,25; 0,50; 0,75; e 1,00 mg/g de substrato) foram aplicadas
diretamente ao substrato e incubados em fluido ruminal por 7 h. As menores doses das proteases
exogenas (11P14L e 12P7L) aumentaram a digestibilidade da MS em 98 e 87% e a
digestibilidade do amido em 57% e 64%, respectivamente, enquanto a maior dose de 13P30L
aumentou a digestibilidade da MS em 44,8% e de amido em 30%, em relacdo ao controle. Por
conclusdo os autores esclarecem que a digestibilidade in vitro da MS e do amido foram
aumentados por todas as proteases testadas, sendo a 13P30L em sua maior extensédo. Ainda,
relataram que o uso de proteases exdgenas pode aumentar a digestibilidade do amido ao quebrar
a barreira estrutural, aumentando o acesso das amilases aos granulos de amido que estdo
dispostos no interior do gréo.

Outros estudos foram conduzidos para determinar os efeitos das proteases exogenas in
vitro. Colombatto et al. (2003) evidenciaram melhorias na digestibilidade do FDN em feno de
alfafa e TMR em dietas a base de silagem de milho e alfafa com adi¢do de produto composto
por atividade proteolitica, mas sem atividade de celulase ou xilanase (Protex 6L®, Genencor
International®, Rochester, NY). Posteriormente, Colombatto e Beauchemin (2009) testaram
esse mesmo produto com avaliag@es in vitro e foi utilizado como substrato o feno de alfafa,
silagem de milho e milho laminado a seco e TMR composta dos trés ingredientes. Foi relatado
maior digestibilidade da MS in vitro dos substratos, incluindo da TMR ap06s 22 h de incubacao.
Ainda, o estudo apresentou respostas quadraticas na digestibilidade in vitro da MS e FDN do
feno de alfafa e maior degradabilidade da proteina.

A planta de alfafa se caracteriza por conter grandes quantidades de proteina de parede
celular (BACIC et al., 1988) e a tirosina dessa parede pode ter uma ligacdo cruzada com a
lignina e os polissacarideos (JUNG, 1997). Os autores mencionaram que a protease utilizada

nesse estudo pode ter como alvo essas liga¢fes cruzadas com residuos de tirosina, acelerando
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0 processo de fermentacdo pelos microrganismos, sendo essa a causa importante da discusséo
no artigo, onde é mensurado que a maior digestibilidade da fibra do feno de alfafa é,
possivelmente, resultado da maior degradabilidade da proteina, devido a acdo da protease. Por
fim, apoiando essa ideia, alguns trabalhos sugerem que de fato os residuos de tirosina podem
ser o0 local de reconhecimento para algumas proteases (MEANS e FEENEY, 1971; KOPECNY;
WALLACE, 1982).

Com gado de corte, especificamente Angus, Vera et al. (2012) avaliaram a enzima
proteolitica exdgena (27 mg de azocaseina hidrolisada/min/kg MS na TMR) em dietas de
crescimento e terminacdo de alto concentrado contendo 30% de gréos secos de destilaria
(DDG). A adigdo da enzima durante a fase de crescimento aumentou o0 CMS (+1 kg/d) mas ndo
teve efeitos no peso final, ganho médio diario (GMD) e eficiéncia alimentar (GMD (kg)/CMS
(kg)). Ainda, os autores observaram reducdo na digestibilidade do FDN, e ndo observaram
efeito na digestibilidade da MS, PB e FDA, contudo isso ndo impactou no crescimento. J& na
fase de terminacdo, a enzima proteolitica aumentou a digestibilidade da MS, PB, FDN e FDA.

Vera et al. (2012) conduziram testes in vitro com culturas continuas, onde a dieta
continha ou ndo DDG e com inclusdo ou ndo da enzima proteolitica, totalizando 4 tratamentos.
Os resultados obtidos mostraram que a enzima tendeu a aumentar as concentragcdes de AGCC
em ambas as dietas e aumentou a digestibilidade da MS, MO e FDN quando adicionado a dieta
sem DDG. Os autores concluiram que o uso da enzima beneficia a digestdo da fibra, devido aos
resultados positivos tanto in vivo quanto in vitro. Ressaltaram ainda que, embora alguns
resultados in vivo e in vitro ndo sejam compativeis, a enzima proteolitica foi benéfica em dietas
de terminacdo e sugere que pode ser mais eficaz nessas dietas de terminacdo para gado de corte
com alto teor de concentrado contendo DDG.

A associacdo entre aditivos foi estudada anteriormente em bovinos da raca Nelore em
confinamento no estudo de Meschiatti et al. (2019), citado na sessdo anterior. Foram testados
monensina e a associacdo de 6leos essenciais, enzimas proteoliticas e amiloliticas. A enzima
proteolitica utilizada nesse estudo foi a RONOZYME® ProAct (DSM® Nutritional Products,
Basel, Suica). Os autores observaram que a dieta que continha 6leos essenciais, enzima
amilolitica e proteolitica diminuiu o CMS, bem como o GMD nos periodos avaliados, mas a
eficiéncia alimentar reduziu apenas quando avaliado todo o experimento, quando comparado
com 0 grupo que continha somente 6leos essenciais e enzima amilolitica. Também, o consumo
dos nutrientes, exceto o extrato etéreo e proteina, foi menor para o grupo que continha protease
em comparagao ao grupo com 6leos essenciais e amilase, mas sem diferencas na digestibilidade

do trato total entre esses dois grupos. A digestibilidade aparente total de proteina foi maior para
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o0s animais alimentados que tinham a incluséo de protease na dieta do que para os que tinham
somente a monesina. Ainda, a adicdo da protease resultou em maior digestibilidade aparente
total de FDN e amido em relacdo a monensina. Resultados relacionados a carcaca foram menor
peso da carcacga quente (20 kg menos) e a area de olho de lombo foi menor para o grupo que
tinha a inclusdo da protéase em comparagao ao grupo somente com 6leos essenciais e amilase.

Meschiatti et al. (2019) discutem ainda, que o decréscimo no CMS no grupo com a
protease pode ser relacionada a maior degradacdo ruminal dos alimentos derivados de soja,
diminuindo o fornecimento de PNDR, que por consequéncia podera diminuir o CMS e o
desempenho. Também mencionaram que as enzimas exdgenas, especialmente a proteolitica,
variam na sua especificidade e atividade e que a variabilidade da dieta pode alterar as func¢des
das enzimas conforme os alimentos utilizados, incluséo e categoria animal, dificultando sua

aplicabilidade devido aos diferentes resultados.

1.5 MATERIAIS E METODOS

1.5.1 Local, Instalagdes e Animais

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Laboratdrio de Pesquisa em Bovinos
de Leite/LPBL do Departamento de Nutricdo e Produgcdo Animal/VNP da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo no Campus de Pirassununga
FMVZ/USP, de 04 de setembro a 26 de novembro de 2020. Os procedimentos experimentais
foram conduzidos sob a aprovacio da Comisséo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP sob o protocolo CEUA 9274250920.

As analises bromatoldgicas e de composicao do leite foram realizadas no Laboratorio
de Bromatologia do LPBL. As demais andlises foram realizadas nas dependéncias do

Laboratorio de Bioguimica e Fisiologia Animal do VNP.

1.5.2 Animais e Dietas Experimentais

Foram utilizadas vinte e quatro vacas da raca Holandesa, com 161 + 87,7 dias em
lactacdo (DEL), 681 £ 96,2 kg de peso corporal (PC), 2,41 + 0,20 escore de condigédo corporal
(ECC) e 35,2 £ 5,19 kg/d de producéo de leite no inicio do experimento, sendo 8 primiparas e
16 multiparas. Quatro vacas utilizadas no experimento possuiam cénulas ruminais para

avaliacdo de parametros de fermentacao ruminal.
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Foi utilizado o delineamento em Quadrados Latinos replicados, balanceados e
contemporaneos. De acordo com a producdo de leite, nimeros de partos e presenca de canula
ruminal, as vacas foram distribuidas em 6 quadrados. Dentro de cada quadrado foram
distribuidas aleatoriamente a uma das quatro sequéncias de tratamentos. Os periodos
experimentais tiveram duracdo de 21 dias, onde os primeiros 14 dias foram para adaptacdo da
dieta e os Gltimos 7 para as coletas de amostras. As enzimas foram adicionadas direto no mineral
do concentrado e foram ofertadas aos animais por meio do concentrado da TMR, o qual era
preparado na fabrica de ra¢cdes semanalmente. Os tratamentos foram: CON: dieta controle sem
inclusdo das enzimas; A5: suplementacdo com enzima amilolitica (0,5 g/kg de MS); A5P2:
suplementacdo com associac¢do de enzima amilolitica (0,5 g/kg de MS) e enzima proteolitica
(0,2 g/kg de MS); A5P4: suplementacdo com associacdo de enzima amilolitica (0,5 g/kg de
MS) e enzima proteolitica (0,4g/kg de MS). A enzima amilolitica utilizada foi Amaize™
(Alltech® do Brasil Ltda., Maring4, PR, Brasil); e VegProTM (Alltech® do Brasil Ltda.,
Maringé, PR, Brasil). A composi¢do da dieta experimental esta descrita nas Tabelas 1 e 2.

O aditivo utilizado de amilase (Amaize™) utilizado neste trabalho é baseado em extrato
de A. oryzae em po6 que contém principalmente atividade de a-amilase (EC 3.2.1.1). Possui
atividade amilolitica conhecida (600 FAU/g do produto) e possui caracteristica de p6 marrom.
Uma FAU (fungal amylase unit ou unidade de amilase fungica) é definida como a quantidade
de amido soltvel que é dextrinizado na taxa de 1 g/h a 30°C e pH 4,8 (FOOD CHEMICALS
CODEX, 2010). Atividades de protease, celulase e xilanase sdo despreziveis nesta composicédo
(TRICARICO et al., 2005).

Ja a enzima proteolitica (Vegpro™) é uma combinacdo de enzimas fingicas (protease e
celulase) em pd, sendo elas o produto da fermentacdo de Aspergillus niger e Trichoderma
longibrachiatum. Sua atividade enzimatica é definida como 7.500p HUT/g. Unidades da
atividade da protease sdo definidos como unidades de hemoglobina na base de tirosina por min
(HUT= haemoglobin units on the tyrosine basis; FOOD CHEMICALS CODEX, 2010;
TRICARICO et al., 2005). Para testes realizados com o a enzima na forma liquida, seu pH ideal
é mais acido, préximo a 3,5, sendo que em pH entre 3,5 e 7,2 o0 produto reteve 90% da atividade
(FOOD CHEMICALS CODEX, 1996).

Tabela 1. Ingredientes, composi¢do quimica e tamanho de particulas da dieta experimental (% MS).

Item Dieta
Ingrediente, % MS
Silagem de milho 48,0
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Milho moido 18,7
Farelo de soja, 48% PB 11,8
Polpa citrica 8,20
Gréo de soja cru e integral 6,42
Farelo de soja bypass! 4,01
Minerais e vitaminas? 1,50
Bicarbonato de sodio 0,80
Ureia 0,15
Calcério 0,20
Sal comum 0,20
Distribuicéo de particulas, % na TMR
>19 mm 16,7
19 -8 mm 39,0
8-4mm 15,7
<4 mm 28,5
Composic¢édo quimica
Matéria seca, % na TMR 47,8
Matéria organica 93,1
Amido 27,5
Proteina Bruta 16,1
Fibra em detergente neutro 39,7
Fibra em detergente acido 21,8
Extrato etéreo 3,56
Lignina 8,97
PIDA3 1,64
PDIN* 2,83

1Soy Pass 2Contetido por kg de produto: 215 g Ca, 15 mg Co, 700 mg Cu, 10 mg Cr, 20 g S, 40 mg I, 20 g Mg,
1,600 mg Mn, 20 mg Se, 70 g Na, 2.500 mg Zn, 200,000 Ul Vit A, 50,000 Ul Vit D3, 1-500 Ul Vit E. *Proteina
insollivel em detergente neutro. “Proteina insollvel em detergente acido.

Tabela 2. Composi¢do quimica dos ingredientes utilizados na dieta experimental.

Silagem Milho Farelode Grdode  Polpa Soy

Item . . . . -
de milho moido soja soja citrica  Pass*

Composicdo quimica, g/100g MS

Mateéria seca 31,70 82,83 86,34 87,07 88,75 85,53
Matéria organica 96,39 97.65 93,50 94,80 93,97 93,05
Fibra em 56,94 13,35 37,96 34,79 24,46 29,84
detergente neutro

Fibraem 31,61 4,84 21,84 18,83 17,51 14,02
detergente acido

Amido 25,16 69,49 9,52 10,12 6,32 3,57

Extrato etéreo 2,16 3,39 1,50 16,38 1,72 2,82
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Proteina bruta 7,93 12,25 40,58 39,47 6,63 52,39
Lignina 4,26 2,37 2,21 6,53 3,08 2,27
PDIN? 1,40 1,97 4,89 9,22 3,63 9,85
PIDA® 0.94 1,48 2,49 3,72 1,84 5,50

! Estimado segundo Hall (2000). 2 Proteina indigestivel em detergente neutro. 2 Proteina indigestivel em detergente
acido. “Farelo de soja By Pass.

As dietas experimentais foram formuladas com relag&o volumoso:concentrado de 48:52
para atender as exigéncias nutricionais de vacas em lactacdo com 650 kg de peso corporal,
producdo de 34 kg de leite/dia e 3,5% de gordura no leite, de acordo com o NRC (2001). As
dietas foram preparadas individualmente e fornecidas duas vezes ao dia, as 08:00 h e 13:00 h,
na forma de TMR. O ajuste da dieta foi feito diariamente de forma que as sobras ficassem entre
5 e 10% da quantidade de matéria natural ofertada. Os animais receberam banho de 40 minutos
por aspersdo no meio do dia. As vacas foram alojadas em estabulo contendo baias individuais

(17,5 m?), cama de areia, ventiladores e acesso livre a 4gua e alimentagio.

1.5.3 Consumo da Matéria Seca e Analises de Alimentos

Foram coletadas amostras de sobras diariamente durante os Ultimos 7 dias de cada
periodo experimental, formando uma amostra composta por periodo. Diariamente foram feitas
pesagens das sobras de cada animal, para mensuracdo do consumo individual. Apds o preparo
da mistura no cocho, amostras da TMR e da silagem foram coletadas e armazenadas a -20 °C
para posterior analises quimico-bromatoldgicas. Além disso, amostras dos ingredientes do
concentrado (100 g) foram coletadas na fabrica de racdo durante sua preparacdo semanalmente.

As amostras de alimentos e sobras foram secas parcialmente em estufa de ventilagdo
forcada a 55°C por 72 horas e processadas em moinhos de facas (TE-650, Tecnal®
Equipamentos para Laboratorio, Piracicaba, SP, Brasil), utilizando peneiras com poros de 1
mm e de 2 mm. Posteriormente, as amostras de 1 mm foram analisadas quanto ao seu teor de
matéria seca (MS; método 930.15; AOAC, 2000), proteina bruta (PB; N x 6.25; Kjeldahl
método 984.13; AOAC, 2000), extrato etéreo (EE; método 920.39; AOAC, 2000), FDA e
lignina (metodo 973.18; AOAC, 2000), cinzas (MM; método 942.05; AOAC, 2000) e FDN
usando alfa-amilase (VAN SOEST et al., 1991) em analisador de fibra (TE-149, Tecnal®
Equipamentos para Laboratorio).

Amostras de alimentos foram analisadas também quanto ao teor de amido através de

degradacio enzimatica (Amyloglucosidase®, Novozymes, Curitiba, PR, Brasil) e as
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absorbancias lidas em espectrofotdometro semiautomatico (SBA-200, CELM®, Sdo Caetano do
Sul, SP, Brasil) de acordo com Hendrix (1993). Ainda para caracterizacdo das dietas, 0s
alimentos foram analisados quanto aos teores de proteina insolivel em detergente acido (PIDA)
e proteina insoltvel em detergente neutro (PIDN) de acordo com Licitra, Hernandez e Van
Soest (1996).

1.5.4 Indice de Selecdo de Particulas

A TMR e as sobras foram analisadas para a distribui¢ao do tamanho de particulas usando
um sistema separador de particulas com peneiras estratificadoras (Penn State Particle Separator
— Nasco, Fort Atkinson, WI) como descrito por Kononoff et al. (2003). O separador de
particulas utilizado apresenta 4 bandejas sobrepostas (P1 a P4) com orificios: P1 = retencédo de
particulas maiores do que 19 mm; P2 = reten¢do de particulas entre 19 e 8 mm; P3 = retencéo
de particulas entre 8 e 4 mm e P4 = com fundo fechado, a qual retém particulas com diametro
inferiores a 4 mm.

O indice de selecdo foi calculado como descrito em Silveira et al. (2007), sendo o
consumo dos animais correspondentes a cada peneira expresso pela porcentagem do consumo

total predito, a partir da equacéo abaixo:

: to(z) = consumo (4% x P i)
onsumo esperado dia = consumo dia TMR kg

Consumo observado () = [oteta () x o i) - sobres () x P ()]
onsumo onpservado d = |oferta d TMR kg sopras d Sobras kg

) consumo observado (%)
Indice de selecao = K
consumo esperado (?g)

em que, Prmr € 0 tamanho de particula da TMR, e Psobras € 0 tamanho de particula das

sobras.
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Interpreta-se o indice de sele¢do igual a 1 como auséncia de selecdo, quando < 1 indica
selegdo contraria ao tamanho de particula e se > 1, mostra que vacas preferiram um tamanho

especifico de particula.

1.5.5 Digestibilidade Aparente Total

Amostras de fezes foram coletadas diretamente do reto das vacas de 9 em 9 horas, a
partir das 06h00 do dia 17 até as 21h00 do dia 19 de cada periodo experimental, representando
uma amostra a cada 3h em um periodo de 24 horas. As amostras foram congeladas apds cada
coleta e, ao final de cada periodo, as amostras foram homogeneizadas para se obter uma amostra
composta para cada vaca e periodo. As amostras foram analisadas para teores de MS, MM, MO,
FDN, PB, EE e amido conforme metodologias ja descritas.

A excrecdo fecal diaria e a digestibilidade dos nutrientes foram determinadas com base
no teor de FDN indigestivel (FDNi) nos ingredientes da racdo, sobras e fezes, a partir do
consumo de FDNIi e sua concentracdo nas fezes e sobras. Todas as amostras foram secas em
estufa com ventilagdo forgada (55° por 72 h) e moidas em moinho de facas (TE-650, Tecnal®
Equipamentos para Laboratorio) de 2 mm. As amostras foram acondicionadas em sacos de
tecido ndo-tecido (TNT, 100 g/m?; CASALI et al., 2008), respeitando a relacdo de 20 mg de
MS por cm? de superficie como descrito em Nocek (1988). Os sacos com amostra foram
incubados por 288 horas no rimen de duas vacas Holandesas previamente adaptadas a mesma
dieta do experimento e adaptacdo de técnica descrita por Huhtanen et al. (1994). Apos a retirada
do ramen os sacos foram lavados com agua corrente até o total clareamento desta, e submetidos
ao tratamento com detergente neutro por uma hora conforme descrito Van Soest et al. (1991).
O FDNi foi utilizado para estimar a excrecéo total de fezes (ETF) baseada na ingestdo de FDNI

e concentracdo do mesmo nas fezes, por meio da seguinte equagéo:

. K
kg FDNlconsumido (d_li)
ETF (—)
dia

) (%) FDNifezes

A digestibilidade da MS e dos nutrientes foi determinada pelas seguintes equagdes:

% consumo de FDNi)}

Digestibilidade MS (%) = 100 - [100 X ( e
0



46

% consumo de FDNi ) < % nutriente nas fezes )]

Digestibilidade dos nutrientes (%) = 100 - [100 X ( % TDNi nas fozcs
0

% consumo do nutriente

1.5.6 Fermentacdo Ruminal

No dia 21 de cada periodo experimental, amostras de digesta ruminal das vacas
canuladas (n = 4) foram coletadas das regides cranio dorsal, cranio ventral, ventral, caudo-
ventral e caudo-dorsal. As coletas foram realizadas antes da alimentacdo (tempo 0) e 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14 e 16 h apds a alimentacdo da manha. Imediatamente apds cada coleta, as amostras
foram homogeneizadas e filtradas em pano dessorador para obtencao do liquido ruminal (250
mL). O pH do liquido ruminal foi mensurado imediatamente utilizando um pHmetro (MB-10,
Marte Cientifica, Santa Rita do Sapucai, Brasil), outras aliquotas (50 ml) foram congeladas para
posteriores analises.

Amostras de liquido ruminal foram centrifugadas a 2,000 x g por 15 min e 1800 pL do
sobrenadante foram pipetados em eppendorf juntamente com 200 uL de &cido orto-fosférico a
1M para determinacdo de AGCC. Outros 900 pL do sobrenadante de cada uma das amostras
foram pipetados juntamente com 400 pL de éacido sulfurico (IN) para determinagédo do
nitrogénio amoniacal (N-NHs). As amostras foram congeladas para analises posteriores.

As andlises de concentracbes de AGCC foram realizadas por cromatografia gasosa,
utilizando um cromatografo a gas com injetor automatico (CG HP 7890A; HP 7683B injetor,
Agilent Technologies®, Santa Clara, CA), coluna capilar HP-FFAP (19091F-112; 25m,
0,320mm, 0,50um, J&W Agilent Technologies Inc. ®, Palo Alto, CA, EUA) e detector de
ionizacdo de chama, apds acidificacdo das mesmas com 1M de acido o-fosférico p.a. (Ref.
100573, Merck®) e 0,1 mL de solucéo de &cido 2-etil-butirico 100 mM (padréo interno; PM =
116,16; CAS 88-09-5; Sigma Chemie Gmbh®, Steinheim, Alemanha).

Uma aliquota de 1L de cada amostra foi injetada com taxa de split de 20:1, utilizando
hélio como gés de arraste a velocidade linear de 31,35 mL/min (9,20 psi). As temperaturas do
injetor e do detector foram mantidas a 260 °C. A rampa de temperatura da coluna se iniciou com
um gradiente 80 °C mantendo por 1 min, até 120 °C a taxa de 20 °C/min, mantendo por 3 min.
Seguido de um aumento para 205 °C a taxa de 10 °C/min, mantendo por 2 minutos. Tempo total
da corrida 16,5 min, sendo géas de arraste hidrogénio a 1,35 mL/min. No detector, os fluxos de
hidrogénio, ar sintético e nitrogénio foram mantidos a 40, 400 e 40 mL/min, respectivamente.
Para a quantificacdo dos analitos, uma calibracdo do método foi feita com dilui¢cdes dos padrbes
(Chem Service®, West Chester, PA, EUA) de cido acético (99,5%; CAS 64-19-97), propibnico
(99%; CAS 79-09-4), isobutirico (99%; CAS 79-31-2), butirico (98,7%; CAS 107-92-6),
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isovalérico (99%; CAS 503-74-2) e valérico (99%; CAS 109-52-4), analisadas sob as condi¢des

descritas acima.

1.5.7 Balango de Nitrogénio e Derivados de Purina

Amostras de urina foram coletadas simultanemante as amostras de fezes sendo de 9 em
9 h; a partir das 06h00 do dia 17 ao até as 21h00 do dia 19 de cada periodo experimental, durante
miccdo estimulada por massagem; totalizando 8 amostras de urina por vaca por periodo, de
modo a formar um pool representativo de 24 h, retirando o efeito da varia¢do diaria na excrecéo
urinaria. A cada coleta aliquotas de 10 mL de urina foram diluidas imediatamente em 40 mL
de &cido sulfarico a 0,036 N, para evitar destruicdo bacteriana dos derivados de purinas e a
precipitacao do &cido Urico. Apds a acidificacdo, as amostras foram armazenadas a — 20 °C para
posteriores analises de N total, alantoina, &cido Urico e creatinina. As andlises de alantoina na
urina e no leite foram realizadas pelo método colorimétrico, conforme descrito por Chen &
Gomes (1992), sendo a leitura realizada em leitor de microplaca (Biochrom Asys Microplate
Reader, Biochrom®, Cambridge, RU). As determinacdes de creatinina e acido Grico foram
realizadas por meio de Kits comerciais (Bioclin® K067 e K139, respectivamente).

O nitrogénio excretado no leite foi calculado com base na seguinte equacéo: leite N (g/d)
= concentracdo de PB do leite (g/kg) x producdo de leite (kg/d) + 6,38. O nitrogénio excretado
nas fezes foi calculado com base na equacao: N fecal (g/d) = PB nas fezes (g/kg) x MS excrecéao
fecal (kg/d) + 6,25. O nitrogénio total da urina foi determinado de acordo com a metodologia
descrita pelo AOAC (2000, método 984.13), segundo o método micro Kjeldahl. O balango de
nitrogénio foi calculado com base na diferenca entre o consumo de N e a soma do excretado
pelas fezes, urina e leite.

Foi avaliado os derivados de purinas (DP) na urina e no leite, de acordo com
metodologia descrita por Chen e Gomes (1992), considerando-se a absorcéo de purinas a partir
da férmula sugerida por Verbic et al. (1990).

A excrecdo urindria diaria de creatinina foi considerada de 29 mg/kg de PC
(VALADARES et al., 1999). Para o célculo da excregéo urinéria, foi considerado o valor de 29
multiplicado pelo peso corporal das vacas e dividido pela creatinina na urina de cada animal.
Apos a estimativa do volume diario de urina excretado, a excrecao total de DP foi calculada
pela soma das quantidades de alantoina e &cido Urico excretados na urina e da quantidade de

alantoina excretada no leite, expressas em mmol/dia.
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1.5.8 Metabdlitos Sanguineos

As amostras de sangue foram coletadas em tubos vacuolizados (10 mL) no dia 16 de
cada periodo por punc¢édo dos vasos coccigeos, sempre apos 4 horas apos a alimentagdo matinal,
em tubos sem ativador de coagulo (BD Vacutainer®, Becton, Dickinson and Company, NJ,
EUA). Apds cada coleta as amostras foram imediatamente refrigeradas para a centrifugacéo a
3000 g durante 15 minutos, para a separacdo do soro. O soro obtido foi transferido para tubetes
plasticos, identificados e armazenados a -20 °C, para posteriores analises laboratoriais.

Foram analisados o0s parametros sanguineos de glicose e ureia no soro por meio de Kits
comerciais (glicose: cat. n. K-082; ureia: cat. n. K-056; Bioclin®, Belo Horizonte, MG, Brasil),
que utilizam o método enzimatico colorimétrico de ponto final ou cinético, e analisadas em
equipamento automatico para bioquimica sanguinea (SBA 200, CELM®). O nitrogénio ureico

foi calculado multiplicando a concentracao de ureia por 0,4667.

1.5.9 Producdo e Composicao do Leite

As vacas foram ordenhadas mecanicamente duas vezes ao dia (6:00 h e 17:00 h), sendo
a producdo de leite mensurada e registrada eletronicamente (Alpro®, DeLaval, Tumba, Suica)
diariamente em todos os periodos experimentais. As amostras de leite foram coletadas das
ordenhas realizadas nos dias 15, 16 e 17 de cada periodo experimental, na ordenha da manha e
da tarde, e analisadas quanto aos teores de gordura, proteina e lactose por metodologia
infravermelha média (Lactoscan®, Entelbra, Londrina/PR, Brasil). A producdo de leite foi

corrigida para 3,5% de gordura (PLCG), segundo formula descrita por Sklan et al. (1992):
. Kg
3,5% PLCG = (0,432 + 0,1625 X %gordura no leite) X PL (7)

Aliquotas (10 mL) das amostras de leite coletadas no dia 16 foram desproteinizadas com
acido tricloroacético 25% (5 mL) de acordo com Broderick e Clayton (1997), filtradas em papel
filtro qualitativo e congeladas. Posteriormente, essas amostras foram analisadas quanto ao teor
de ureia utilizando kits colorimétricos de bioquimica (K056; Bioclin®, Belo Horizonte, MG,
Brasil), sendo as leituras realizadas em espectrofotdmetro semiautomatico (SBA 200, CELM®).
Para valor de N ureico, foi calculado multiplicando o valor de ureia por 0,4667. Alantoina do

leite foi analisado conforme ja descrito acima.
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1.5.10 Avaliacéo do Peso e Escore de Condigdo Corporal

As vacas foram avaliadas em relacdo ao escore de condicéo corporal (ECC) e 0 peso
corporal nos dias 7 e 8 do periodo de adaptacéo e nos dias 20 e 21 do periodo de coletas, segundo
metodologia proposta por Edmonson et al. (1989). O peso dos animais foi correspondente a
média de dois dias sucessivos de pesagens, sendo feitas antes do fornecimento das alimentacoes

e apés a ordenha da manha.

1.5.11 AnAlise estatistica

Os dados foram inicialmente submetidos aos testes de normalidade dos residuos (teste
de Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias (teste de Hartley), segundo Ott (1983), usando
os procedimentos UNIVARIATE e GLM, respectivamente, do SAS (version 9.4; SAS Institute
Inc., Cary, NC, EUA). Foram analisados pelo PROC MIXED SAS, versao 9.4, de acordo com

0 modelo estatistico:

Yijo = 0+ Qi + a5 + Tie + P + ey

emque: ay ~ N(0;02), e =~ N(0;02), onde Y, é 0 valor observado da variavel resposta;
i € a média geral; Qi é o efeito fixo de quadrado (i = 1 & 7); aj:i € o efeito aleatério de animal
dentro de cada quadrado latino (j = 1 a 28); Tk é o efeito fixo dotratamento (k =1 a 4); Pié o
efeito fixo do periodo experimental (I = 1 a 4); eij € 0 erro experimental; N indica distribuicdo
normal (Gausiana); g2 € a variancia associada ao efeito aleatério de animal; e g2 é a variancia
residual.

Os dados de fermentacdo ruminal foram analisados de acordo com o seguinte modelo:

Yiikem = u+ Qi + aj; + Tpe + Ppjjg + Hyy + T X Hy + €1j1am

Considerando os efeitos j& descritos acima, com w;j,; = N (0,02), € €;jxm = MVN (0;R),
sendo MVN indica multivariada com distribuicdo normal; e R € uma matriz de variancia e
covariancia devido as medidas repetidas no tempo; Hmé o efeito fixo do tempo de coleta (m =
1a9); T x Hkm € a interacdo entre tratamento e tempo; @ijki é 0 erro residual associado com
vacas dentro do periodo experimental (n = 16). Foram avaliadas as matrizes: CS, CSH, AR,
ARH, TOEP, TOEPH, UN, ANTE e FA. O critério Baisiano foi utilizado para definir a matriz
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a ser utilizada. As interagOes entre tempo e tratamento foram desmembradas pela fungéo
SLICE, identificando os tempos com efeito de tratamento.

As diferencas entre os tratamentos foram analisadas por contrastes ortogonais, sendo
C1: efeito do controle vs. tratamentos (A5 + A5P2 + A5P4); C2: efeito tratamento amilolitica
(A5) vs. tratamentos com enzima proteolitica (A5P2 + A5P4); C3: efeito incluséo de 2 g de
enzima proteolitica kg/MS (A5P2) vs. Incluséo de 4 g de enzima proteolitica kg/MS (A5P4). O

nivel de significancia foi considerado quando P < 0,05 e tendéncia quando 0,05 <P <0,10.

1.6 RESULTADOS

N&o foi observado (P > 0,219) diferengas nos tratamentos no consumo de MS ou
nutrientes (Tabela 3). O indice de selecdo de particulas da dieta com tamanho < 4 mm foi menor
(P = 0,038) para vacas alimentadas com ENZ. Vacas alimentadas com A5P2 e AS5P4
apresentaram maior (P = 0,022) indice de selecdo para particulas longas da dieta (>19 mm) e
menor (P = 0,043) indice de selegéo para particulas pequenas (<4 mm) quando comparadas as
alimentadas com A5. A adigdo de ENZ as dietas de vacas em lactacéo néo afetou (P >0,192) a
digestibilidade da MS e nutrientes. No entanto, a digestibilidade do amido foi maior (P = 0,009)
nas vacas alimentadas com os tratamentos contendo protease (A5P2 e A5P4) do que aquelas
sob o tratamento A5. Em relacdo aos tratamentos com protease, a digestibilidade da FDN foi
maior (P = 0,021) no grupo A5P4 do que no grupo A5P2. Uma tendéncia (P = 0,063) a maior
digestibilidade do amido foi observada em vacas alimentadas com A5P4 em comparagdo com
A5P2.

Tabela 3. Consumo de matéria seca e nutrientes, indice de sele¢éo e digestibilidade do trato total da matéria seca
e nutrientes de vacas leiteiras alimentadas com diferentes enzimas exdgenas.

Tratamentos® P -valor?
Item EPM
CON A5 A5P2  A5P4 C1 Cc2 C3

Consumo, kg/d

Matéria seca 28,3 28,5 28,5 280 093 0,990 0556 0,429

Matéria organica 26,3 26,5 26,5 26,1 087 0993 0520 0,442

Proteina bruta 4,62 4,65 4,67 457 0,15 0951 0,718 0,219

FDN?3 10,8 10,8 10,8 10,7 0,37 0,994 0,610 0,621

Extrato etéreo 1,03 1,05 1,05 1,02 0,04 0,790 0,632 0,224
Consumo, % PV

Matéria seca 4,22 4,22 4,20 417 0,16 0,739 0,619 0,695

FDN 1,60 1,61 1,60 159 006 0,936 0,569 0,909
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Selecdo de particulas*

> 19 mm 0,976 0,97 0,995 1,001 0,011 0,297 0,022 0,652
19 -8 mm 0,986 0988 0989 0,984 0,003 0,898 0,593 0,320
8 -4 mm 0,994 099 0,999 1,005 0,004 0,330 0,265 0,395
<4 mm 1,030 1,026 1,016 1,013 0,005 0,038 0,043 0,601
Digestibilidade, %
Matéria seca 71,8 71,3 71,8 728 066 0820 0,117 0,231
Matéria organica 72,9 72,3 72,9 739 0,69 0847 0,144 0,222
Proteina bruta 71,5 71,9 71,5 728 100 0,529 0,853 0,256
Extrato etéreo 79,5 78,3 77,9 789 140 0421 0,949 0,616
FDN 56,1 55,5 55,2 58,1 0,96 0,822 0,273 0,021
Amido 84,1 83,6 85,2 873 094 0,192 0,009 0,063

1CON: controle, dieta basal; A5: tratamento com enzima amilolitica Amaize, Alltech® (0,5 g/kg de MS da dieta);
AB5P2: tratamento com A5 + protease VegPro, Alltech® (0,2 g/kg de MS da dieta); A5P4: tratamento com A5 +
protease (0,4 g/kg de MS da dieta); 2C1 = CON vs ENZ; C2 = A5 vs A5P2+A5P4; C3 = A5P2 vs. A5P4. °Fibra
em detergente neutro. “Sem selecdo = 1, valores < 1 indica selecdo contra e valores > 1 indica selegdo para
particulas na faixa de tamanho de particula especifica. O indice de sele¢do foi calculado de acordo com Silveira et
al. (2007);

A suplementacdo com ENZ tendeu a aumentar (P = 0,083) a propor¢do molar de
propionato ruminal em comparacdo ao grupo controle (Tabela 4). A porcentagem molar de
propionato foi maior (P = 0,039) em vacas do grupo A5 do que aquelas alimentadas com
protease. Vacas do grupo A5P4 tenderam a ter maior (P = 0,098) porcentagem molar de
propionato ruminal do que aquelas alimentadas com AS5P2. Foi observado um efeito de
interacdo entre tratamento e tempo (P < 0,047) para porcentagem molar de isobutirato (Figura
1) e concentracdo total de AGCC (Figura 2).
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Tratamento! P-valor?
Item EPM . .
CON A5 A5P2 A5P4 C1l Cc2 C3 Trt Time Trt X Time
pH 6,21 620 625 627 012 0,798 0,622 0,862 0,947 <0,001 0,820
N-NHs, mg/dL 130 120 128 116 0,79 0,319 0,871 0,303 0,549 <0,001 0,301
Acidos graxos de cadeia curta (AGCC), %
Acetato 66,1 659 658 651 081 0557 0518 0,395 0,674 0,132 0,303
Propionato 18,2 192 182 188 0,75 0,083 0,039 0,098 0,027 <0,001 0,554
Butirato 12,1 11,7 123 12,1 0,67 0949 0,330 0,781 0,778 0,045 0,478
Iso-valerato 158 154 154 155 0,09 0584 0917 0,867 0,947 <0,001 0,735
Valerato 121 133 129 153 012 0,224 0598 0,194 0,327 0,161 0,462
Iso-butirato 0,834 0,780 0,778 0,826 0,04 0,247 0,520 0,249 0,377 <0,001 0,007
Acidos graxos de cadeia ramificada 363 365 361 39 017 0,702 0,681 0,353 0,728 <0,001 0,351
Relacdo acetato propionato 366 349 364 351 019 0,367 0556 0418 0,593 <0,001 0,424
Total de AGCC, mM 66,9 698 808 60,7 949 0,735 0,932 0,152 0,477 <0,001 0,047

ICON: controle, dieta basal; A5: tratamento com enzima amilolitica Amaize, Alltech® (0,5 g/kg de MS da dieta); A5P2: tratamento com A5 + protease VegPro, Alltech® (0,2
g/kg de MS da dieta); A5P4: tratamento com A5 + protease (0,4 g/kg de MS da dieta); 2C1 = CON vs ENZ; C2 = A5 vs A5P2+A5P4; C3 = A5P2 vs. Ab.
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Figura 1. Concentracdo ruminal de isobutirato em vacas leiteiras alimentadas com diferentes enzimas exdgenas.
CON: controle, dieta basal; A5: tratamento amilolitico (0,5 g/kg de MS da dieta); A5P2: tratamento com A5 +
protease (0,2 g/kg de MS da dieta); A5P4: tratamento com A5 + protease (0,4 g/kg de MS da dieta).
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Figura 2. Concentracdo ruminal de &cidos graxos de cadeia curta total (AGCC) em vacas leiteiras alimentadas
com diferentes enzimas exdgenas. CON: controle, dieta basal; A5: tratamento amilolitico (0,5 g/kg de MS da
dieta); A5P2: tratamento com A5 + protease (0,2 g/kg de MS da dieta); A5P4: tratamento com A5 + protease (0,4
g/kg de MS da dieta).
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A adicdo de ENZ as dietas ndo influenciaram (P > 0,233) na excre¢do de derivados de
purina (Tabela 5). A excrecéo de N no leite foi maior (P = 0,041) em vacas alimentadas com
ENZ do que com CON. Ao comparar 0s tratamentos contendo proteases, as vacas alimentadas

com A5P2 apresentaram menor (P = 0,058) excrecao de N pela urina do que A5P4.

Tabela 5. Excrecdo de derivados de purina e excrecdo de nitrogénio de vacas alimentadas com diferentes enzimas
exogenas.

Tratamento?! P-valor?

Item EP
CON A5 A5P2 A5P4 C1 C2 C3

Excre¢éo, mmol/d

Alantoina urina 178 221 152 169 20,9 0,897 0,016 0,538
Acido drico urina 142 156 153 143 13,3 0,549 0,608 0,527
Alantoina leite 835 661 62 606 17,31 0,233 0,792 0,947
Derivados de Purina 403 466 367 438 37,2 0,611 0,140 0,149
N excrecéo, g/g N ingestao
Fezes 0,265 0,26 0,267 0,253 0,008 0,593 0,990 0,211
Leite 0,216 0,221 0,222 0,227 0,007 0,041 0,319 0,287
Urina 0,170 0,185 0,168 0,193 0,014 0,261 0,686 0,058

1CON: controle, dieta basal; A5: tratamento com enzima amilolitica Amaize, Alltech® (0,5 g/kg de MS da dieta);
A5P2: tratamento com A5 + protease VegPro, Alltech® (0,2 g/kg de MS da dieta); A5P4: tratamento com A5 +
protease (0,4 g/kg de MS da dieta); 2C1 = CON vs ENZ; C2 = A5 vs A5P2+A5P4; C3 = A5P2 vs. A5P4; 3Estimada
de acordo com Chen e Gomes (1992).

A concentracdo sérica de nitrogénio ureico tendeu a ser maior (P = 0,083) em vacas
alimentadas com ENZ do que as do grupo CON (Tabela 6). Nao foram encontradas diferencas
na concentracdo sérica de glicose. Vacas alimentadas com ENZ produziram mais leite (+1,17
kg/d) e PLCG (+1,13 kg/d) do que as vacas do grupo CON (P <0,032). A producao de proteina
obteve tendencia (P = 0,074) e significancia para a lactose (P = 0,014) para as vacas alimentadas
com ENZ em comparacdo a CON. O teor de sélidos do leite ndo foi afetado pelos tratamentos.
A eficiéncia alimentar (producdo de leite + CMS) tendeu a ser maior (P = 0,059) em vacas

alimentadas com ENZ do que as vacas do grupo CON.

Tabela 6. Metabdlitos séricos e produgdo de leite, composicao do leite e eficiéncia produtiva de vacas alimentadas
com diferentes enzimas exdgenas.

Tratamentos! P-valor?

Item EPM
CON A5 A5P2 A5P4 C1 C2 C3

Soro
Glicose, mg/dL 758 766 755 747 232 0,936 0,558 0,765
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N ureico mg/dL 16,7 172 180 183 159 0,083 0,173 0,768
Producéo (kg/d)

Leite 320 331 331 333 0,66 0,008 0805 0,645

PLCG 3,5%° 333 342 345 346 085 0,032 0,498 0,861

Gordura 1,20 122 124 124 0,04 0,104 0,443 0,988

Proteina 1,02 105 1,05 1,06 0,02 0,074 0,947 0,981

Lactose 152 157 157 158 0,03 0,014 0,805 0,628
Composicéo (%)

Gordura 3,76 3,73 377 3,76 0,081 0,784 0,531 0,932

Proteina 316 315 316 3,15 0,015 0,532 0,776 0,450

Lactose 4,75 475 474 474 0,023 0,704 0,793 0,984
Eficiéncia

PL*/CMS® 1,17 120 119 1,22 0,039 0,059 0,606 0,184

PLCG®/CMS 1,21 123 1,24 126 0,042 0,144 0,410 0,333

1CON: controle, dieta basal; A5: enzima amilolitica Amaize, Alltech® (0,5 g/kg de MS da dieta); A5P2: tratamento
com A5 + protease VegPro, Alltech® (0,2 g/kg de MS da dieta); A5P4: tratamento com A5 + protease (0,4 g/kg
de MS da dieta); 2C1 = CON vs ENZ; C2 = A5 vs A5P2+A5P4; C3 = A5P2 vs. A5P4; 33,5% Leite corrigido para
gordura = (0,432 + 0,165 x porcentagem de gordura do leite) x producéo de leite (kg/d). “Producdo de leite.
Consumo de matéria seca. ®Produgéo de leite corrigida para gordura.

1.7 DISCUSSAO

Foi hipotetizado que a combinacéo das enzimas amilolilitica e proteolitica resultaria na
melhora do desempenho produtivo das vacas devido a maior digestibilidade de nutrientes. De
fato, o desempenho melhorou com a adi¢do de enzimas exdgenas na dieta, mas ndo foi
observado efeito sinérgico positivo com a associacdo das enzimas na producdo de leite.
Contudo, diferengas foram observadas na digestibilidade de nutrientes. VVacas dos grupos com
associacbes das enzimas (A5P2 e A5P4) tiveram melhor digestibilidade do amido em
comparagdo ao A5, enquanto A5P4 obtiveram tendéncia em maior digestibilidade do amido do
que A5P2, mostrando que a acdo em conjunto da protease e amilase pode ser positiva na
digestibilidade do amido e dependente da dosagem utilizada.

A enzima proteolitica ainda é pouco explorada para ruminantes, especialmente bovinos
leiteiros. A usada nesse estudo (Vegpro™ Alltech® do Brasil Ltda.) foi amplamente testada em
aves e suinos, mas até onde sabemos, este é o primeiro trabalho com vacas em lactacdo. Ha
algumas evidéncias in vitro e in vivo sugerindo que a amilase tem potencial para melhorar a
digestibilidade do amido (KLINGERMAN et al., 2009), o que corrobora com o encontrado
neste estudo. Para ruminantes é esclarecido que a matriz proteica e endosperma vitreo estao
menos susceptiveis ao ataque enzimatica no amido, podendo reduzir a digestibilidade deste
carboidrato no ramen (HARMON e TAYLOR, 2005). Em aves, foi demonstrado que associar
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enzimas contendo amilase, xilanase e protease é eficaz em aumentar o valor nutritivo de dietas
a base de milho (PACK et al., 1998), o que corresponde a melhora de 2-5% na energia
disponivel com a suplementacdo enzimatica de dietas a base de milho para frangos de corte
(JOHNSON et al., 2022).

Considerando a eficacia da enzima proteolitica na digestibilidade dos nutrientes, o0s
resultados ndo sdo consistentes apesar dos achados neste estudo relacionados ao amido. E
importante destacar que os resultados sdo dependentes da dose e da dieta utilizada em cada
espécie. Meschiatti et al. (2019) ndo encontraram efeitos na digestibilidade de nutrientes quando
adicionado protease na dieta de bovinos de corte confinados. Eun e Beauchemin, (2005)
relataram aumento na digestibilidade de FDN em reposta a adi¢do da enzima proteolitica na
forma liquida. J& Ferrareto et al. (2015) testaram a digestibilidade in vitro do amido e perfil de
fermentacao para milho reidratado, ensilado ou néo ensilado; silagem de grdo iumido com ou
sem protease; e compararam a protease com inoculantes. Os autores puderam observar que a
adicéo de protease em ambos foi eficaz em aumentar a digestibilidade do amido, mas no milho
reidratado ensilado a protease foi mais eficaz do que no milho reidratado ndo ensilado (aumento
de 6,4 vs. 2,6 unidades percentuais). Diante disso, podemos especular que apesar da protease
melhorar a digestibilidade do amido quando incluida na TMR, se a incluirmos na ensilagem
pode ser igual ou mais eficaz na digestibilidade do amido e dos demais nutrientes.

Em relacdo a producéo de leite, no presente estudo houve aumento para 0s grupos que
receberam as enzimas em comparacdo com controle. Diversos estudos com enzima amilolitica
relatam aumento na producdo de leite (TRICARICO et al., 2005; TRICARICO et al., 2008;
KLINGERMAN et al., 2009) outros relataram nenhum efeito (TAKIYA et al., 2017; ZILIO et
al., 2019). Cabe ressaltar novamente que foram estudos com diferentes dosagens e cenarios. Ja
com a utilizacdo da enzima proteolitica, foi relatado diminuicdo no CMS e producdo de leite
(EUN e BEAUCHEMIN, 2005) e quando diversas enzimas foram empregadas em conjunto na
dieta, obtiveram aumento no CMS e producéo de leite (GADO et al., 2009). De fato, no presente
estudo, apesar de ndo obtermos diferencas no consumo, a producao de leite foi maior nos grupos
com enzimas, podendo ser relacionado a mudangas na fermentagdo ruminal. Como exemplo,
as mudangas nas concentracGes de propionato nos diferentes grupos em relagdo ao controle.
Em funcdo disso, é discutido sobre a capacidade das enzimas exdgenas em modular a
fermentacdo ruminal e melhorar a eficiéncia energética da fermentacdo. Essa mudanca nas
proporcoes de AGCC pode aumentar a disponibilidade de precursores e melhorar a utilizacdo
de nutrientes, possivelmente devido & fermentacdo de acUcares liberados da hidrélise
ocasionada pelas enzimas (EUN e BEAUCHIMIN, 2007; GADO et al., 2009). No entanto, 0s
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resultados de estudos com adicdo de enzimas exdgenas na dieta de vacas leiteiras ndo séo
consistentes. Estudos com utilizagdo da enzima proteolitica na dieta de vacas leiteiras mostram
que ndo houve mudancas nas concentracbes dos AGCC em fungdo da protease (EUN e
BEAUCHIMIN, 2007) ou com protease para gado de corte (VERA et al., 2012). Ja estudos
com a utilizagcdo da amilase na dieta das vacas, mostram que pode néo ocorrer nenhum efeito
(TAKIYA et al., 2016; ZILIO et al., 2019) ou pode ocorrer diminui¢do nas proporcoes de
propionato e aumento de acetato e butirato (TRICARICO et al., 2005, DE FRAIN et al., 2005;
TRICARICO et al., 2008) ou aumento de propionato, como no estudo de Gado et al. (2009)
com uma mistura de enzimas.

Gado et al. (2009) correlacionaram o efeito positivo no desempenho produtivo quando
empregadas diversas enzimas devido a melhoria no consumo, digestibilidade, fermentacao
ruminal e melhora na sintese de proteina microbiana. O presente estudo corrobora com 0s
achados por esses autores, onde os grupos com adicdo de enzimas exdgenas melhoraram a
digestibilidade dos nutrientes, especialmente FDN e amido, bem como mudangas na
fermentacdo ruminal, como maior producdo de propionato, possibilitando maior aporte
energético ao animal e melhora no desempenho produtivo.

Nesse sentido, Tricarico et al. (2005) descreveram efeitos positivos na producdo de leite
dos animais que receberam enzima amilolitica, onde os autores discorreram sobre os beneficios
da enzima amilolitica na maior producdo de leite associado aos efeitos na fermentacao ruminal
e as alteracGes no metabolismo dos nutrientes, e reforcam a ideia que, de fato, a enzima atua
como um modulador ruminal. Esses autores ainda encontraram efeitos nos componentes do
leite com as doses crescentes da enzima, onde houve aumento quadréatico para o teor da gordura
e tendéncia ao aumento da proteina. No presente estudo ndo houve efeitos para gordura no leite,
no entanto, também houve tendéncia para aumento da producdo de proteina nos tratamentos
gue receberam as enzimas em comparacdo com o controle, bem como maior producdo de
lactose. O aumento da producdo de lactose esta relacionado ao aumento da producdo de leite
semelhante ao reportado no trabalho de Eun e Beauchemin (2005). O propionato € o principal
precursor da gliconeogénese em ruminantes, e a glandula mamaria € um dos tecidos de
exigéncia obrigatdria de glicose para a sintese de lactose (ASCHENBACH et al., 2010).
Portanto, 0 aumento da producéo de lactose do leite pode ter sido apoiado por essa sucessao de
resultados: maior digestibilidade do amido, maior producéo de propionato, e maiores producoes
de leite e de lactose no leite.

Né&o observamos diferencas no consumo de MS e nutrientes nos diferentes tratamentos.

Isso foi observado em outros estudos que, da mesma forma, testaram enzimas exogenas na
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alimentacdo de vacas leiteiras (WEISS et al., 2011; VARGAS-RODRIGUES et al., 2014;
TRICARICO et al.,, 2005; TAKIYA et al., 2017), porém vale ressaltar que 0 CMS esté
intrinsicamente relacionado com a dieta, teor de amido na dieta e dosagem das enzimas
utilizadas, a forma como cada enzima foi ofertada, bem como a fase de lactacdo das vacas e sua
producdo diaria. Esses fatores, especialmente ligados a dieta, podem ocasionar mudancas
fermentativas permitindo melhorar a digestibilidade de alguns nutrientes, como relatado por
Arriola et al. (2017) em sua meta analise, onde a inclusdo de enzima amilolitica promoveu
melhora na digestibilidade da fibra sem afetar CMS. No presente estudo foi encontrado
mudangas na digestibilidade de FDN e amido no grupo A5P4, e esses efeitos podem estar
relacionados aos beneficios da associagdo das enzimas, bem como a dosagem da enzima
proteolitica utilizada neste tratamento (0,4 g/kg MS), favorecendo a hidrélise e melhorando a
disponibilidade dos nutrientes para a digestao.

Alguns autores tém observado que a adicdo de enzimas exdgenas na alimentacdo de
vacas leiteiras pode alterar a selecdo de particulas das dietas (ANDREAZZI et al., 2018; ZIL1O
et al., 2019), podendo promover alteracfes na digestibilidade da fibra e fermentacdo ruminal.
No presente estudo, para dados de selecédo de particulas, as vacas que receberam as enzimas em
combinacBes apresentaram maior selecdo para particulas maiores que 19mm e menor indice de
sele¢do para particulas inferiores a 4mm, quando comparada com A5. Curiosamente, a digestéo
de FDN foi maior nos grupos que tiveram preferéncia por particulas maiores (A5P2 e A5P4), o
gue nos leva a presumir que devido aos animais ingerirem mais fibra longa propiciou maior
area de contato para 0s microrganismos ruminais, podendo amparar 0 aumento da
digestibilidade do FDN, a qual foi maior no grupo A5P4 em comparacdo ao A5P2 (NSEREKO
et al., 2000; WANG et al., 2001). Ainda, devido a facilidade dos animais em digerir fibra em
funcdo do aumento da digestibilidade da FDN, optaram por maior consumo de fibras longas na
dieta, como observado por Silva et al. (2016).

Levando em consideragéo a dieta com proporcao 48:52 volumoso:concentrado, onde o
unico volumoso ¢ a silagem de milho, pode ser que os animais procurassem por fibra longa para
neutralizar os efeitos da maior digestibilidade do amido encontrada no presente estudo. Nesse
sentido, os dados de pH ruminal suportariam a ideia, pois se manteve constante mesmo para 0s
grupos que a digestdo do amido foi maior. DeVries (2008) observou que vacas em lactacdo
recebendo dietas com menos de 50% de forragem preferem particulas maiores, o contrario
também se confirma, onde selecionam menos particulas longas e preferem particulas
intermediarias em dietas com mais de 60% de forragem. Ainda, o consumo preferencial de

particulas com maior teor de energia é esperado quando a demanda por fibra (particulas longas)
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¢ atendida (MILLER-CUSHON; DEVRIES, 2017), sugerindo que nas proporcOes de
volumoso:concentrado do presente estudo a demanda por energia foi atendida podendo ser
atribuido, em partes, pela maior digestibilidade do amido, dai a busca por mais fibras longas
pelos animais.

Levando em consideragdo que as enzimas melhoram a digestibilidade do amido
esperavamos aumento nas concentrages de propionato e diminui¢do do pH. No entanto, nao
encontramos mudancas no pH ruminal, mas observamos tendéncia em aumentar o propionato
para 0s grupos com inclusdo das enzimas em relacdo ao controle. As vacas do grupo A5
aumentaram as concentracdes de propionato em relacdo aos grupos que receberam as
combinaces, corroborando com a ideia de que enzima amilolitica pode modular a fermentacao
ruminal. De forma geral, a inclusdo de enzimas exdgenas na dieta melhora a atividade
enzimatica no rdmen e consequentemente, aumenta a degradacdo ruminal de nutrientes
(NOZIERE et al., 2014). O aumento da digestibilidade ruminal dos carboidratos ocasiona o
aumento da concentracdo de carboidratos sollveis, que servem de substrato tanto para as
bactérias amiloliticas quanto para as ndo-amiloliticas, afetando os produtos finais da
fermentacdo ruminal (BEUACHEMIN et al., 2003; TRICARICO et al. 2008; VARGAS-
RODRIGUEZ et al., 2014).

E discutido na literatura que a utilizagio da enzima amilolitica module a fermentag&o
ruminal. Com os resultados do presente estudo sugerimos que a preotease também contribui
com esse processo, como ja reportado por Eun e Beauchemin (2005) em seu estudo. Essa
alteracdo no metabolismo microbiano pode acontecer pelo crescimento de espécies de bactérias
ndo-amiloliticas de maneira mais rdpida do que as bactérias amiloliticas, sugerindo que
populacbes do rimen se beneficiem dessas enzimas exdgenas. Esse mecanismo é conhecido
como alimentacdo cruzada e € caracteristica do ecossistema microbiano, onde os
microrganismos utilizam de produtos da hidrélise de outras espécies, modificando os produtos
resultantes da fermentacéo ruminal (COTTA etal., 1988; TRICARICO et al., 2005), o que pode
explicar a maior digestibilidade da fibra no grupo A5P4 encontrada no presente trabalho.
Noziere et al. (2014) suplementaram com amilase vacas primiparas e reportaram aumento na
digestibilidade ruminal do amido, no entanto encontraram redugdo na relagdo
acetato:propionato no ramen. Contudo, no trabalho de Tricarico et al. (2005), a suplementagéo
com enzima amilolitica aumentou linearmente a propor¢do de acetato e diminuiram de
propionato no rimen. E importante ressaltar que nesses estudos foram utilizadas diferentes
fontes de amido e forragem, diferentes estagios de lactacdo e diferentes niveis de consumo de
MS.
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Em relacdo a interagédo tratamento e tempo para isobutirato encontrados neste trabalho,
h& autores que sugerem que tanto o isobutirato quanto isovalerato sdo capazes de aumentar a
atividade de bactérias celuloliticas, tendo em vista que estes sdo fatores de crescimento
microbiano (BUTTERY; FOULDS, 1988), o que poderia corroborar com o aumento da
digestibilidade do FDN nesse estudo. Além disso, ha discussdes que produtos gerados por
bactérias celuloliticas podem ser utilizados por bactérias ndo celuloliticas (RUSSEL, 1985).
Essas informacdes sugerem que 0s microrganismos que fazem parte do ecossistema ruminal
tém a capacidade de utilizar produtos da hidrolise gerado por outras espécies.

Estudos corroboram com a ideia de que a adi¢do da amilase exdgena na dieta de vacas
leiteiras melhora a digestibilidade da fibra (KLINGERMAN et al., 2009; GENCOGLU et al.,
2010; WEISS et al., 2011), por isso 0 aumento da digestibilidade da FDN poderia ser esperado
em nosso estudo quando utilizada a amilase. No entanto, no presente estudo a digestibilidade
do FDN foi maior quando adicionamos mais enzima proteolitica associada a amilolitica e ndo
isolada. Estudos que utilizaram uma mistura de enzimas, contendo entre elas xilanase, amilase
e protease, também encontraram maior digestibilidade do FDN (GADO et. al, 2009) bem como
qguando utilizado somente a protease (EUN e BEAUCHEMIN, 2005). Esse aumento da
digestibilidade de nutrientes ndo amilaceos, como a FDN, é suportado pela teoria de Tricarico
et al. (2008), em que enzimas exdgenas (como a proveniente de Aspergillus oryzae) modificam
0 metabolismo microbiano ou a populagdo microbiana no rimen. A suplementacdo com enzima
amilolitica aumenta a producdo de maltodextrinas que podem ser utilizadas por uma variedade
de bactérias incluindo amiloliticas e ndo-amiloliticas. O autor ainda ressalta o efeito sinérgico
entre a protease e celulase quanto ha exposicdo dos grdos de cereais a degradacdo dos
componentes fibrosos do alimento.

O teor de FDN da dieta do presente estudo ficou relativamente alto, 39,7%, o que pode
ter favorecido o efeito sinérgico entre celulose e protease, como o mencionado por Walsh;
Power; Headon (1993). Outra ideia em relacdo a esse valor relativamente elevado de FDN na
dieta é a levantada por Silvestre et al., (2022) em seu estudo. Os autores utilizaram a adicdo da
enzima amilolitica a dieta experimental com teor de FDN semelhante a utilizada neste trabalho
(39,1% de FDN), e discutem que a maior concentracdo de FDN provavelmente resultou em
taxa de passagem mais lenta, o que diminuiu 0 CMS através de mecanismos de enchimento
ruminal (DADO e ALLEN, 1995; ALLEN, 2000; MILLER et al., 2020). Esses dados podem
nos levar a discutir sobre a passagem mais lenta da digesta no rimen e maior tempo de retencéo
ter contribuido na maior digestibilidade do amido devido ao maior tempo disponivel para a

atuacdo das enzimas exdgenas. Em contrapartida, Eun e Beauchemin (2005) trabalharam com
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vacas em lactagdo testando a adicdo de enzimas proteoliticas na forma liquida na dieta, com
diferentes proporgdes de volumoso:concentrado, sendo 60:40 vs. 34:66 na MS. Curiosamente,
a enzima proteolitica melhorou a digestibilidade dos nutrientes, dentre eles o FDN para o grupo
de baixo volumoso em relacdo ao de alto volumoso.

Diferente do estudo citado anteriormente, a enzima proteolitica utilizada nesse estudo
contém proteases e uma parcela minima de celulase em sua composi¢cdo, provenientes do
produto da fermentacdo de Aspergillus niger e Trichoderma longibrachiatum, o que pode ser
atribuido como motivo para o aumento da digestibilidade do FDN. No entanto, devemos
interpretar com cuidado essa informacéo, pois nos estudos citados anteriormente, as enzimas
utilizadas eram unicamente proteases e estimularam populagdes fibroliticas quando adicionadas
a dieta (EUN e BEAUCHMEIN, 2005). Ainda, o fator da estabilidade ruminal de uma enzima
pouco estudada em vacas leiteiras. No entanto, Morgavi et al. (2001) concluiram que a
estabilidade ruminal parece ndo ser um fator limitante para a atividade de aditivos de enzimas
alimentares provenientes do fungo Trichoderma, o que torna plausivel compreender a
estabilidade da enzima proteolitica utilizada nesse estudo, visto que provém de Trichoderma.

O mecanismo pelo qual a melhora na digestibilidade do FDN acontece, ainda ndo é
claro, mas é discutido neste e em outros estudos que com a utilizagdo das enzimas exdgenas ha
um aumento na atividade enzimatica total do rimen, o que pode contribuir para 0 aumento da
digestibilidade no trato total da dieta fornecida (ZILIO et al., 2019). Morgavi et al. (2000)
elucidaram sobre os efeitos sinérgicos da suplementacdo enzimatica, demonstraram sinergismo
entre enzimas exodgenas e enzimas ruminais, de modo que o efeito hidrolitico combinado no
ramen foi muito maior do que o estimado a partir das atividades enzimaticas individuais. Outra
possibilidade ja elucidada por EUN e BEACHIMAN (2005) sdo os efeitos da enzima
proteolitica nas barreiras estruturais dos ingredientes da dieta, facilitando o acesso microbiano
mais rapido a fibra digestivel (NSEREKO et al., 2000; COLOMBATTO et al., 2003a).

Ainda, o aumento da desaminacéo e consequente liberacdo de amdnia no ramen pela
inclusdo da enzima proteolitica pode ser correlacionado com o aumento da digestibilidade do
FDN. Sugere-se que com aumento da amoénia no ambiente ruminal, ha um aumento das
bactérias celuloliticas, visto que estas utilizam amonia para seu crescimento (HOOVER, 1986),
0 que pode ter contribuido com a melhora na digestibilidade do FDN no grupo A5P2. Acerca
da ideia da desaminacdo citada anteriormente, parte da premissa que a atividade da enzima
proteolitica possa causar um aumento das respostas a protedlise e desaminacédo, contribuindo
na fermentagdo ruminal (MCDONALD et al., 1991). Em resposta a desaminacéo, era esperado

que o nitrogénio amoniacal no ramen estivesse elevado, mas isso ndo foi encontrado neste
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estudo, o0 que vai de acordo com o estudo de Oh et al. (2019), onde a enzima n&o afetou a
concentragdo de amodnia ruminal. No entanto, a amdnia pode ter sido utilizada pelos
microrganismos ruminais, sendo absorvida pela parede ruminal e levada até a corrente
sanguinea. Portanto, podemos correlacionar com os resultados de ureia sérica onde houve
tendéncia pode ser relevante, ja que 0s grupos com enzimas na dieta tiveram maior
concentracédo de ureia no sangue em comparacgao ao grupo controle. Isso se deve pela amonia,
que quando liberada é convertida em ureia, produto de excrecdo dos ruminantes, por meio do
ciclo da ureia. Esse mecanismo consiste na producao de ureia que ocorre quase exclusivamente
no figado, sendo o destino da maior parte da amonia canalizada para esse 6rgao, passando para
a circulagdo sanguinea e chegando aos rins, sendo excretada na urina (LENINGHER, 2005).
Inclusive, autores que utilizaram concentracdo de amonia quando se avalia a fermentacéo de
silagens, alegam que esse parametro pode ser uma boa resposta a ser considerada quando ha
hidrdlise da porgdo proteica. Em silagens, a amonia tem sido correlacionada com a degradacédo
da matriz proteica dos gréos presentes, e ainda sendo considerados bons indicadores da
digestibilidade do amido (DER BEDROSIAN et al., 2012; FERRARETTO et al., 2015).

Ja em relacdo a maior excrecdo de N no leite, pode estar correlacionado a maior
concentracédo de ureia no sangue, o qual obteve tendéncia para maior excre¢ao para 0S grupos
que receberam as enzimas. De fato, os resultados da utilizagdo de enzimas exdgenas podem
ser de dificil interpretacdo, devido a aplicacdo aos diferentes cendrios entre eles o estagio de
lactacdo das vacas, tipo de enzima, dosagens, associac@es, forma de aplicacdo, tipo e qualidade

dos alimentos empregados na dieta (YANG et al., 2019).

1.8 CONCLUSAO

A inclusdo de enzimas na alimentacdo de vacas leiteiras promoveu aumento na PL e
PLCG sem afetar o CMS. A associacdo das enzimas amiloliticas e proteoliticas podem
promover mudancas na fermentacéo ruminal, como aumento na producéo total de AGCC sem
afetar o pH ruminal, bem como diferentes dosagens de enzimas proteoliticas permite melhorar
a digestibilidade de FDN e amido.
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2. EXTRATO DE MALTE SECO DE CEVADA SUBSTITUINDO PARCIALMENTE O
MILHO MOIDO EM DIETAS DE VACAS LEITEIRAS: DIGESTIBILIDADE DE
NUTRIENTES, FERMENTACAO RUMINAL E DESEMPENHO PRODUTIVO.

BUGONI, M., TAKIYA C. S., GRIGOLETTO N. T. S.,, NUNES A. T., VITTORAZZI, P. C.
J., CHESINI, R. G., SILVA, G., ALCANTARA, L. V. B., RENNO, L. N., AND. RENNO, F.
P. Dry malt extract from barley partially replacing ground corn in diets of dairy cows: nutrient
digestibility, ruminal fermentation, and milk composition. Journal of Dairy Science, 2022.

RESUMO

O extrato de malte seco (EMS) tem sido utilizado na nutri¢gdo animal como fonte alternativa de
carboidrato rapidamente fermentavel. O experimento foi conduzido para avaliar a substituicdo
parcial de milho moido por EMS em dietas de vacas leiteiras quanto a digestibilidade aparente
total, fermentacdo ruminal, producdo de proteina microbiana ruminal, excrecdo de N,
concentracdo sérica de ureia e producdo e composicdo do leite. Vinte e oito vacas da raca
Holandesa (producéo de leite de 35,3 + 5,88 kg/d e 148 + 78 DEL), sendo quatro canuladas no
ramen, foram distribuidas de acordo com a presenca de canulas ruminais, nimero de partos,
producdo de leite e DEL e distribuidas em um delineamento crossover. Os periodos
experimentais duraram 21 dias, dos quais os primeiros 14 dias foram destinados a adaptacdo ao
tratamento e 7 dias foram usados para coleta de dados e amostragem. Os tratamentos foram
compostos por controle (CON) ou EMS de cevada (Liotécnica Tecnologia em Alimentos, Embu
das Artes, Brasil) em substituicdo ao milho moido em 7,62% MS da dieta (~2 kg/d). Os dados
foram analisados usando o procedimento MIXED do SAS modelando os efeitos fixos de
tratamento, periodo e sua interacdo, além do efeito aleatério de animal. Os dados de
fermentacdo ruminal foram analisados como medidas repetidas incluindo o tempo e sua
interacdo com o tratamento no modelo anterior como efeitos fixos. O EMS néo afetou a ingestdo
de nutrientes ou a selecdo de particulas. O EMS aumentou a digestibilidade aparente da PB. A
alimentacdo com EMS diminuiu o pH ruminal e a porcentagem molar de butirato e aumentou
a porcentagem molar de acetato. Ndo foram detectados efeitos do tratamento para o
fornecimento de proteina microbiana do ramen ou excre¢do de N. Vacas alimentadas com EMS
apresentaram menor concentracdo sérica de ureia do que vacas CON. EMS aumentou a
producéo de leite, producdo de leite corrigida para 3,5% de gordura, producdo de gordura e
proteina e melhorou a eficiéncia alimentar (PLCG + CMS). Vacas alimentadas com EMS

apresentaram menor teor de NUL em comparagdo com vacas CON. O extrato de malte seco
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pode substituir parcialmente o milho moido na dieta, melhorando a producdo de leite e a

eficiéncia alimentar.

Palavras-chave: acucar, carboidrato rapidamente fermentavel, malte de cevada.
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2. DRY MALT EXTRACT FROM BARLEY PARTIALLY REPLACING GROUND CORN
IN DIETS OF DAIRY COWS: NUTRIENT DIGESTIBILITY, RUMINAL
FERMENTATION, AND MILK COMPOSITION.

ABSTRACT

Dry malt extract (DME) has been used in animal nutrition as an alternative source of rapidly
fermentable carbohydrate. An experiment was conducted to evaluate the partial replacement of
ground corn with DME in diets of dairy cows on apparent digestibility, ruminal fermentation,
predicted rumen microbial protein supply, N excretion, serum urea-N concentration, and milk
yield and composition. Twenty-eight Holstein cows (35.3 + 5.88 kg/d milk yield and 148 + 78
DIM), four of which were rumen cannulated, were blocked according to the presence of rumen
cannulas, parity, milk yield, and DIM and enrolled into a crossover design experiment.
Experimental periods lasted 21 d of which the first 14 d were allowed for treatment adaptation
and 7 d were used for data collection and sampling. Treatment sequences were composed of
control (CON) or DME from barley (Liotécnica Tecnologia em Alimentos, Embu das Artes,
Brazil) replacing ground corn at 7.62% diet DM (~2 kg/d). Data were analyzed using the
MIXED procedure of SAS modeling the fixed effects of treatment, period, and their interaction,
besides the random effect of animal. Ruminal fermentation data were analyzed as repeated
measures including time and its interaction with treatment in the previous model as fixed
effects. Treatments did not affect nutrient intake or feed sorting. Dry malt extract increased
apparent digestibility of CP. Feeding DME decreased ruminal pH and molar percentage of
butyrate and increased molar percentage of acetate. No treatment effects were detected for
predicted rumen microbial protein supply or N excretion. Cows fed DME had lower serum
urea-N concentration than CON cows. Dry malt extract increased yields of actual milk, 3.5%
fat-corrected milk, production of fat, and protein, and improved feed efficiency (FCM + DMI).
Cows fed DME had lower MUN content in comparison with CON cows. Dry malt extract can

partially replace ground corn in diet while improving milk yield and feed efficiency.

Keywords: carbohydrate, malting barley, rapidly fermentable carbohydrate, sugar
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2.2 INTRODUCAO

A cevada (Hordeum vulgare L.) é o cereal primario utilizado na producdo mundial de
malte e contém (com base na MS) 65 a 68% de amido, 10 a 17% de PB, 4 a 9% de B-glucana,
2 a 3% de lipidios livres e 1,5% a 2,5% de minerais (CZUCHAJOWSKA et al., 1998;
IZYDORCZYK et al., 2000). Cerca de dois ter¢os da producdo de cevada sdo usados para
alimentacdo humana e um terco para producdo de malte, e cerca de 2% para alimentos
diretamente (LI et al., 2001; BAIK e ULLRICH, 2008). Durante a maltagem, a cevada sofre
processo incompleto de germinag&do natural que envolve uma série de degradacdes enzimaticas
do endosperma do grdo. Como resultado da atividade enzimatica (especialmente das enzimas
amiloliticas e proteoliticas), as paredes celulares do endosperma sdo degradadas, os granulos
de amido sdo liberados da matriz do endosperma em que estdo inseridos (GUPTA et al., 2010),
aumentando o conteddo de proteina soltvel e aclcares simples (HOSENEY, 1994).

Os extratos de malte podem ser obtidos ap6s o malte de cevada passar por uma série de
processos que incluem hidratagéo, extrusdo, resfriamento, esmagamento do malte, preparacéo
do mosto (processo de extracdo), hidrolise do mosto, subsequente separacdo (filtragem) e
evaporacdo do mosto para produzir o extrato liquido de malte (SAFONOVA et al., 2018). O
extrato de malte liquido pode ser posteriormente seco para produzir o extrato de malte seco
(EMS), que é cristalino em uma forma semelhante ao agtcar comum. Durante o processo de
mostura, polissacarideos do extrato de malte sdo degradados e carboidratos fermentaveis
(maltose, isomaltose, maltotrioese, etc) sdo produzidos (PAIK et al., 1991). Polissacarideos ndo
amilaceos também sdo degradados durante o processo de trituracdo em carboidratos menores
(GUPTA et al., 2010). Assim, o extrato de malte é geralmente composto por carboidratos
menores e é mais fermentavel que o malte. A cevada maltada contém cerca de 63,0% de amido,
10,1% de carboidratos soluveis e 3,2% de acgUcares redutores, enquanto um extrato de malte
comercial contém 17,0% de amido, 92,1% de carboidratos soltveis e 35,9% de acUcares
redutores (BHATTY, 1996).

Os extratos de malte da cevada possuem metade da dogura do xarope de agUcar e sdo
amplamente utilizados na industria alimenticia, na preparacdo de aditivos em massa para
panificacdo, cereais matinais e cerveja (SAFONOVA et al., 2018). Extratos de malte também
foram testados em dietas de aves (SEDGHI e AKBARI MOGHADDAM KAKHKI, 2018) e
vacas leiteiras (BIAGI et al., 2007) sem influenciar o desempenho animal. Devido ao seu alto
teor de carboidratos rapidamente fermentaveis, o extrato de malte pode substituir fontes de

amido e acucares em dietas de ruminantes como milho moido e melaco, dependendo dos custos
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e disponibilidade. Extratos de malte podem ser usados para complementar dietas com teor de
amido relativamente baixo. A cevada maltada também mostrou propriedades antioxidantes
derivadas de seu teor de vitamina E (DO et al., 2015). No entanto, a substituicdo parcial do
milho moido, cevada e sorgo por extrato de malte durante o periodo de transicdo e inicio da
lactacdo néo teve efeito sobre a produgéo e composicdo do leite durante os primeiros 120 dias
de lactacdo (BIAGI et al., 2007). Até onde sabemos, ndo hé publica¢des sobre os efeitos de um

EMS de cevada na fermentacdo ruminal e no desempenho de vacas em meio de lactacéo.

2.3 HIPOTESE E OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos da substituicdo parcial do milho moido
por EMS (a 7,6% MS da dieta) na digestibilidade aparente total dos nutrientes, fermentacéao
ruminal, fornecimento de proteina microbiana ruminal, producdo e composicdo do leite e
concentracdes de N-ureico no sangue de vacas leiteiras. A hipdtese é que a substituicdo parcial
do milho moido por EMS altera a fermentacao ruminal e melhora o desempenho de vacas em

lactacdo.

2.4 REVISAO DE LITERATURA

Como visto no capitulo anterior, 0 amido é o principal carboidrato ndo fibroso da dieta
de vacas em lactacdo, podendo variar dependendo de sua fonte na taxa de digestdo e nos
produtos finais da fermentacdo no rimen, afetando subsequentemente a utilizacdo de nutrientes
pelos animais. Dentre os diferentes tipos de carboidratos empregados na dieta, os carboidratos
ndo fibrosos, como o amido, fermentam mais rapido que a fibra e pode diminuir o pH ruminal,
resultando em maior producao de propionato no rimen (OWENS E GOETSCH, 1988). Embora
dietas ricas em amido aumentem a densidade energética, o excesso de producao de propionato
pode causar acidose (ALLEN, 2000) e o baixo pH ruminal pode causar depressdo da gordura
do leite (KALSCHEUR et al. 1997).

O amido pode ser substituido por aglcares na dieta, que se caracterizam por ser
carboidratos soluveis em agua e incluem dissacarideos, como sacarose, lactose e maltose, e
monossacarideos, como glicose, galactose e frutose. O acucar é considerado fracdo de
carboidratos que fermenta muito rapidamente no rimen (OBA, 2011). A sacarose e 0 amido
sdo carboidratos ndo fibrosos que diferem entre si nas caracteristicas de fermentagdo ruminal.

Os acucares desaparecem rapidamente no rimen enquanto o amido fermenta mais lentamente.
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O acucar por ndo ter barreiras fisicas ou porcGes insoluveis, a taxa ruminal de utilizacdo de
carboidrato nédo fibroso € muito mais rapida para actcares em melago do que para amido em
grédos de milho (HALL e ZANTON, 2022). A taxa de fermentacao do amido em gréos de milho
¢ afetada pelo tamanho das particulas e processamento empregado (GALYEAN et al., 1981),
pela matriz proteica associada aos granulos de amido (PHILIPPEAU et al., 2000) e pela
hidrofobicidade de alguns cultivares de milho (PEREZ et al., 2009).

Essas caracteristicas nutricionais dos agtcares podem permitir o uso de alimentos ricos
em agucar como fonte alternativa de energia para vacas leiteiras em lactacdo com reducéo do
risco de acidose ruminal. No entanto, hé evidéncias na literatura indicando que a producéo de
proteina microbiana ndo seria melhorada pela sincronia da fermentacdo ruminal com
alimentacéo de dietas ricas em agucar com alta proteina soltvel. Essa especulacédo é suportada
por alguns estudos, onde a producdo de proteina microbiana aumentou quando a sacarose
substituiu o feno de alfafa (RIBEIRO et al. 2005), mas diminuiu (HALL E HEREJK, 2001) ou
néo foi afetada (VALLIMONT et al. 2004) quando a sacarose substituiu o0 amido. Ainda, Lean
et al. (2005) mostraram que aumentou a eficiéncia microbiana in vitro com adicao de acUcar na
dieta. Ribeiro et al. (2005) mostraram que a producdo de matéria organica bacteriana em cultura
continua aumentou linearmente de 12,3 para 14,4 g/d a medida que a concentragdo de sacarose
aumentou de 0 a 8%. O agUcar pode ser menos eficiente em aumentar a sintese de proteina
microbiana em comparacdo com o amido, em parte porque o agucar fornece menos carbono do
que o amido (HALL e HEREJK, 2001). Por outro lado, estudos sugerem que a utilizacdo de N
pode ser melhorada quando utilizado agucares na dieta. Por exemplo, na revisdo conduzida por
Ondarza et al., (2017), dietas com teor de FDN da forragem variando de 14,61 a 38,48% da MS
dadieta, o NUL diminuiu de 14,30 para 12,24 mg/dL com 5 a 7% de acUcar dietético adicionado
(% de MS da dieta), indicando uma possivel reducdo no desperdicio de N pela vaca. Ainda, 0s
autores mostraram que o acglcar na dieta acima de 7% reduziu as concentracdes de amonia
(MCCORMICK et al., 2001; BRODERICK et al., 2008; CHIBISA et al., 2015), indicando
possiveis melhorias na utilizagdo de N.

Oba (2011) em revisdo bibliografica mostrou que, de forma geral, apesar da rapida
fermentagdo no rumen e seu potencial para fornecer maior energia fermentavel para aumentar
a producdo de proteina microbiana, a alimentacdo com agucares no lugar de fontes de amido na
dieta pode ndo diminuir o pH ruminal ou melhorar a eficiéncia de utilizacdo de N e producao
de proteina do leite em vacas leiteiras. No entanto, a alimentagdo com dietas ricas em agucar
geralmente aumenta a ingestdo de matéria seca, a concentracdo de butirato no rimen e a

producéo de gordura do leite. Os autores observaram ainda que a fermentacao de agucares no
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ramen inicia com a hidrolise de dissacarideos em monossacarideos, seguida pela fermentacdo
de monossacarideos, mas as taxas de hidrolise de dissacarideos variam muito entre os diferentes
tipos de acucares. Isso indica que diferentes organismos microbianos podem estar envolvidos
na hidrolise de diferentes tipos de dissacarideos ou que a adaptacdo microbiana pode ser
necessaria para a hidrolise de dissacarideos especificos.

Estudos in vitro encontrados na literatura indicaram que a alimentagdo com acgucares
pode aumentar a producéo de butirato no rumen; por exemplo, a substituicdo de sacarose por
amido de milho (VALLIMONT et al., 2004; CHIBISA et al., 2015) ou feno (RIBEIRO et al.,
2005) aumentou a proporcao molar de butirato. Mas esses resultados a respeito da fermentacao
ruminal sdo varidveis, a proporgdo molar de butirato no fluido ruminal in vivo foi aumentada
(KELLOGG e OWEN 19693, b), ndo afetada (SANNES et al., 2002; BRODERICK et al., 2008;
PENNER e OBA, 2009), ou tendia a diminuir (MCCORMICK et al. 2001) pela substitui¢do
parcial de cereais por sacarose. Ainda, estudos onde o acUcar substituiu parcialmente o amido
da dieta mostraram que a propor¢do molar de propionato foi diminuida (SCHINGOETHE et al.
1980; HELDT et al. 1999; DEFRAIN et al. 2004) ou nao afetada (KELLOGG e OWEN 19694,
b; VALLIMONT et al. 2004).

A utilizacdo de fontes de agucar na dieta tem sido empregada como fonte alternativa de
energia para vacas em lactacdo, especialmente nos cenarios atuais em que houve um elevado
aumento no preco de cereais como o milho, principal alimento energético da dieta brasileira
para vacas em lactacdo. Nesse sentido, estudos relataram aumentos no consumo de MS
(NOMBEKELA et al., 1994; BRODERICK e RADLOFF, 2004, PENNER et al., 2009) ou
consumo de matéria organica (HELDT et al., 1999) quando as dietas continham sacarose em
substituicdo ao amido. Ainda, estudos observaram que a adicdo de agucar ndo melhorou a
producdo de leite ou o balanco energético, mas diminuiu o pH ruminal durante um periodo em
gue as vacas ja estavam em risco de acidose ruminal (PENNER et al., 2007). Estudos na
literatura mostram que o pH do rumen ndo é afetado quando as fontes de amido da dieta sdo
parcialmente substituidas por sacarose (SUTOH et al., 1996; MCCORMICK et al., 2001;
BRODERICK et al., 2008). Ou que o pH do ramen aumenta (CHAMBERLAIN et al., 1993;
HELDT et al., 1999) ou tende a aumentar (PENNER et al., 2009; PENNER e OBA, 2009) com
a substituicdo parcial de fontes alimentares de amido por agucar.

Ha na literatura algumas especulacbes do porqué essa elevacdo no pH acontece no
ramen. Uma possivel explicagdo € que o agucar fornece menos carbono em comparagdo com o
amido para a producdo de acidos de fermentacdo por unidade de massa (HALL e HEREJK,

2001). Alem disso, se maior oferta de agucar na dieta aumenta a taxa de passagem (SUTOH et
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al. 1996) ou producdo de massa microbiana (RIBEIRO et al. 2005), menos matéria organica
estaria disponivel para a producdo de acidos de fermentacdo (ALLEN, 1997). A sintese de
glicogénio microbiano a partir de acucares é outra explicacao possivel; microrganismos podem
converter sacarose em glicogénio como um armazenamento de energia de curto prazo (HALL
E WEIMER, 2007), o que reduz temporariamente a producdo de &cido de fermentagcdo no
ramen, possivelmente contribuindo para um pH ruminal mais alto. Uma dltima especulacéo
relacionada a questdo do pH é devido a maior producdo de butirato no rumen a partir da
alimentacdo com acucar (VALLIMONT et al., 2004; RIBEIRO et al., 2005), a qual diminuiria
a producdo de protons por unidade de MO degradada ruminalmente em comparagdo com a
producdo de acetato ou propionato. Por exemplo: 1 mol de hexose fermentada para 1 mol de
butirato, ou 2 moles para propionato ou acetato (OWENS E GOETSCH, 1988).

Na literatura, o efeito da sacarose na producdo de leite é varidvel, com alguns estudos
relatando aumentos na producdo de leite (BRODERICK e RADLOFF, 2004; PENNER et al.,
2009) e outros relatando nenhum efeito da suplementacdo de acucar na producdo de leite
(NOMBEKELA E MURPHY, 1995; CHERNEY et al., 2003; BRODERICK et al., 2008,
MARTEL et al., 2011; SIVERSON et al., 2014). Broderick e Radloff (2004) encontraram
efeitos quadraticos da inclusdo de aglcar na dieta na producdo de leite em que a baixa
concentracdo de agucar na dieta (até 7%) aumentou a producdo de leite, mas dietas com mais
de 7% de acucar diminuiram a producédo de leite. DE ONDARZA et al. (2017) em sua meta
analise sugerem gue o agucar total ideal na dieta é de 6,75% de MS da dieta, dentro de condicdes
como dietas moderadas de amido (22-27% na MS da dieta) e alta fibra soltvel (6,0 a 8,5% na
MS da dieta) para alcancar a resposta ideal de PLCG. Nesse mesmo estudo, 0s autores ressaltam
que parametros da dieta incluindo amido, proteina e FDN da forragem influenciam a resposta
da vaca a alimentacdo com acucar, e ainda que vacas de maior producgdo tém maiores respostas

ao acucar da dieta.

2.5 MATERIAIS E METODOS

2.5.1 Delineamento experimental e tratamentos

Este estudo foi realizado entre maio e julho de 2020 no Laborat6rio de Pesquisa em
Bovinos de Leite — LPBL, Campus Pirassununga, sob a aprovacio da Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o
Paulo (S&o Paulo, Brasil; protocolo n°® 5986020620).
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Vinte e oito vacas da raga Holandesa (4 primiparas e 24 multiparas, 35,3 + 5,88 kg/d
producdo de leite, 148 + 78 DEL e 696 + 80,6 kg PC), quatro das quais (30,7 + 1,87 kg/d
producdo de leite, 171 + 112,3 DEL e 706 + 85,6 kg PC) canuladas no ramen, foram blocadas
de acordo com o numero de partos, producdo de leite e DEL e foram distribuidas em
delineamento crossover. Os periodos experimentais duraram 21 dias, dos quais os primeiros 14
dias foram destinados para adaptagéo ao tratamento e 7 dias foram usados para coleta de dados
e amostragem. As sequéncias de tratamento foram compostas por controle (CON) ou extrato de
malte seco (EMS) de cevada (Liotécnica Tecnologia em Alimentos, Embu das Artes, Brasil)
em substituicdo ao milho moido a 7,62% MS da dieta (~2 kg/d). O EMS foi pesado para cada
vaca (duas vezes ao dia nos horérios de alimentacdo) e misturado a mdo no concentrado
preparado para o tratamento EMS (que teve menor inclusdo de milho moido do que o
concentrado CON). Esse processo de pesar duas vezes ao dia e misturar a méo foi feito devido
ao alto poder higroscopico do EMS, o que impossibilitava mistura-lo direto no concentrado na
fabrica de racBes. O EMS é um composto higroscopico derivado da hidrélise da cevada para
malte, seguida de concentracdo, desidratacdo a vacuo e moagem. De acordo com as informacdes
do fabricante, para cada kg de malte de cevada processado, obtém-se 590 g de EMS. O EMS ¢é
um po granular de cor acastanhada com densidade 0,300-0,450 g/cm?®, 85% de carboidratos
totais (minimo), 5-8% de proteina, 0,6% de gordura e 60% de acucares redutores (minimo). A
composic¢do quimica do extrato de malte seco (Tabela 7) foi determinada por analises quimicas
e cromatografia liquida. Os ingredientes e composicdo quimica da dieta experimental estdo
descritos na Tabela 8.

Os animais foram alimentados individualmente duas vezes ao dia (07:00 h e 13:00 h).
A TMR foi preparada individualmente para cada vaca no cocho. A alimentagéo foi ajustada
diariamente para permitir sobras entre 5-10%. As dietas (Tabela 2) foram formuladas de acordo
com o NRC (2001) visando as estimativas das necessidades nutricionais das vacas. As vacas
foram alojadas em estabulo do tipo free-stall com baias individuais (17 m? de area), camas com

areia, ventiladores e livre acesso a agua e alimentagao.

Tabela 7. Composic¢do quimica (% MS) do extrato de malte seco (EMS; Liotécnica, Tecnologia em Alimentos,
Embu das Artes, Brasil).

Item EMS
Composicgéo
Matéria seca, % 86,8
Matéria organica 98,2

Fibra em detergente neutro 2,12
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Extrato etéreo 0,45
Amido -
Proteina bruta 8,17
Acucares ndo redutores 71,0
Frutose 0,84
Glicose 3,54
Sacarose 0,94
Maltose 31,7

Tabela 8. Ingredientes e composicao quimica da dieta experimental.

Item, % Dieta’
CON EMS
Ingredientes, % MS
Silagem de milho 48,0 48,0
Milho moido 18,7 10,1
Polpa citrica 8,20 8,20
Extrato de malte seco? 7,62
Farelo de soja 48% PB 11,8 12,8
Gréo de soja crua e integral 6,42 6,42
Farelo de soja by-pass 4,01 4,01
Ureia 0,15 0,15
Bicarbonato de sédio 0,80 0,80
Minerais e vitaminas® 1,50 1,50
Calcério 0,20 0,20
Sal comum 0,20 0,20
Composicdo, % MS
Matéria seca 47,3 47,3
Matéria Organica 92,8 93,0
Amido 29,9 24,6
Proteina bruta 16,9 16,4
Lignina 3,11 3,01
Fibra em detergente neutro 33,9 32,8
PB insolUvel em detergente neutro 3,24 2,99
Fibra em detergente &cido 26,7 26,4
Energia liquida de lactagdo®, Mcal/kg 1,57 1,57

IControle (CON) ou extrato de malte seco (EMS) substituindo parcialmente o milho moido em 7,62% de MS da
dieta. %Liotécnica, Tecnologia em Alimentos (Embu das Artes, Brasil). *Contetido por kg de produto: 215 g Ca,
15 mg Co, 700 mg Cu, 10 mg Cr, 20g S, 40 mg |, 20 g Mg, 1.600 mg Mn, 20 mg Se, 70 g Na, 200.000 Ul Vit A,
50.000 Ul aVit D3, 1.500 UI Vit E e 2.500 mg Zn. “Estimado de acordo com o NRC (2001).

2.5.2 Coletas e analises
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As variadveis avaliadas nesse estudo foram consumo e digestibilidade de nutrientes,
indice de selecdo de particulas, excrecdo de derivados de purina e nitrogénio, concentragéo de
ureia sanguinea, fermentacdo ruminal, producdo e composicao do leite e seguiram a mesma
metodologia descrita no experimento do capitulo 1, com os mesmos pontos de coletas em cada

periodo.

2.5.3 Analises estatistica

Os dados foram submetidos a ANOVA usando o PROC MIXED do SAS 9.4, de acordo

com o seguinte modelo:

Yijk= W+ a; + B+ vi + e

Onde 1, representa a observacdo do animal k dado tratamento i no tratamento j; &€ a média
geral; a; representa o efeito fixo do i tratamento (i = 1 a 2); B; representa o efeito fixo do j
periodo (j = 1 a 2); y, representa o efeito aleatorio do animal (k = 1 a 28); e e;;, representa o
erro aleatorio associada a cada observacdo. Os dados de fermentacdo foram analisados como
medidas repetidas adicionando os efeitos fixos do tempo e sua interagdo com o tratamento ao
modelo anterior. Para as analises de medidas repetidas, matrizes de covariancia autorregressiva
foram testadas e escolhidas de acordo com os valores de BIC. As médias foram ajustadas por
LSMEANS e os graus de liberdade foram calculados pelo método de Kenward e Roger (1997).

O nivel de significancia foi considerado P < 0,05 e tendéncia quando 0,05 < P <0,10.

2.6 RESULTADOS

Nenhum efeito de tratamento (P > 0,174) no CMS (em kg/d ou % PC), consumo de
nutrientes ou selecdo de particulas da TMR foi observado neste estudo (Tabela 9). Vacas
alimentadas com EMS apresentaram maior (P < 0,048) digestibilidade de PB ¢ EE em
comparagdo com CON.

A alimentagdo com EMS aumentou (P <0,017) o pH ruminal (Figura 3) e a porcentagem
molar de acetato e diminuiu a porcentagem molar de butirato e valerato (Tabela 10). N&o foram
detectados efeitos de interacdo entre tratamento e tempo para as variaveis de fermentacao
ruminal. Os tratamentos ndo afetaram a excre¢do de DP nem a excrecao de nitrogénio, mas as

vacas alimentadas com EMS apresentaram menor (P < 0,001) PC do que CON (Tabela 11).
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Vacas alimentadas com EMS apresentaram menor (P = 0,003) concentracdo sérica de ureia em

comparagdo com o grupo controle (Tabela 12).

O fornecimento de EMS aumentou (P < 0,026) a producdo de leite, PLCG, gordura,

proteina e lactose, bem como a eficiéncia alimentar em termos de PLCG (PLCG + CMS). A

substituicdo do milho moido por EMS reduziu (P = 0,038) a concentra¢do de NUL (Tabela 12).

Tabela 9. Consumo de nutrientes, indice de selecdo de particulas e digestibilidade aparente do trato total de vacas
leiteiras alimentadas com extrato de malte seco em substituicdo parcial ao milho moido.

Tratamento?
Item CON EMS EPM P-valor
Consumo, kg/d
Matéria Seca 27,5 27,8 0,88 0,473
Matéria Organica 25,5 25,8 0,81 0,483
Proteina Bruta 4,79 4,84 0,152 0,521
Fibra em Detergente Neutro 8,78 8,99 0,294 0,174
Consumo, % PC
Matéria Seca 4,03 4,05 0,138 0,814
Fibra em detergente neutro 1,29 1,32 0,047 0,176
Selecdo de particulas?
> 19 mm 0,986 0,988 0,008 0,780
19-8 mm 0,975 0,973 0,004 0,799
8—-4mm 1,01 1,02 0,003 0,771
<4 mm 1,03 1,03 0,007 0,659
Digestibilidade aparente, %
Matéria Seca 63,4 63,8 0,85 0,572
Matéria Orgéanica 65,6 66,1 1,00 0,672
Proteina Bruta 63,7 64,6 1,18 0,048
Fibra em Detergente Neutro 39,4 39,2 1,64 0,914

!Controle (CON) ou extrato de malte seco de cevada (EMS; Liotécnica Tecnologia em Alimentos, Embu das Artes,
Brasil) substituindo parcialmente o milho moido com 7,62% de MS da dieta. 2Sem classificagdo = 1, valores < 1
indica classificacdo contra e valores > 1 indica classificagdo para particulas na faixa de tamanho de particula
especifica. O indice de selecéo foi calculado de acordo com Silveira et al. (2007).

Tabela 10. Fermentacdo ruminal de vacas leiteiras alimentadas com extrato de malte seco em substituicdo parcial

ao milho moido.

Tratamento® P-valor

Item EPM Trt x

CON EMS Trt Tempo Tempo
pH 6,13 6,32 0,057 0,017 <0,001 0,367
N-NHs, mg/dL 13,4 13,9 1,67 0,750  <0,001 0,488
Acidos graxos de cadeia
curta, %

Acetato 64,0 65,3 0,46 <0,001 <0,001 0,457



Propionato 19,0 19,2 0,16 0,347  <0,001
Butirato 13,4 11,9 0,39 0,003 0,084
Iso-valerato 1,43 1,48 0,124 0,201  <0,001
Valerato 1,52 1,28 0,055 0,002 <0,001
Iso-butirato 0,679 0,799 0,037 0,065 <0,001
AGCC 3,63 3,56 0,136 0,395 <0,001

Relacdo acetato
propionato

3,39 3,43 0,038 0,453  <0,001

Total de AGCC, mM 96,4 96,4 0,136 0,395  <0,001
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0,309
0,247
0,430
0,353
0,513
0,120

0,370
0,120

Controle (CON) ou extrato de malte seco de cevada (EMS; Liotécnica Tecnologia em Alimentos, Embu das Artes,

Brasil) substituindo parcialmente o milho moido com 7,62% de MS da dieta.

Tabela 11. Excrecéo de derivados de purina, sintese de proteina microbiana ruminal e excre¢do de N de vacas

leiteiras alimentadas com extrato de malte seco em substitui¢do parcial ao milho moido.

Tratamento®
Item CON EMS EPM P-valor
Peso Corporal, kg 695 687 15,6 <0,001
Excrecdo, mmol/d
Alantoina urina 206 218 18,8 0,504
Acido Urico urina 184 190 17,0 0,747
Alantoina leite 35,8 33,8 4,81 0,768
Derivados de purina total 425 442 31,5 0,625
Sintese de proteina microbiana ruminal, kg/d 1,97 2,04 0,147 0,632
Excrecdo N, g/g consumo N
Fezes 0,370 0,357 0,011 0,360
Leite 0,226 0,230 0,008 0,259
Urina 0,268 0,253 0,015 0,362

IControle (CON) ou extrato de malte seco de cevada (EMS; Liotécnica Tecnologia em Alimentos, Embu das Artes,

Brasil) substituindo parcialmente o milho moido com 7,62% de MS da dieta.

Tabela 12. Concentracdo de ureia sérica, producdo e composi¢cdo do leite de vacas leiteiras alimentadas com

extrato de malte seco em substitui¢do parcial ao milho moido.

Tratamento?
Item CON _EMS EPM P-valor
N ureico, mg/dL 20,2 17,1 0,77 0,003
Producéo, kg/d
Leite 344 356 1,170 0,003
Leite corrigido para 3,5% de gordura (PLCG) 35,5 37,5 1,030 0,001
Gordura 1,26 1,35 0,039 0,004
Proteina 1,09 1,13 0,034 0,026
Lactose 1,64 1,70 0,052 0,019
Composicéo, %
Gordura 3,71 3,85 0,112 0,121
Proteina 3,17 3,15 0,019 0,233
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Lactose 4,77 475 0,028 0,445

NUL, mg/dL 18,7 17,3 0,533 0,038
Eficiéncia

Produgéo de leite + CMS 1,28 1,31 0,051 0,119

PLCG + CMS 1,31 1,37 0,043 0,015

Controle (CON) ou extrato de malte seco de cevada (EMS; Liotécnica Tecnologia em Alimentos, Embu das Artes,
Brasil) substituindo parcialmente o milho moido com 7,62% de MS da dieta.

—o—CON EMS

7.2
7.0
6.8 <+

S 6.6

S 6.4

S 6.2

560
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5-4 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo relativo a alimentagéo (h)

Figura 3. pH ruminal de vacas em lactacdo (n=4) alimentadas com extrato de malte seco em substituicdo parcial
ao milho moido na dieta. Controle (CON) ou extrato de malte seco de cevada (EMS; Liotécnica Tecnologia em
Alimentos, Embu das Artes, Brasil) substituindo parcialmente o milho moido com 7,62% de MS da dieta.

2.7 DISCUSSAO

Foi hipotetizado que a substituicdo parcial do milho moido por EMS em dietas a base
de silagem de milho melhoraria 0o desempenho de vacas em meio de lactacdo, alterando a
fermentacdo ruminal e a digestdo de nutrientes. De fato, as vacas alimentadas com EMS
produziram 1,2 kg/d mais leite do que as vacas do grupo controle e apresentaram maior
digestibilidade de PB e diferentes porcentagens molar de AGCC no fluido ruminal. Embora as
diferencas na digestibilidade da PB possam explicar parcialmente a maior producéo de leite das
vacas alimentadas com EMS, as alteragcbes na fermentagdo ruminal s&o provavelmente a
principal razéo para os resultados da producéo de leite. Até onde sabemos, este € o primeiro
estudo investigando os efeitos da inclusdo de EMS na fermentagdo ruminal de vacas em
lactacdo. A alimentagdo com EMS aumentou o pH ruminal e a porcentagem molar de acetato.

Durante o processo de maltagem da cevada, o amido € liberado dos componentes de ligagédo e
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extensivamente degradado por varias enzimas de degradacdo do amido em agucares que podem
ser facilmente fermentados por leveduras (YU et al.,, 2020). Devido a fermentacdo
relativamente rapida do acucar em relacéo a outras fracGes de carboidratos, espera-se que o pH
ruminal seja menor em vacas alimentadas com EMS. No entanto, concordando com o presente
estudo, os autores observaram aumento ou tendéncia de aumento do pH ruminal com a
substituicdo parcial de fontes de amido alimentar por agtcares (HELDT et al., 1999; PENNER
e OBA, 2009; PENNER et al., 2009). Um pH ruminal mais alto provavelmente favoreceu a
degradacéo da fibra ruminal, aumentando assim a porcentagem molar de acetato e sustentando
os resultados de gordura do leite. As possiveis razdes pelas quais a alimentagcdo com agucar no
lugar do amido pode aumentar o pH ruminal incluem menos &cido produzido por mol de hexose
fermentada e armazenamento de glicose como glicogénio microbiano (OBA, 2011).

No presente estudo, vacas alimentadas com EMS apresentaram menor porcentagem
molar de butirato ruminal em comparacdo com CON. Os efeitos da alimenta¢do com agucar na
fermentacdo ruminal tém sido inconsistentes; a propor¢do molar ruminal de butirato ndo foi
afetada (BRODERICK et al.,, 2008; PENNER e OBA, 2009), aumentada (KELLOGG e
OWEN, 1969a; b) ou diminuida (MCCORMICK et al., 2001) pela substituicao parcial do amido
por fontes de acglcar. Ressaltamos que os resultados de fermentacéo do presente estudo devem
ser interpretados com cautela, pois as amostras de fluido ruminal foram coletadas em apenas
um dia.

Embora o0 EMS tenha alterado a fermentacdo ruminal, ndo foram detectadas diferencas
de tratamento para excrecdo de DP e fornecimento de proteina microbiana ruminal estimada. O
acucar na dieta pode ndo afetar a producdo de proteina microbiana se diluir o amido da dieta.
A producdo de proteina microbiana diminuiu (HALL e HEREJK, 2001) ou ndo foi afetada
(VALLIMONT et al., 2004) guando a sacarose substituiu o amido. As razbes para maior
digestibilidade da PB ao alimentar EMS ndo sdo claras, mas podem estar relacionadas ao
contetdo e perfil de PB nos tratamentos dietéticos; a dieta EMS apresentou menores teores de
PB (-0,50%) e PB insolivel em detergente neutro (-0,25%) em comparacdo com a dieta CON.
Diferencas no perfil de prolamina e degradagdo da PB do EMS e do milho moido também
podem ter influenciado a digestibilidade da PB. As proteinas da hordeina (um tipo de
prolamina) sdo significativamente reduzidas (~30%) durante o processo de maltagem
(BRIGGS, 1998) e, portanto, espera-se que as proteinas do EMS sejam mais degradaveis do
que as do milho moido. As proteinas zeinas do milho moido compreendem de 50 a 60% da PB
do milho e tém uma degradabilidade relativamente baixa no rdmen devido a sua
hidrofobicidade (HAMAKER et al., 1995).
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Apesar da maior digestibilidade da PB observada para as vacas alimentadas com EMS,
aureia sérica e o NUL foram diminuidos devido a maior excrecdo de N no leite em comparacgao
com o CON. Vale ressaltar que ndo foram observadas diferencas na concentracdo ruminal de
amonia neste estudo. No presente estudo, o N total excretado foi menor que o N consumido
levantando a questdo do destino do N. Em uma extensa revisao, Hristov et al. (2019) discutiram
0s potenciais perdas de N durante a amostragem de fezes e urina e usando diferentes técnicas,
além de listar outras perdas de N, incluindo aquelas na expiragéo, eructacao ou perdas dérmicas.
Além disso, os ruminantes sdo capazes de regular a reciclagem de N da ureia para conservar N
para manter a sintese de proteina microbiana ruminal e processos catabdlicos no animal
(LAPIERRE e LOBLEY, 2001). Os autores relataram que as perdas de amodnia pela urina séo
a maior fonte potencial de erros nas medidas do balanco de N em ruminantes (SPANGHERO
e KOWALSKI, 1997). Além disso, os débitos fecais e urinarios diarios foram estimados com
base em marcadores (ou seja, nenhuma coleta total foi realizada) que afetam diretamente os
resultados de excrecdo de N.

O extrato de malte seco substituindo parcialmente o milho moido nas dietas melhorou a
producdo de leite, PLCG e solidos. Contrastando com o estudo atual, Biagi et al. (2007)
alimentaram vacas de transicdo com extratos de malte (a 7% MS da dieta) substituindo
parcialmente milho moido e cevada e ndo encontraram diferencas de tratamento para producdo
e composicdo do leite até 120 DEL. Embora a literatura careca de dados sobre a alimentacao
com extrato de malte e seus efeitos no desempenho de vacas leiteiras, a suplementacdo com
acucar tem sido extensivamente avaliada. Dados de pesquisa (23 artigos cientificos e 97
observacdes) de suplementacdo dietética de acUcar avaliada por analise estatistica ndo linear
sugerem que o acucar total na dieta ideal é de 6,75% de MS da dieta, enquanto a resposta ideal
de PLCG foi alcancada ao testar dietas moderadas de amido (22-27% na MS da dieta) e alta
fibra solavel (6,0 a 8,5% na MS da dieta; DE ONDARZA et al., 2017). Em consonancia com o
ultimo estudo, a dieta EMS tinha teor de amido dentro da faixa para resposta ideal de PLCG a
suplementacdo de actcar. A melhor producédo de leite de vacas alimentadas com EMS neste
estudo provavelmente esta associada a seus efeitos positivos na degradagéo e fermentagdo da
fibra ruminal. A maior PLCG das vacas alimentadas com EMS alinha-se com o0 aumento da
proporcao de acetato no liquido ruminal quando comparado ao CON. Ressalta-se que os estudos
de suplementacdo de acgucar na produtividade e fermentacdo ruminal citados anteriormente,
utilizam melago ou sacarose como fontes de aclcar e 0 EMS é composto principalmente de
maltose. N&o temos conhecimento de estudos com vacas leiteiras, exceto Biagi et al. (2007),

que avaliaram os efeitos de fontes de maltose no desempenho. Finalmente, também precisamos
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destacar que, apesar do comportamento higroscopico do EMS, as vacas ndo separaram
particulas de ragcdo durante este experimento. Devido a sua alta higroscopica, 0 EMS teve que
ser pesado e misturado ao concentrado imediatamente ap0s a abertura das embalagens, o que
pode dificultar a mistura da TMR. Formula¢6es menos higroscépicas devem ser desenvolvidas
e testadas para gado leiteiro. Os custos de substituicdo do milho moido por EMS devem ser
considerados nas formulagdes das dietas.

2.8 CONCLUSAO

O extrato seco de malte pode substituir o milho moido em dietas a base de silagem de
milho a 7% da MS com aumentos na producdo de leite e PLCG sem alterar o consumo de
nutrientes. O extrato de malte seco aumentou o pH ruminal e a eficiéncia alimentar e reduziu o
NUL. Mais estudos devem ser realizados para avaliar as doses e a viabilidade econémica da

alimentacdo com EMS, bem como sobre as dificuldades de manuseio.
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ABSTRACT

Dry malt extract (DME) has been used in animal
nutrition as an alternative source of rapidly ferment-
able carbohydrate. An experiment was conducted to
evaluate the partial replacement of ground corn with
DME in diets of dairy cows on apparent digestibility,
ruminal fermentation, predicted rumen microbial pro-
tein supply, N excretion, serum urea-N concentration,
and milk yield and composition. Twenty-eight Holstein
cows (35.3 + 5.88 kg/d milk yield and 148 + 78 d in
milk), 4 of which were rumen cannulated, were blocked
according to the presence of rumen cannulas. parity.
milk yield, and days in milk and enrolled into a cross-

T L e S A L e B P B ) |

feed efficiency (fat-corrected milk + dry matter intake).
Cows fed DME had lower milk urea nitrogen content
in comparison with CON cows. Dry malt extract can
partially replace ground corn in the diet while improv-
ing milk yield and feed efficiency.

Key words: carbohydrate, malting barley, rapidly
fermentable carbohydrate, sugar

INTRODUCTION

Barley (Hordeum vulgare L.) is the primary ce- [e=f

real used in world malt production and contains (on

DM basis) 65 to 68% starch, 10 to 17% CP. 4 to 9% <
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