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RESUMO

A suplementacdo de enzimas exogenas na dieta de vacas leiteiras tem como
objetivo melhorar o aproveitamento dos nutrientes através do metabolismo digestivo e
assim agregar melhor desempenho aos animais. O objetivo deste estudo foi investigar
os efeitos da suplementacdo de um complexo enzimatico no desempenho de vacas
leiteiras lactantes. Quarenta e oito vacas da ragca Holandesa (13 primiparas e 35
multiparas) foram separadas em dois grupos, por dois periodos, recebendo dietas com
e sem suplementagdo enzimatica durante 28 dias por periodo. O delineamento
experimental foi um crossover, no qual foram usados dados de paridade, produgao de
leite e DEL do periodo covariavel como fatores de blocagem. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando o procedimento GLM para medidas unicas e o procedimento
MIXED do SAS para medidas repetidas ao longo do tempo. Os resultados indicam que
nao houve diferenga estatistica para produgéo de leite entre os grupos controle e
suplementado com enzimas (40,78 vs. 40,44 kg/d; P=0,66) respectivamente, assim
como para componentes do leite, como gordura do leite (3,54 vs. 3,58%; P=0,45),
proteina total do leite (3,40 vs. 3,40%; P=0,92), lactose (4,72 vs. 4,71%; P=0,54),
caseina (2,74 vs. 2,75%; P=0,55) e teores de solidos totais (12,64 vs. 12,67%; P=0,73),
que nao foram afetados pelo tratamento. Nao foram encontradas diferencas para
nitrogénio ureico no leite (13,30 vs. 13,20 mg/dL; P=0,78), para escore linear de CCS
(2,03 vs. 2,18; P=0,56), bem como para amido fecal (5,18% vs. 5,30%; P=0,91).
Também nao foram observadas diferengas no consumo de MS (24,77 kg/d vs. 24,75
kg/d; P=0,96), eficiéncia leiteira (1,65 vs. 1,64; P=0,79) e digestibilidade da MS e MO
(P=0,22 e P=0,29, respectivamente). O complexo enzimatico utilizado neste estudo,
nao apresentou os resultados esperados para desempenho e melhoria no
aproveitamento dos alimentos presentes na dieta das vacas avaliadas.

Palavras-chave: Composi¢cdo do leite. Amido fecal. Eficiéncia leiteira. Ingestédo de

matéria seca.



ABSTRACT

The supplementation of exogenous enzymes in the diet of dairy cows is intended
to improve the use of nutrients through digestive metabolism and thus add better
performance to the animals. The objective of this trial was to investigate the effects of
supplementation of an enzymatic complex on performance of lactating dairy cows.
Forty-eight Holstein cows (13 primiparous and 35 multiparous) were separated in 2
groups for 2 periods, receiving diets with and without the enzyme supplementation
during 28 d per period. The experimental design was a randomized block design, using
parity, milk yield, and DIM data from pre-experimental period as blocking factors.
Statistical analyses were performed using the GLM procedure for single measures and
MIXED procedure of SAS for repeated measures over time. The results indicate that
there was no statistical difference for milk yield between the control and the enzyme
supplemented groups (40.78 vs. 40.44 kg/d; P=0.66) respectively, as well as milk
components as milk fat (3.54 vs. 3.58%; P=0.45), milk total protein (3.40 vs. 3.40%;
P=0.92), milk lactose (4.72 vs. 4.71%; P=0.54), milk casein (2.74 vs. 2.75%; P=0.55),
and milk total solids contents (12.64 vs. 12.67%; P=0.73) were not affected by treatment.
No treatment differences were found for milk urea nitrogen (13.30 vs. 13.20 mg/dL;
P=0.78) and for SCC linear score (2.03 vs. 2.18; P=0.56), as well as fecal starch (5.18
vs. 5.30%; P=0.91). There was no statistical difference for DM intake (24.77 kg/d vs.
24.75 kg/d; P=0.96), milk efficiency (1.65 vs. 1.64; P=0.79), and DM and OM
digestibilities (P=0.22 and P=0.29, respectively). The enzyme complex used in this study
did not present the expected results for performance and improvement in the use of food
present in the diet of the evaluated cows.

Keywords: Dry matter intake. Fecal starch. Milk composition. Milk efficiency.
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1 CAPITULO I: REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

A demanda mundial por proteina de origem animal vem crescendo
constantemente e em paralelo vem a necessidade da aplicagdo de estratégias
nutricionais que auxiliem no aumento da produtividade animal. O principal entrave
encontrado atualmente no setor pecuario esta relacionado ao alto custo alimentar e
muitas vezes a baixa qualidade dos recursos alimentares disponiveis para a nutrigao
animal. Desta forma, algumas estratégias tecnolégicas sao adotadas na alimentacao
de vacas leiteiras com o intuito de melhorar o aproveitamento do alimento, através da
maior disponibilidade dos nutrientes. Neste sentido, a utilizacdo de enzimas exdgenas
tem atraido pesquisadores e tornou-se um tema amplamente discutido por
nutricionistas animais (McALLISTER et al., 2003).

O uso de enzimas exdgenas em dietas de animais monogastricos nao €
recente. A utilizagao dessa tecnologia como forma de melhorar o aproveitamento dos
alimentos é quase que absolutamente utilizada na dieta de aves e suinos, todavia para
ruminantes sua utilizagdo € relativamente recente, devido a variabilidade dos
resultados encontrados em pesquisas.

Acredita-se que o principal motivo pelo qual a suplementagcdo de enzimas
exdgenas para ruminantes ainda nao tenha sido estabelecida, seja reflexo da
variabilidade de respostas observadas nos estudos ja realizados. Além disso, sabe-
se que até algum tempo atras, havia um entendimento generalizado de que as
enzimas seriam rapidamente degradadas no rumen antes mesmo de promoverem
qualquer efeito (BEAUCHEMIN et al., 1999b). Todavia, com o avang¢o das pesquisas,
ja se sabe que algumas enzimas conseguem melhorar a digestibilidade da dieta,
aproveitamento dos nutrientes (MOHAMMED et al., 2018), bem como o desempenho
dos animais, devido a sua caracteristica em ser resistente a degradac&o ruminal
(HRISTQV et al., 1998).

As classes de enzimas exdgenas, as quais sdo suplementadas as dietas de
ruminantes, sdo definidas conforme suas atividades enzimaticas, podendo ser
classificadas como amilase, celulase, betaglucanase, betamananase, hemicelulase,
xilanase, pectinase e protease (BEAUCHEMIN et al., 2003). Além disso, os efeitos

das enzimas exogenas podem ser categorizados por seu modo de agao como pré-
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consumo (agindo na alimentagdo), ruminal ou pds-ruminal (MCALLISTER et al.,
2001).

1.2 ENZIMAS EXOGENAS NA NUTRICAO ANIMAL

As enzimas exogenas sdo substancias proteicas obtidas de forma natural
através da fermentagao fungica, bacteriana ou vegetal. Como catalisadores, as
enzimas, sao altamente especificas e sao classificadas de acordo com o substrato
sobre as quais atuam (Tabela 1) (MARZZOCO & TORRES, 1999). As enzimas
exdgenas séo inseridas na dieta dos animais com o objetivo de auxiliar na degradacao
de substratos, os quais serao utilizados para o crescimento celular, seja através dos
microrganismos ruminais ou pelo hospedeiro. Todavia, devido a sua caracteristica
proteica, as enzimas podem ser desnaturadas através do calor e do pH sobre o qual
sdo submetidas, podendo sofrer protedlises por enzimas digestivas ou bacterianas.
Desta forma, ao suplementar um animal com enzimas, torna-se necessario que haja
o controle do pH ruminal (caracteristico de acordo com a enzima) e fornecimento
constante de substratos (LEHNINGER, 2005).

TABELA 1: PRINCIPAIS ENZIMAS COMERCIAIS, SUBSTRATOS DE ATUACAO E PRINCIPAIS
EFEITOS.

(continua)
Enzima Substrato Efeitos
Xilanase Xilanos Reducdo da Vviscosidade da
digesta
Mananase Mananos Estimular células imunes do epitélio,

contribuindo com a saude intestinal
Betaglucanase Beta-glucanos Reducao da viscosidade da digesta

Celulase Celulose Degradagdo da celulose, liberando
mais nutrientes

Pectinase Pectina Reducao da viscosidade da digesta
Galactosidase Galactosideos Remocgéo dos alfa galactosideos,
melhora na disponibilidade dos

nutrientes
Protease Proteinas Suplementagdo  sobre  enzimas

endogenas e degradacdo mais
eficiente
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TABELA 1: PRINCIPAIS ENZIMAS COMERCIAIS, SUBSTRATOS DE ATUAGCAO E PRINCIPAIS
EFEITOS.
(concluséo)

Enzima Substrato Efeitos
Amilase Amido Suplementagdo  sobre  enzimas
endogenas e degradagcdao mais
eficiente
Fitase Fitato Melhora na utilizagao do fésforo fitico

presente nos graos

Fonte: Adaptado de Krabbe e Mazzuco, 2011.

De acordo com as pesquisas desenvolvidas por Beauchemin et al. (1998),
citados por Beauchemin et al. (1999), foram encontradas evidéncias de que ao utilizar
enzimas hidratadas nos alimentos, houve aumento de sua adsor¢cdo, com
consequente aumento da resisténcia das enzimas a protedlise, prolongando assim,
sua viabilidade no ambiente ruminal.

Segundo Morgavi et al. (2000), quando administradas juntamente com os
alimentos, as enzimas tornam-se relativamente estaveis dentro do ambiente ruminal.
O aumento de sua atividade no rumen pode elevar a capacidade hidrolitica ruminal,
contribuindo com a melhor digestibilidade dos alimentos, uma vez que, néo se limita
aos componentes especificos da enzima.

A inclusdo de enzimas exdégenas na dieta dos ruminantes pode trazer muitos
beneficios correlacionados ao desempenho animal, pois as enzimas hidrolisam
fragdes especificas de nutrientes, os quais as enzimas enddgenas (produzidas pelo
organismo) ndo sao capazes de agir, aumentando as fragbes digestiveis da dieta,
sendo, portanto, complementares umas as outras (SELLE & RAVINDRAN, 2007). A
atividade da enzima, no sitio de ligagcéo especifico, favorece a fixagdo microbiana ao
substrato (BEAUCHEMIN et al., 2003), além disso, auxiliam na inibigdo de fatores
antinutricionais, que prejudicam a digestdo dos alimentos, através do rompimento e
liberacdo dos nutrientes. Os substratos amilaceos de rapida fermentacdo, quando
degradados pelas enzimas disponibilizam grande quantidade de energia, contribuindo
com a sintese de proteina microbiana ruminal (SELLE & RAVINDRAN, 2007).

Os complexos enzimaticos atuam reduzindo a viscosidade da digesta na
por¢do duodenal do trato digestodrio, favorecendo o aproveitamento dos nutrientes
(BEDFORD et al., 1991). Ao fornecer altos niveis de enzimas, Hristov et al. (2000)
observaram aumento de 30% na atividade da xilanase no intestino e redugdo da

viscosidade do conteudo digerido.



Outro ponto importante € o sinergismo que ocorre entre enzimas e entre
enzimas e populagdo microbiana, uma vez que, 0S microrganismos ruminais podem
atuar no sitio de digestao facilitado pela acdo enzimatica, auxiliando sua fixagdo ao
substrato (BEAUCHEMIN et al., 2003). A utilizagdo de um complexo enzimatico, ou
seja, a associacao de diferentes enzimas que atuam em diferentes substratos, na dieta
de vacas leiteiras, busca o maior aproveitamento dos nutrientes e consequentemente
maior eficiéncia na digestdo. As enzimas exdégenas mais utilizadas na nutricado de
vacas leiteiras, podem ser classificadas como fibroliticas, amiloliticas e proteoliticas
(SUJANI & SERESINHE, 2015).

As enzimas mais utilizadas pela industria e que apresentam origem
microbiana, originam-se de quatro espécies de bactérias (Bacillus subtilis,
Lactobacillus acidophilus, L. plantarum e Streptococcus faecium spp.) e trés espécies
de fungos (Aspergillus oryzae, Trichoderma reesei e Saccharomyces cerevisiae)
(MUIRHEAD, 1996).

Os fungos filamentosos sao geralmente os maiores produtores de enzimas
extracelulares (SIBEN, 2007). A espécie Aspergillus niger pode produzir cerca de
quarenta diferentes tipos de enzimas, como por exemplo, lipase, amiloglucosidase,
pentosanase, protease, a-amilase, fitase, glicosidase, pectinase, celulase, catalase,
a-galactosidase, inulase, etc. De todas as enzimas citadas, as amilases (a-amilase,
B-amilase e glucoamilase) estdo entre as mais importantes enzimas extracelulares.

Os Aspergillus spp. sdo anamorficos e pertencem ao reino Fungi, filo
Ascomycota, ordem dos Eurotiales, familia Trichocomaceae e género Aspergillus. As
especies mais conhecidas séo a Asperqgillus flavus, A. niger, A. oryzae, A. nidulans, A.
fumigatus, A. clavatus, A. glaucus, A. ustus e o A. versicolor. Eles podem tanto ser
patogénicos ao ser humano como exemplo o A. flavus, que € produtor de aflatoxinas,
como também serem amplamente usados nas industrias como o A. nidulans, o A.
oryzae e o A. niger (PEREIRA, 2014).
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1.3 ENZIMAS AMILOLITICAS NA NUTRICAO DE RUMINANTES

As enzimas amiloliticas tém como func&o atuar na degradagdo do amido. Desta
forma, sao suplementadas em dietas compostas por cereais como o milho, a cevada e o
trigo. O amido é formado por dois homopolissacarideos, os quais séo ligados entre si através
de ligagbes dglicosidicas, constituido por amilose (15-20%) e amilopectina (80-85%)
(HARGER, 1982), como demonstrado na FIGURA 1. As amilases, por sua vez, atuam

principalmente nas ligacées glicosidicas do granulo de amido (PEREZ et al., 2009).

FIGURA 1. FORMA E ESTRUTURA DE LIGAGAO DA
AMILOSE E AMILOPECTINA
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FONTE: OpenStax Biology (2022).

A suplementagdo de vacas em lactagdo com amilase pode aumentar a
digestibilidade do amido ruminal e contribuir com aumento do rendimento de
microrganismos ruminais (HALL & HEREJK, 2001), regulacéo da ingestao induzida
pelo aumento da oxidacao hepatica de propionato e aumento do teor de proteina no

leite (NRC, 2001). Em contrapartida, o aumento acelerado da digestdo do amido pode



indesejavelmente ocasionar quadros de acidose ruminal subclinica, resultando assim,
na queda da sintese de proteina microbiana e da producao de gordura do leite (OBA
& ALLEN, 2003).

Apesar disso, conforme citado anteriormente, sabe-se da importancia do
amido na dieta de vacas leiteiras, uma vez que, pode ser utilizado como fonte de
energia para o crescimento de bactérias que degradam fibra (celuloliticas). Desta
forma, mesmo que se tenha um leve quadro de acidose ruminal subclinica,
ocasionado pela amilase, ainda assim, o efeito da hidrdlise do amido pode de alguma
forma auxiliar na digestibilidade da fibra no ramen (TOTH & TOTHI, 2016).

A digestibilidade total do amido em vacas leiteiras tem grande amplitude,
podendo variar de 70 a 100%, segundo Firkins et al. (2001). Diferentes fatores
relacionados a alimentagao das vacas leiteiras influenciam a digestibilidade do amido
proveniente do grdo de milho, como o tamanho de particulas, método de
processamento, metodologia de colheita e armazenamento, maturidade na colheita e
teor de umidade (GENCOGLU et al., 2010) e do tipo de endosperma (cérneo ou
amilaceo). Desta forma, o efeito das estratégias nutricionais sobre a digestibilidade do
amido ruminal parece ser dependente do tipo de amido presente na dieta.

Em uma meta analise realizada por Ferraretto et al. (2013), com o objetivo de
avaliar a influéncia do tipo de grdao, maturidade do milho e métodos de processamento
no consumo de matéria seca, digestibilidade e desempenho de vacas em lactagao,
foram avaliadas trés formas de processamento: milho seco moido, milho ensilado
(gréo umido) e milho floculado. De acordo com os resultados encontrados, houve
reducdo na digestibilidade do amido total e aumento da concentragcéo de gordura no
leite para o milho moido em relagdo ao milho grédo umido e floculado. Com o aumento
de tamanho de particula, obteve-se redugéo da digestibilidade do amido, tanto para
milho grdo seco quanto para milho grdo umido. Quando dietas com maiores
concentragdes de amido foram fornecidas, houve aumento de producgao de leite e na
concentragéo de proteina do leite, porém houve reducdo da digestibilidade do FDN
(fibra em detergente neutro) e na concentragc&o de gordura no leite.

Apesar da concentragao de amido utilizada na dieta de bovinos leiteiros variar
de 20 a 30% da MS (CHASE, 2007), sabe-se que as enzimas exogenas resistentes a
degradacao ruminal, podem oferecer melhoria da digestibilidade e do aproveitamento
do amido ofertado e contribuir com o desempenho animal. Klingerman et al. (2009)

relataram que a adigcdo de amilase exdgena a uma dieta de amido considerado normal
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(26% da MS) contribuiu com o aumento da producéo de leite em vacas leiteiras. Em
contrapartida, no estudo realizado por Gencoglu et al. (2010), ao adicionar a amilase
exdgena em uma dieta com amido baixo (21% da MS), apesar de nao ter alterado a
producao de leite, aumentou a digestibilidade da matéria seca (MS), matéria organica
(MO), proteina bruta (PB) e do FDN, contribuindo com a redugcdo do consumo de
matéria seca (CMS), aumento de sdlidos e de producgéo de leite corrigida para gordura.

As amilases sao classificadas de acordo com o tipo de ligagéo que hidrolisam,
ou seja, as a-amilases, sao as que rompem as ligagdes no interior do substrato
(endoamilases), as p-amilases hidrolisam a penultima ligacdo a a partir da
extremidades nao redutoras do substrato (exoamilases), e as glucoamilases
(amiloglucosidases) liberam unidades de glicose na extremidade final da cadeia néo
redutora das moléculas do substrato (MORAES, 2004).

Diferentes microrganismos podem ser utilizados para a producédo de amilase,
como Bacillus licheniformis, Chromohalobacter sp., Halobacillus sp., Haloarcula
hispanica e Halomonas meridiana (ROJO-RUBIO et al., 2005; PRAKASH et al., 2009).
Todavia sabe-se que o0 microrganismo mais utilizado na extracdo da amilase é o
Aspergillus oryzae (TRICARICO et al., 2008).

Rojo-Rubio et al. (2001) ao avaliarem a eficacia da amilase de Bacillus
licheniformis in vitro, relataram aumento da digestibilidade dos granulos de amido de
sorgo e milho. Mora-Jaimes et al. (2002) observaram melhorias na digestdo ruminal
do amido quando o sorgo foi tratado com a-amilase de Bacillus licheniformis (digestéo
de 82,85%) ou glucoamilase de Aspergillus niger (87,23%), em comparagdo com
racao néo tratada (digestao de 75,13%).

Tricarico et al. (2005) mostraram que a suplementagcdo com diferentes
dosagens de a-amilase ndo aumentou a digestibilidade ruminal do amido, mas sim,
modulou a fermentacdo ruminal aumentando a concentragdo de acetato e butirato,
diminuindo de propionato.

Rojo-Rubio et al. (2007) relataram que a enzima amilolitica a-amilase foi mais
eficaz no aumento da digestdo do amido em novilhos canulados. Em avaliagdo sobre
o desempenho de bovinos de corte a partir da suplementagcdo com a-amilase,
Tricarico et al. (2007) encontraram melhorias nas caracteristicas de carcaga,
incremento no ganho de peso e aumento do consumo voluntario de MS. No entanto,
quando houve restricdo do CMS, a enzima nao influenciou no desempenho dos

animais. Alguns resultados contraditérios em relagdo a eficacia da amilase foram
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relatados por outros pesquisadores, podendo serem atribuidos a fatores, como: dose
enzimatica, tipo de alimentacao, hospedeiro e questdes de manejo (MENDOZA et al.,
2014).

Ao suplementar amilase exdégena para novilhos de corte confinados, os quais
receberam uma dieta composta por milho laminado ou floculado, ndo foram
encontrados efeitos benéficos em relagédo a digestibilidade total dos nutrientes e ao
desempenho dos animais (DILORENZO et al., 2011). Resultado semelhante foi
constatado por Lee-Rangel et al. (2010), os quais nao observaram efeito da
suplementacao de amilase no desempenho de cordeiros em crescimento.

Em estudo realizado por Weiss et al. (2011), avaliando a adigao de amilase
em dietas com 26 e 31% de amido para vacas em lactagdo, proveniente
principalmente de milho moido grosseiramente (1,42 mm), ndo encontraram efeito de
interacao entre os tratamentos; todavia, os autores observaram que dietas ricas em
amido apresentaram maior digestibilidade da MS, MO e do FDN do que dietas com
baixo teor de amido. Os autores atribuiram o resultado da maior digestibilidade do
FDN ao suposto aumento da disponibilidade de energia provinda do amido as
bactérias celuloliticas. Com isso, concluiram que a amilase exdégena quando
adicionada a uma dieta com baixo teor de amido ndo é capaz de tornar a dieta
nutricionalmente equivalente a uma dieta rica em amido, concordando com trabalhos
que observaram minimos efeitos da amilase exégena para vacas leiteiras quando
adicionadas em dietas com teor de 21% de amido, considerado baixo (FERRARETTO
et al., 2011; VARGAS-RODRIGUEZ et al., 2014).

A fim de avaliar a inclusdo de doses dietéticas crescentes do extrato de A.
oryzae no desempenho produtivo de vacas em lactagao recebendo dieta com 27,1%
de amido, Tricarico et al. (2005) observaram efeito quadratico positivo para a produgao
de leite e de gordura no leite, porém sem alteragdo na ingestdo de MS, mas com
reducdo na producdo de propionato. Andreazzi et al. (2018), ao suplementarem
amilase exodgena para vacas recebendo dietas com alto teor de amido (32% da MS),
observaram acréscimo na produgao de leite (PL), menor CMS e consequentemente
melhor eficiéncia alimentar (EA). Todavia n&do foi constatado melhoria na
digestibilidade total dos nutrientes. Por outro lado, Takiya et al. (2017) demonstraram
que a suplementagdo com doses crescentes da enzima amilolitica em dietas com

29,2% de amido nao afetaram a EA, produgéao de propionato e de proteina microbiana

22



no rumen de vacas em lactacdo. No entanto os tratamentos aumentaram linearmente
a digestibilidade de PB e o peso corporal das vacas.

Hristov et al. (2008), utilizando baixas concentragbes (10 g/vaca/dia) dos
complexos enzimaticos contendo amilases, ndo observaram nenhum efeito sobre a
fermentagao ruminal, sintese de proteina microbiana e digestibilidade de nutrientes
em vacas leiteiras. Zilio et al. (2018) também testaram a associacdo de enzimas
amilolitica e fibrolitica na dosagem de 12 g/d e 8 g/d respectivamente, por animal no
concentrado, e observaram que a associagao das enzimas ndo contribuiu com
melhorias de desempenho e da digestibilidade dos nutrientes de vacas em lactagao.
Em contrapartida, Noziére et al. (2014) demonstraram que o uso de amilase na dieta
de vacas leiteiras aumentou em 65 g/kg a digestibilidade do amido no rumen e
Klingerman et al. (2009) observaram aumentos na PL, PL corrigida para 3,5% de
gordura, melhorias na digestibilidade da MS e MO no trato total dos animais que
receberam suplementacdo do complexo enzimatico. Os autores concluiram que a
adicdo de amilase exdgena a dieta de vacas leiteiras lactantes apresentou potencial
para melhorar a produtividade animal.

Ao suplementar a-amilase para vacas leiteiras, Chen et al. (1995) néo
observaram efeitos no CMS e digestibilidade do amido, mas relataram um aumento
na digestibilidade da PB. No estudo de Tricarico et al. (2008), a suplementagéo
dietética com a-amilase aumentou a produg¢ao de maltodextrinas (substrato para uma
variedade de bactérias ruminais, incluindo as amiloliticas e nao amiloliticas),
aumentando a digestibilidade geral dos nutrientes. O efeito da a-amilase sobre a
digestibilidade do amido total pode estar associado com alguns fatores como: o
aumento da digestdo pos-ruminal do amido, em resposta ao aumento da degradagao
ruminal, fermentacdo do amido em outro compartimento digestivo, ou auséncia de
efeito enzimatico na degradagédo do amido ruminal.

Apesar da inconsisténcia dos resultados, a adicdo de diferentes amilases
exogenas as dietas de ruminantes tem frequentemente aumentado a digestibilidade
da MS do trato total (ROJO et al., 2005; KLINGERMAN et al., 2009; GENCOGLU et
al., 2010), porém os efeitos positivos na digestibilidade do amido no trato total tém
apresentado grande variabilidade e geralmente nao apresentam significancia (ROJO-
RUBIOP et al., 2005; HRISTOV et al., 2008; KLINGERMAN et al., 2009; GENCOGLU
et al., 2010).
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Muitos sao os fatores que podem interferir positivamente ou ndo na acéo das
enzimas amiloliticas, conforme mostram os estudos citados nessa revisdo, sendo que
a concentracao de amido e a forma com que ele se apresenta na dieta, irdo refletir

nos efeitos positivos em relagao ao desempenho produtivo das vacas em lactacao.

1.4 ENZIMAS PROTEOLITICAS NA NUTRIGAO DE RUMINANTES

As enzimas proteoliticas, também conhecidas por proteases ou peptidases,
sao classificadas de acordo com sua reagao catalisadora, sendo consideradas como
exopeptidases ou endopeptidases (FIGURA 2). As exopeptidases, denominadas
como aminopeptidases ou carboxipeptidases, sdo responsaveis pela quebra das
ligagdes peptidicas préximas ao grupamento amino e ao grupo carboxilico terminal do
substrato, respectivamente. As endopeptidases fazem a lise das ligagdes distantes ao
grupamento amino ou carboxilico terminal. Em resumo as enzimas proteoliticas

catalisam a clivagem de liga¢des peptidicas em outras proteinas (RAO et al., 1998).

FIGURA 2: MECANISMOS DE ACAO DAS
ENDOPEPTIDASES E EXOPEPTIDASES
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FONTE: Motyan et al. (2013).

As proteases, quando suplementadas nas dietas de ruminantes, degradam a
porcao proteica presente nos alimentos, liberando aminoacidos, os quais serao
aproveitados pelos microrganismos ruminais para a sintese de proteina microbiana.
As enzimas proteoliticas também podem liberar a proteina ligada a fibra (PB ligada ao

FDN e ao FDA). Embora a proteina ligada a fibra represente apenas 7-11% do



conteudo total da parede celular, sua contribuicdo para a digestibilidade total da
proteina é reconhecida pelo aumento da fermentacdo da matéria organica no rumen
(SURYANARAYANA, 2020).

As proteases exdgenas sdo capazes de inativar fatores anti-nutricionais
presentes em determinados alimentos (COWIESON et al.,, 2006), auxiliando na
maximizacado da disponibilidade de aminoacidos, colaborando com a energia
metabolizavel e consequentemente aprimorando o desempenho zootécnico dos
animais, reduzindo o custo de producado (MENEGHETTI, 2013).

Os estudos conduzidos com o objetivo de avaliar os efeitos especificos das
enzimas proteoliticas em ruminantes ainda sao restritos. Em contrapartida, o que se
tem buscado € a combinagdo entre as proteases e amilases e/ou carboidrases,
possibilitando assim, o sinergismo entre enzimas exdgenas e microbianas (MORGAVI
et al., 2000). De acordo com McAllister et al. (2001), dentro do compartimento ruminal,
as enzimas sao capazes de atuar diretamente nos alimentos ou podem estimular a
digestao indiretamente, através da potencializagao das enzimas microbianas.

Segundo relatos de Eun & Beauchemin (2005), o uso de enzimas proteoliticas
exogenas, foi ignorado na época, por acreditarem que a degradagédo causada pelas
proteases acarretaria na insuficiéncia de uso de nitrogénio. Todavia, pressupdem-se
que as proteases deveriam ser adicionadas a uma dieta animal com o objetivo de
aumentar a hidrolise da proteina dietética, melhorando o aproveitamento do
nitrogénio. Quando os animais utilizam o nitrogénio de forma mais eficiente, pode ser
possivel diminuir o teor de proteina da dieta, reduzir os custos de alimentacédo e
consequentemente reduzir o impacto ambiental com menor consumo de nitrogénio
(SUCU et al., 2014).

Em frangos de corte, a adicdo de proteases melhorou o aproveitamento do
nitrogénio (GHAZI et al., 2003). Estudos com suinos, mostraram maior digestibilidade
de proteinas e eficiéncia alimentar ao suplementar os animais com proteases
(O'DOHERTY & FORDE, 1999). Estudos com ruminantes, em que as proteases
exodgenas ou misturas de enzimas que continham proteases foram avaliadas na TMR
de vacas leiteiras, evidenciaram efeitos benéficos no desempenho produtivo (EUN &
BEAUCHEMIN, 2005; GADO et al., 2009) e nenhum efeito em bovinos de corte (VERA
et al., 2012; MESCHIATTI et al., 2019).

Acredita-se que as enzimas proteoliticas tenham capacidade de hidrolisar as

cadeias polipeptidicas presentes na matriz proteica dos granulos de amido e entao
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liberar compostos que poderdo ser aproveitados pelos microrganismos ruminais.
Sendo assim, elas também podem auxiliar no aproveitamento do amido dietético.
Desse modo, proteases tém sido exploradas como alternativa associada ao
processamento fisico de cereais em dietas de ruminantes, com a ideia de romper as
barreiras estruturais que impedem o acesso aos granulos de amido pela a-amilase
(McALLISTER & RIBEIRO, 2013; AMARO et al., 2021).

Eun & Beauchemin (2005) avaliaram os efeitos da suplementacdo de uma
enzima proteolitica em dietas de vacas lactantes, contendo duas concentragdes de
forragens (denominadas como alta e baixa forragem). De acordo com os resultados
houve diminuigdo da ingestao de nutrientes e aumento na digestibilidade no trato total
de MS, MO, FDN e hemicelulose para o grupo suplementado com a protease em
ambas as concentracdes de forragem. Segundo os autores, a adicdo de enzima as
diferentes dietas estudadas favoreceu a atividade ruminal das enzimas fibroliticas,
reforcando o conceito de que enzimas exdégenas atuam sinergicamente com a
microbiota do riumen, resultando no melhor aproveitamento dos alimentos.

Durante dois estudos in vitro realizados por Colombatto et al. (2003a,b) com
a suplementacdo de proteases sem atividade de xilanase, os pesquisadores
observaram aumento na degradabilidade de MS e FDN, tanto em feno de alfafa quanto
na TMR. Sucu et al. (2014), com o objetivo de avaliar os efeitos da suplementacéo de
proteases nos parametros relacionados com a produgdo de vacas Holandesas,
encontraram resultados que indicaram uma tendéncia a melhor eficiéncia alimentar.
Além disso, as concentra¢des de nitrogénio ureico no sangue e na urina diminuiram
nas vacas suplementadas com proteases, sendo atribuido a melhora na sintese de
proteina microbiana no rumen e na eficiéncia de utilizac&o do nitrogénio.

Outra forma de utilizagc&do das proteases exdgenas tem sido como aditivos em
silagens de milho de alta umidade e de planta inteira. Neste sentido, os resultados
mostraram maior digestibilidade do amido devido a quebra da matriz proteica que
envolve os granulos de amido (FERRARETTO et al.,, 2015; DER BEDROSIAN &
KUNG JR, 2019). Apesar desses estudos, ainda ha escassez de pesquisas na
literatura sobre os efeitos da inclusdo de a-amilases e proteases sobre a
digestibilidade do amido.

1.5 ENZIMAS FIBROLITICAS NA NUTRICAO DE RUMINANTES
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A maioria dos mamiferos tem limitada capacidade em digerir fibras dietéticas,
como a celulose. Todavia, os ruminantes e os animais com ceco funcional, como
equinos e coelhos, produzem as celulases enddgenas no trato gastrointestinal a partir
de suas bactérias simbioticas.

O uso de enzimas exogenas fibroliticas (B-glucanase, xilanase e celulase)
foram inicialmente avaliadas na alimentagdo de aves e suinos com o objetivo de
remover alguns fatores antinutricionais, polissacarideos nao amilaceos (PNA),
diminuindo a viscosidade da digesta no duodeno, facilitando desta forma a absorg¢ao
dos nutrientes (BEDFORD et al., 1991), além de degradar o pericarpo que recobre o
endosperma do grao (PONTE et al.,, 2004; MENDES et al., 2013). O pericarpo é
composto por B-glucanos, xilanos e celulose, compostos estes indigestiveis para os
animais nao ruminantes (BEDFORD & SCHULZE, 1998; BHAT, 2000). As enzimas
fibroliticas, hidrolisam os PNA que podem ser potencialmente utilizados pelo animal,
aumentando, por exemplo, a utilizacdo de energia e contribuindo com o seu
desempenho.

Os PNA sao divididos entre soluveis e insoluveis. Dentro da classe dos
soluveis encontram-se a hemicelulose (xiloglucanos, arabinoxilanos, B-glucanos,
mananos, dentre outros) e a pectina. Os insoluveis sdo compostos principalmente por
celulose e lignina e por algumas hemiceluloses. A FIGURA 3 representa a

classificagao dos PNA.

FIGURA 3: CLASSIFICAGCAO DOS POLISSACARIDEOS NAO AMILACEOS.

Polissacarideos ndo amilaceos
(PNAs)
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FONTE: Adaptado de Choct (2006).
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O xiloglucano € um polissacarideo ramificado presente na parede celular dos
vegetais (ALBERSHEIM et al., 1996). Formado por uma cadeia principal composta por
pontes glicosidicas 1-4 com ramificagdes laterais de xilose, xilose-galactose ou
xilose-galactose-fucose, apresenta funcao estrutural na planta. Quando hidrolisado
com as enzimas endoglucanases, esse polissacarideo é reduzido a oligossacarideo
composto por quatro residuos de glicose na cadeia principal e trés residuos de xilose,
0s quais podem ou nao estar ramificados com residuos de galactose ou galactose e
fucose (HAYASHI, 1989).

Os B-glucanos sao polissacarideos que fazem parte da estrutura da parede
celular de bactérias, fungos, algas e cereais, principalmente cevada e aveia. Estédo
presentes no endosperma da semente como polissacarideos soluveis, nao
ramificados, constituindo uma cadeia linear composta por unidades de glicose,
formada por ligagcdes glicosidicas B (1-4 e 1-3) (FIGURA 4). As ligacdes B (1-4)
respondem por aproximadamente 70% das ligagcdes glicosidicas, e ocorrem em
sequéncia de duas ou trés unidades de glicose, interrompidas por uma ligagao 8 (1-3)
isolada (WOOD et al., 1991).

FIGURA 4: ESTRUTURA BASICA DE B-GLUCANOS NOS CEREAIS COM LIGAGOES
COMBINADAS B-(1—3) E B-(1—4).
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FONTE: Havrlentova et al. (2011).

Os B-mananos sdo encontrados na maioria dos alimentos de origem vegetal.
Sao fibras polissacaridicas sem amido, constituidas por cadeias lineares de manose
e galactose, com ligacao do tipo B 1-4 e pertencentes as fragdes hemicelulésicas das
plantas. O conteudo de B-manano soluvel em diferentes ingredientes tem uma
variagdo de 0 a 7%, sendo mais moderado em cereais como milho e sorgo, e

relativamente alto em ingredientes proteicos como o soja, e com concentragio alta na
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casca de soja. Uma vez que o farelo de soja é a fonte de proteina mais importante na
producado de ragdes, podemos considerar que as p-mananas estdo presentes na
maioria das dietas fornecidas aos animais (HSIAO et al.,, 2006; SLOMINSKY &
CAMPBELL, 1990). Os -mananos presentes na soja sao polissacarideos compostos
por repeticdes de B-(1-4) manose, B-(1-6) galactose e/ou unidades de glicose ligado
a cadeia estrutural de B-mananos. De acordo com Dale (1997), citado por Martinez-
Cummer (2013), as cadeias de mananos sao altamente viscosas, soluveis em agua e
resistentes a fase de secagem/torracéo durante o processamento da soja.

Devido a diversidade e a complexidade da estrutura da hemicelulose, ha
necessidade de diferentes enzimas para que ocorra sua degradacéo, incluindo endo-
1,4-b-xilanases, B-D-xilosidases, a-arabinofuranosidases, a-glucuronidases, acetil-
xilana-esterase e feruloil-esterases (DODD & CANN, 2009) (FIGURA 5). Grande parte
dessas enzimas agem exclusivamente sobre as cadeias laterais, liberando
principalmente a xilana, a partir da clivagem pelas xilanases. As B-xilosidases clivam
xilobiose em dois monémeros de xilose, sendo que esta enzima também pode liberar
xilose a partir do final da cadeia principal de xilana ou de um oligossacarideo
(FARINAS, 2011). A cadeia principal de xilana é hidrolisada principalmente pelas
endoxilanases, enquanto as cadeias laterais de arabinose sao removidas por
arabinofuranosidases (GILBERT, 2010).

FIGURA 5: ESTRUTURA DA XILANA E ENZIMAS DO COMPLEXO
XILANOLITICO.

_endoxilanases

B-xilosidases
FONTE: Amorim (2017).
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As xilanases sao extraidas de fungos do género Aspergillus. Sao enzimas
responsaveis pela hidrolise das ligagbes glicosidicas (B-1,4 da cadeia principal da
xilana, a qual €& considerada a maior constituinte do complexo hemiceluldsico das
paredes celulares das células vegetais. A xilana (FIGURA 6) esta presente na parede
celular primaria e secundaria juntamente com a celulose e a lignina, desta forma,
acredita-se que ela contribui com a coesao das fibras e com a integridade da parede
celular da planta (PINTO, 2005).

FIGURA 6: ESTRUTURA DA XILANA E
ACAO DA XILANASE.
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FONTE: Held (2012).

Apesar de ser a primeira classe de enzimas exploradas em ruminantes, ainda
assim, o uso de enzimas fibroliticas € questionado, devido a crenca de que, ao acessar
0 rumen as enzimas exogenas, de modo geral, seriam rapidamente destruidas pelas
proteases. Além disso, de acordo com a caracteristica digestiva dos ruminantes,
acreditava-se que os préprios microrganismos ruminais seriam suficientes em
degradar os substratos fibrosos dos alimentos. No entanto, sabe-se que dietas ricas
em carboidratos nao fibrosos (CNF) podem prejudicar a atividade fibrolitica das
enzimas endogenas (BEAUCHEMIN et al., 2001), reduzindo o aproveitamento dos
alimentos e consequentemente o desempenho dos animais. Com isso, a adi¢do de
enzimas fibroliticas na dieta de ruminantes, comecou a ser estudada, como alternativa
de melhoria do aproveitamento dos alimentos fibrosos, buscando melhores
produtividades e conversdo alimentar dos animais.

As enzimas fibroliticas usadas na dieta de vacas leiteiras tém demonstrado
efeitos positivos na digestibilidade total da MS, FDN e FDA (SALEM et al., 2013;

30



ARRIOLA et al., 2017). Melhorias na digestibilidade da fibra através da suplementagao
de enzimas exdgenas, sugerem que a producao de enzimas endodgenas possa ser
limitada ou ineficiente (BEAUCHEMIN et al., 2003). Como a maior parte da
alimentacdo dos ruminantes tende a ser composta por carboidratos fibrosos, as
enzimas fibroliticas hidrolisam os PNA das paredes celulares das plantas,
principalmente a celulose e hemicelulose. A fungao estrutural da hemicelulose na
parede celular garante um quarto da biomassa total da planta (SCHELLER &
ULVSKOV, 2010).

As enzimas fibroliticas responsaveis pela hidrélise da hemicelulose no rimen
sdo xilanase, B-glucanase e B-mananase e a celulase para a celulose. Muitos
pesquisadores defendem o uso de uma mistura das diferentes enzimas que degradam
os carboidratos estruturais, no formato de complexo enzimatico, uma vez que Salem
et al. (2013), por exemplo, encontraram resultados positivos para digestibilidade e
fermentacao ruminal em novilhos de corte.

Na alimentagao animal, as xilanases, através da hidrdlise das arabinoxilanas,
sao capazes de reduzir a viscosidade da digesta intestinal e aumentar o valor nutritivo
dos alimentos. Segundo Colombato et al. (2003), as xilanases podem alterar as
atividades fisiolégicas da microbiota ruminal, podendo ser observado aumento da
producédo de propionato e butirato e redugcdo de acetato e metano (EUN &
BEAUCHEMIN, 2007).

A presenca de maior concentracao de propionato ou menor proporgao de
acetato:propionato no rumen podem indicar menor disponibilidade de hidrogénio
metabdlico para metanogénese. Com base nessa observacdo, Beauchemin et al.
(2008) propuseram realizar a suplementagéo de aditivos alimentares enzimaticos em
dietas de ruminantes como forma de mitigar a produgdo de metano entérico (CHa).
Em um estudo in vivo, Arriola et al. (2011), ao suplementarem vacas em lactagdo com
aditivo enzimatico fibrolitico, observaram que com a quantidade de concentrado na
dieta aumentada, houve diminuicdo no CH4 entérico, relacionando-o com a redugao
da concentragao de acetato e aumento de propionato pela dieta.

Yang et al. (2000) avaliaram duas formas de fornecimento de enzimas
fibroliticas com baixa atividade da celulase e alta atividade xilanase na dieta de vacas
Holandesas, misturando-as a TMR ou ao concentrado. O consumo de MS (média 19,8
kg/d) nao foi afetado pela suplementagcdo enzimatica. O fornecimento da enzima

misturada ao concentrado resultou em maior digestibilidade da MS no trato total
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(66,6% vs. 63,9%) em relagao a dieta controle, acarretando aumento da producéo de
leite (37,4 vs. 35,3 kg/dia). Quando a enzima foi misturada a TMR, houve somente
aumento na digestibilidade (65,7% vs. 63,9%) da MS, sem efeito na producgéo de leite
(35,2 vs. 35,3 kg/dia).

Ao avaliarem o desempenho de novilhas de corte com suplementagao
dietética de B-mananase, Seo et al. (2016) relataram aumento do ganho de peso
médio diario desses animais. Tewoldebrhan et al. (2017) ao avaliarem os efeitos da
suplementacao de duas dosagens de B-mananase na digestibilidade dos nutrientes,
eficiéncia na conversao alimentar, e utilizacdo de nitrogénio em vacas leiteiras,
encontraram aumento da produgao de leite por unidade de ingestao de matéria seca
e producgao de proteina do leite por quilograma de proteina bruta ingerida em uma
dieta a base de feno de alfafa e silagem de milho fornecida para a vacas Holandesas
na fase intermediaria da lactagdo. No entanto, a producao de N fecal mais N urinario
foi semelhante em vacas com ou sem suplementagao de B-mananase.

Os B-glucanos derivados de levedura também tém sido associados com
melhor resposta imune e produtividade em bovinos. A suplementagao de -glucanas
melhorou o desempenho de bovinos em crescimento (ANGELAKIS, 2017) e perfil
metabdlico (CHIOFALO et al., 2004) em ruminantes. Administragdo dietética de [3-
glucanas em ovelhas em lactagao resultou no aumento de até 14% da produgao de
leite. Além disso, a composicao do leite também foi melhorada, podendo ser
encontrado quantidades substancialmente maiores teores de gordura (até 30%) e
proteina (até 11%) (ZABEK et al., 2013).

Com objetivo de avaliar os efeitos de um produto comercial com B-1,3-glucano
na produtividade, imunidade e status antioxidante de vacas em transigao, Xia et al.
(2021) encontraram ganhos em produtividade, imunidade e status antioxidante,
demonstrados pela reducéo da contagem de células somaticas do leite e aumento dos
niveis de imunoglobulinas no colostro. A suplementacdo com 3-1,3-glucano reduziu
0S niveis séricos de citocinas pro-inflamatorias e proteina C reativa, e aumentou os
niveis séricos de imunoglobulinas, indicando os ganhos da imunidade em vacas em
transicao. A reducao do nivel sérico de malondialdeido e o aumento das atividades da
superoxido dismutase e catalase séricas demonstram o efeito antioxidante.

A maioria dos estudos explorando o uso de enzimas exdgenas para gado
leiteiro tem focado predominantemente em dietas de forragens de alta qualidade
(silagem de milho e alfafa, por exemplo) (MORENO et al., 2007; PINOS-RODRIGUEZ
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et al., 2005). Segundo Oba e Allen (1999), para cada unidade de aumento na
digestibilidade in vitro da FDN, o consumo de MS e a produgao de leite corrigida para
4% de gordura aumentaram em 0,17 e 0,25 kg/dia, respectivamente. Ao suplementar
vacas leiteiras com enzimas fibroliticas, Gado et al. (2009) relataram aumento de 13%
de ingestdo de MS e acréscimo de 23% na PL no grupo tratado em comparagao com
o grupo controle. No entanto, alguns estudos n&do mostraram alteracéo na ingestao de
MS ou na PL (DHIMAN et al., 2002; DEAN et al., 2013) e outros nao relataram
alteracgdes na PL, porém houve diminuicdo na ingestao de MS (ARRIOLA et al., 2011;
HOLTSHAUSEN et al., 2011).

Ha relatos de diferentes efeitos do uso de enzimas fibroliticas em dietas para
ruminantes. Diferentes compostos enzimaticos estudados, favoreceram o aumento no
CMS, na digestibilidade da fibra in vivo e na producéao de leite, enquanto muitos outros
nao relataram efeito algum. As respostas aos aditivos enzimaticos sdo muito variaveis,
isso provavelmente se deve ao tipo de animal (necessidade de energia e nivel de
alimentacgdo), condi¢gbes gastrointestinais, pH ruminal, composig¢ao dos nutrientes da
dieta, variabilidade no tipo de enzima utilizada, espécie, dosagem e método de entrega
dos mesmos (MENDOZA et al., 2014).

1.6 CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar do numero consideravel de pesquisas com a suplementacdo de
enzimas exogenas na dieta de ruminantes e dos resultados positivos apresentados
nesta revisdo, apontando possiveis melhorias na eficiéncia da utilizacdo dos
componentes nutricionais, sabe-se que ainda s&o grandes as incognitas a serem
exploradas quanto ao tipo de enzima, dosagens e fatores de interferéncia, uma vez
que, encontramos inumeros resultados divergentes entre trabalhos e autores. Desta
forma, fica evidente a necessidade de outros estudos que possam explorar mais os

efeitos das enzimas exdgenas sobre as variaveis produtivas em rebanhos leiteiros.
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ABSTRACT

The objective of this trial was to investigate the effects of supplementation of an
enzymatic complex on performance of lactating dairy cows. Forty-eight Holsteins were
separated in 2 groups for 2 periods, receiving diets with and without the enzyme
supplementation during 28 d per period. Cows were housed in individual tie-stalls in
the same barn, equipped with food separators. The experimental design was a
randomized block design, using parity, milk yield, and DIM data from pre-experimental
period as blocking factors. Statistical analyses were performed using the GLM
procedure for single measures and MIXED procedure of SAS for repeated measures
over time. The results indicate that there was no statistical difference for milk yield
between the control and the enzyme supplemented groups (P=0.66), as well as milk

components as milk fat (P=0.45), milk total protein (P=0.92), milk lactose (P=0.54),
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milk casein (P=0.55), and milk total solids contents (P=0.73) were not affected by
treatment. No treatment differences were found for milk urea nitrogen (P=0.78) and for
somatic cell linear score (P=0.56), as well as fecal starch (P=0.91). There was no
statistical difference for dry matter intake (P=0.96), milk efficiency (P=0.79), and
digestibilities of dry matter and organic matter (P=0.22; P=0.29). The enzyme complex
used in this study did not present the expected results for performance and

improvement in the use of food.

Keywords: digestibility, dry matter intake, fecal starch, milk efficiency

INTRODUCTION

The demand of food from animal origin is growing worldwide, mainly in countries
which are in development, and because of these strategies that intensify the animal
productivity are needed. In order to achieve improvements on productivity is necessary
to intensify the critics points of the production system (Sujani and Seresinhe, 2015).

Nowadays, one of the most significant challenges found in dairy cattle
production that has the greatest impact on profitability is an increase in feed costs,
which is primarily by price fluctuations in corn and soybeans (Conab, 2022). Dairy
producers are looking for technologies that will increase production efficiency in their
herds, improve animal performance, reduce feeding cost and consequently allow for
greater profitability (Sagrilo et al., 2003).

In this context, the use of exogenous enzymes as a ruminant feed additive has
piqued the interest of researchers, and it has become a widely debated topic among

animal nutritionists (McALLISTER et al., 2003). Various experiments conducted in
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recent decades to learn more about the activity of fibrolytic and amylolytic enzymes
have provided evidence that enzymes are somewhat resistant to rumen degradation
and may potentially increase the rate of carbohydrate degradation (ZILIO et al., 2019).
However, responses to supplementation of exogenous enzymes, presents variations
and possible interferences from the results found. So, the objective of this work is to
evaluate the effects of supplementation of an enzymatic complex in the productive
performance, milk composition, seric profile, total tract digestibility of nutrients and

fecal starch content of lactating dairy cows.

MATERIAL AND METHODS

Cows, experimental design and treatments

The experimental procedures were approved by the Animal Use Ethics
Committee (CEUA) of the Agricultural Sciences Campus of the UFPR (protocol
055/2021).

Forty-eight Holsteins cows (13 primiparous and 35 multiparous) were blocked
according to their parity, milk yield (MY) and days in milk (DIM) in the covariable period
and randomly separated into two treatments (24 cows per treatment), receiving or not
the enzymatic supplementation. In the covariable period (means + SD), the parity
means, body weight (BW), DIM and MY were 3.08 + 1.61, 686 + 58 kg, 177 + 96 d,
and 41.4 £ 6.7 kg/d, respectively. The experiment lasted 9 weeks, including the first
week of data collection for production to block the animals, and 8 weeks in the
experimental period, divided into two periods of 4 weeks each, in order to characterize
the simple outline reversion (crossover). In this experimental design all experimental

cows were exposed to both treatments.
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The cows were housed in individual tie-stalls in the same barn, with
temperature and humidity controlled by the system “cross ventilation” and they were
milked three times daily (07:00, 15:00 and 23:00 h). The water was available ad libitum,
the forage feed was offered twice daily (8:30 and 17:30 h) and the concentrate was
provided four times daily (08:30, 12:30, 17:30 and 00:00 h), according to the
management already adopted in the farm. The tie-stalls were equipped with lateral
panels to prevent an animal from eating the food of another.

The only difference between the control and the treatment diets was whether
or not the enzymatic complex was present. During a 28-day treatment period, the
animals in control (CON) did not receive the enzymatic supplementation in their diet in
which was given only finely ground corn grain, as a placebo, in the amount of 30
grams/cow/day. On the other hand, the animals of the treatment group (ENZ) received
2 grams/cow/day of the enzymatic complex Precizyon X50®, homogenized with 28
grams/cow/day of finely ground corn grain, divided into two daily meals, supplemented
after offering the concentrate.

The enzymatic complex used was provided from Lumis Biotech Unip. LTD.
(Mumbai, India). The code IUBMB (Enzymatic Name) is EC 3.2.1.8 and CAS 9025-57-
4 (number with a unique registration in database of Chemical Services Resume, a
division of Chemical American Society).

According to the manufacturer specification of the product Precizyon X50® is
compound of a-amylase (120,000 u/g), xylanase (20,000 Ul/g), glucanase (7,500 Ul/g),
mannanase (250 Ul/g), and protease (1,400 u/g). The dose adopted in the present trial
followed the manufacturer recommendation, being provided top-dressed on the parcial
mix ration (PMR).

The diet composition was followed according to the recommendation of the

46



47

responsible nutritionist. The ingredients and nutrients composition of the diet provided
during the experimental period is presented in the Table 1. The Table 2 presents the

values in DM of the composition of the used concentrated during the trial.

Table 1: Diet composition during the experimental period’

Item Diet (DM)

Ingredient, % of DM
Corn silage 39.50
Ryegrass haylage 11.60
Concentrate 40.40
Wet brewer grain, wet 3.35
Cottonseed, whole 5.15

Chemical Composition, % of DM ?2
DM 47.37
NDF 34.47
CP 16.99
RDP 10.63
NFC 37.13
Starch 26.23

" Nutrient composition was determined from feed ingredients sampled during the last 5 d of 28-d
treatment period

2 DM= dry matter; NDF= neutral detergent fiber; CP= crude protein; RDP= rumen degradable
protein; NFC= non-fiber carbohydrate.

Table 2: Composition of concentrate fed during the experimental period.

Item Diet (DM)

Ingredient, % of DM
Finely ground corn 43.62
Soybean meal 30.07
Soybean hulls 18.00
Limestone 3.88
Sodium bicarbonate 2.22
Vitamin and mineral mix’ 0.55
Sodium chloride 0.55
Monocalcium phosphate 0.33
Mycotoxins' adsorbent? 0.22
Magnesium oxide 0.22
Methionine® 0.14
Sulfur 0.1
Premix Difly 0.04
Monensin* 0.02
Live yeast® 0.01

115.6 g/kg Ca, 5.1 g/kg P, 5.3 g/lkg Mg, 9.1 g/kg K, 3.6 g/kg S, 8.5 g/kg Na, 3.7 g/kg Cl, 183.78 mg/kg
Zn, 36.77 mg/kg Cu, 96.17 mg/kg Mn, 1.08 mg/kg Se, 0.88 mg/kg Co, 1.10 mg/kg |, 119.047 Ul/kg Vit
A, 43.046 Ul/kg Vit D3, 716.4 Ul/kg Vit E

2Mastersorb Gold by Grasp®

3 Smartamine by Adisseo®

4Rumensin 200™ by Elanco Brasil®

5Levucell SC by Lallemand Animal Nutrition®



Sample collection and analysis

The milk production was measured using a milk meter (Tru-Test®) and milk
samples were collected from nine consecutive milkings on the last three days of each
experimental period (days 26, 27, and 28). The milk samples were analyzed for milk
fat, total protein, lactose, casein, total solids, milk urea nitrogen (MUN), and somatic
cell count (SCC) through the method of infrared spectroscopy (AOAC, 1990; methods
972.160) by the Holstein Cattle Breeders Association of Parana State (APCBRH).

The individual DM intake was also measured during the last three days of
each experimental period. The offered amount of the total diet in kg of natural matter,
as well as the amount of leftovers, were individually weighed. The daily parameter DMI
was measured by the offered calculation minus the leftovers, multiplying by the daily
DM content. Samples of the offered diet and the leftovers were collected to determine
the DM content by laboratorial methods (% DM). Following that, the feed efficiency of
each animal was calculated by dividing the daily milk production by the daily DMI.

PMR diet samples were collected weekly, just like leftovers, to determine
the nutritional composition of the diet. The diet’'s forage (corn silage and ryegrass
haylage) was collected biweekly for bromatological analysis, which evaluates the
chemical composition, nutritional and energetic value and physical properties. After
collecting the samples, they were all frozen for further chemical-bromatological
analysis.

Food and leftovers samples were dried in a forced-air ventilation system at
60°C for 72 hours before being processed in a Willey mill with sieve of 2mm (Arthur H.
Thomas Co., Philadelphia, PA). Following that, forage samples were analyzed for DM

(Goering and Van Soest, 1970; AOAC International, 2000, method 930.15), CP (N x
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6.25; AOAC International, 2000, method 990.03), ether extract (EE; AOAC
International, 2000, method 2003.05), ADF and lignin (AOAC International, 2000,
method 973.18), NDF using alpha amylase (Van Soest et al., 1991), ashes (MM; AOAC
International, 2000, method 942.05) Ca, P and K. The total diet and leftovers samples
were analyzed for CP (AOAC International, 2000, method 990.03), ADF (AOAC
International, 2000, method 973.18) and NDF (Van Soest et al., 1991).

To determine the fecal starch content, feces were collected from the rectal
ampoule of 13 aleatory cows per group on the last day of each experimental period,
totaling 52 analyses. The fecal samples were dried in forced-air ventilation at 55°C for
48 to 72 hours before being processed through a Willey mill sieve of 1mm with a Willey
mill (Arthur H Thomas, Philadelphia, PA; Bal et al., 1997). Enzymatic methodology was
used to determine the concentration of starch (Demiate et al., 2001).

The fecal samples were collected in the last three days of experiment for
further process of rumen incubation. The fecal samples were composed by the joining
and homogenization of twelve fecal subsamples, which were collected directly from
the rectal ampoule of five animals from each group on the following days: day 1 (08:00,
14:00, 20:00 and 02:00), day 2 (10:00, 16:00, 22:00 and 04:00), and day 3 (12:00,
18:00, 24:00 and 06:00), according to Morris et al. (2018). The fecal samples were also
pre-dried in a kiln to determine the partial content of dried matter, and then processed
sequentially in a Willey mill, with a sieve 2mm, to determine the total dried matter (TDM)
later.

The diet digestibility was measured through the incubation methodology to
determine the indigestible NDF (iNDF) referring to the total diet, leftovers, and feces.
All the samples were dried in a kiln with forced ventilation and milled through a sieve

of 2mm. Approximately 2 grams of sample had been packed in polyester fabric bags
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(porosity of 16 microns), duplicated, sealed, and incubated in the rumen (in bovine with
ruminal canula), by 12 days (288 hours), according to Pozo et al. (2022). In sequence,
the samples were submitted to the NDF determination process (conventional method
AOAC Mertens (2002) and method 973.18 (AOAC, 1997) to NDF and ADF,
respectively), the results obtained were used to calculate the INDF value of the sample.

The iINDF was used to estimate the total excretion of feces (TEF) based on

iNDF ingestion and concentration in the feces using the following equation:

ke iNDFconsumed (%)
TEF ( 3 ) = K
ay (d—g> iNDFfeces
ay

The DM and OM apparent digestibilities were determined by the following

equation:
consumed (g) - Feces (£>
day day

consumed ( (i(—g>
ay

Apparent digestibility DM (%) = [100 x

Blood samples were drawn on the 27" of each period, by venous puncture
from the caudal vein into a vacuum tube containing anticoagulant to plasma
(VACUETTE from Brazil, Campinas, SP, Brazil). The tubes were centrifuged for 10
minutes at 3.000 x g to separate the serum, which was then stored at -20°C and
forwarded for further laboratory analyzes. The Cinetic UV and colorimetric
methodology was used to analyzed blood parameters such as glucose, total protein,
urea, triacylglycerol, and cholesterol.

The body condition score (BCS) was determined by two trained and registered
observers in the covariate period and after each 14 days, totaling two evaluations by

experimental period, on a scale of 5 points with increments of 0.25, where 1 = thin and
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5 = fat, according described by Wildman et al. (1982). Body weight was also measured
using a weighing tape, during the covariate period, at the end of each experimental

period, and once a week after the morning milking.

Statistical Analysis

The experimental design was the simple reversion (crossover), using parity
data, MY and DIM as blocking factors in the covariant period (3 days or 9 consecutives
milking).

The GLM procedure from SAS (v. 9.4) was used to perform statistical
analysis on the variables not repeated over time, fecal starch (FS), apparent total
digestibility of organic and dry matter (OD; DM), body condition score (BCS), body
weight (BW), and blood metabolites. Block, period, and treatment were the fixed
effects.

For all other variables analyzed as repeated measures over time, statistical
analyzes were performed using the MIXED procedure of SAS (v. 9.4). All data were
tested for normal distribution by the Shapiro-Wilk test. Treatment and period were
considered as fixed effects and the same variables collected in a week before the trial
were included as covariables. Cows nested within treatment was random effect. The
covariance structures autoregressive, unstructured, toeplitz and compound symmetry
were tested for each variable and defined according with the lowest value obtained for
the “Akaike’s Information Criterion Corrected” (AICC). For results interpretation and
discussion, a significant, effect was adopted when P < 0.05, whereas 0.05 <P <0.10

was considered as a tendency.



RESULTS

In the Table 3 were found out the results referring to the MY and components.
The average MY over the experimental period did not differ between the control and
enzyme-supplemented groups (41.68 vs. 42.45 kg/d; P=0.29), respectively.

There were no differences in milk fat content (3.48% vs. 3.50%; P=0.88) and
milk fat yield (1.39 kg/d vs. 1.40 kg/d; P=0.93), as well as milk protein content (3.36%
vs. 3.34%; P=0.86) and milk protein yield (1.36 kg/d vs. 1.36 kg/d; P=0.89). The
contents and the total amount of milk casein did not differ between the control and
enzymatic groups (2.72% vs. 2.71%; P=0.85 and 1.10 kg/d vs. 1.10 kg/d; P=0.88),
respectively.

The milk lactose content did not differ significantly between the control and
enzymatic groups (4.75% vs. 4.75%; P=0.98), as well as did not differ the milk lactose
amount (1.97 kg/d vs. 1.96 kg/d; P=0.97) and percentage and quantity of milk total
solids (12.57% vs. 12.57%; P=0.99 and 5.12 kg/d vs. 5.11 kg/d; P=0.97), respectively.

Milk urea nitrogen was not affected (P=0.84) by treatment, as well as somatic
cell linear score (P=0.66). There was a difference in BCS variation (P=0.04), but no

difference in BW (P>0.10).

Table 3 — Adjusted means and standard error of the means of dry matter intake (DMI), milk efficiency,
milk production, milk contents (%) and yields (kg/d) of components, linear score of somatic cell count,
milk urea nitrogen, fecal starch, dry matter and organic matter apparent digestibility, body condition
score and body weight of the control (CON) and Precizyon (ENZ) groups.

Variables CON ENZ SEM P Value
Intake and production

DMI, kg/d 24.77 24.75 0.26 0.96

Milk efficiency 1.65 1.64 0.03 0.79

Milk yield, kg/d 41.68 42.45 1.01 0.29

Milk fat, % 3.48 3.50 0.10 0.88

Milk fat, kg/d 1.39 1.40 0.04 0.93
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Milk total protein, % 3.36 3.34 0.05 0.86

Milk total protein, kg/d 1.36 1.36 0.04 0.89
Milk casein, % 2.72 2.71 0.04 0.85
Milk casein, kg/d 1.10 1.10 0.03 0.88
Milk lactose, % 4.75 4.75 0.04 0.98
Milk lactose, kg/d 1.97 1.96 0.08 0.97
Milk total solids, % 12.57 12.57 0.15 0.99
Milk total solids, kg/d 5.12 5.11 0.16 0.97
LS_SccC! 1.66 1.83 0.28 0.66
MUN? (mg/dL) 13.18 13.05 0.47 0.84
Fecal starch, % 5.18 5.30 0.19 0.91
DM apparent digestibility (%) 77.16 79.39 1.21 0.22
OM apparent digestibility (%) 78.10 79.95 1.16 0.29
BCS, ABCS, BW, ABW
BCS d28° 3.15 3.16 0.02 0.51
ABCS3 -0.004 0.12 0.04 0.04
BW d28 (kg) " 698 699 0.88 0.61
ABW (kg)" 7.41 5.11 2.14 0.45

'LS_SCC = linear score of somatic cells count (log2 (SCC/100) + 3) (SHOOK & SHUTZ, 1994);
2MUN = milk urea nitrogen;

3BCS = body condition score; ABCS = change in BCS;

4BW = body weight; ABW = change in BW;

We did not find any significant differences between the control and supplemented
groups for fecal starch (5.18% vs. 5.30%; P=0.91), just like the consumption of DM
(24.77kgl/d vs. 24.75kg/d; P=0.96), milk efficiency (1.65 vs. 1.64; P=0.79), digestibility
of DM (77.16% vs. 79.39%; P=0.22), and digestibility of OM (78.10% vs. 79.95%;
P=0.29). Concerning blood parameters, also did not have statistics differences for the

analyzed variables (Table 4).

Table 4 — Adjusted means and standard error of the means of seric metabolites.

Variables CON ENZ SEM P Value
Glucose (%) 64.15 62.76 0.93 0.29
Urea (%) 34.94 34.56 0.61 0.66
Total Protein (%) 7.12 7.13 0.14 0.79
Cholesterol (%) 228.38 226.30 3.53 0.67

Triglycerides (%) 9.67 10.22 0.60 0.51




DISCUSSION

According to the hypothesis of our work, the combinations of different enzymes
through the enzymatic complex would result in a better use of the nutrients and
consequentially in the improvement of the productive performance in lactating cows.
Although opposing our initial hypothesis, the study found no a positive synergistic effect
for the production and milk compounds, as well as fecal starch, digestibility of DM and
OM, and DMI.

In a meta-analysis conducted by Arriola et al. (2017) to evaluate the effects of
supplementation in different compounds of fibrolytic enzymes on the performance of
dairy cows, an increase in the numerical number can be seen, but it is not significant
in response to milk yield. Nonetheless, the authors state that various factors such as
product preparation, dose, and enzymatic activity can all interfere with the animal's
response to supplementation. Others researcher, such Beauchemin and Holtshausen
(2010) cite the lactation stage and the energetic status as influencers to the positive
response of the additives, in addition to the composition of the basal diet (Gandra et
al., 2017; Tirado-Gonzalez et al., 2018), part of the diet in which the enzymes is added,
being concentrated, TMR or silage (Bowman et al., 2002) or even the same factors as
stability of the enzymes in the rumen (McAllister et al., 2001).

Arriola et al. (2011) evaluated the effects of the exogenous fibrolytic enzymes,
including endoglucanase and xylanase in dairy cows, and found no effects in the MY,
like Romero et al. (2016) and Zilio et al. (2018) who also found no differences in the
MY by evaluating the supplementation of exogenous fibrolytic and amyolitic enzymes.
It is worth mentioning that each study was conducted in different scenarios and

dosage.
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The presented study, found no differences in DM consumption between
treatments, correlating with other studies that tested exogenous enzymes in the
feeding of dairy cows (Tricarico et al., 2005; Weiss et al., 2011; Vargas-Rodrigues et
al., 2014; Takiya et al., 2017). It is worth noting, however, that the influence on DMI is
related to the provided diet, the starch concentration, the lineage and dosage of the
used enzymes, the mode of supply, as well as the cows lactation stage and daily
production.

Although Yang et al. (2000) found no effect of the fibrolytic enzyme in nutrient
ingestion, they did discover an increase in digestibility of DM, OM and CP in the
animal’s group that received the enzymes. The increase in nutrient digestibility is
related to how enzymes act. Furthermore, the synergy between endogenous and
exogenous enzymes increases the enzymatic activity and ruminal hydrolysis (Morgavi
et al., 2000), improving diet digestibility. However, none of these effects were observed
in the current study.

In consent of the actual study, amylolytic enzymes had no effect on DMI, DM
digestibility and MY (Ferraretto et al., 2011; Noziére et al., 2014). Gencoglu et al.
(2010) founded an increase in the digestibility of DM, CP and NFD when cows were
fed a low-starch diet and supplemented with a liquid amylase formulation with an
amylase activity of 240 kilo novo units (KNU)/g.

Given that enzymes improve starch digestibility, it was expected to find
significant differences in fecal starch content, with the lower in the group treated with
the enzymatic supplement, but the results found were really close across treatments.
According to Firkins et al. (2001), the amount of starch found in feces has a high
correlation with nutrient digestion efficiency and can thus be used as an indicator of

starch digestibility in the total tract. Still, a higher concentration of starch in the feces
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can indicate a reduction in the availability of digestible starch in the rumen, which
reduces microbial growth and, as a result, the supply of metabolizable protein and
energy to the animal. A study realized in dairy cows by Ferguson et al. (2003),
demonstrated that the fecal starch content must be less than 5% preferably less than
3%, and that failure to do so can result in a reduction in MY.

There were no significant differences discovered for any of the variables in
relation to the milk components. Previous studies comparing different fibrolytic enzyme
dosages (0, 8, 16 or 24 g/d per cow) of and amylolytic enzyme dosages of 0, 150, 300
and 450 FAU (fungal amylase unit)/kg DM found no effect on milk composition (Silvia
et al., 2016; Takiya et al., 2017).

Zilio et al. (2018) discovered similar results for the milk components, with the
exception of protein concentration in milk, which presented a tendency of increasing
with enzymatic supplementation at 12g/day. In supplementation with B-mannanase,
the enzyme had no effect the concentration of fat and milk protein (Roque et al., 2019),
similar to others experiments in lactating cows fed with fibrolytics enzymes, which had
small but not significant effects on milk fat (Romero et al., 2016) and milk protein
percentage (Zheng et al., 2000). The amylase supplementation had no effect on fat,
protein and lactose percentages (Gencoglu et al., 2010; Ferrareto et al., 2011; Weiss
et al., 2011; Noziére et al., 2014), although Gencoglu et al. (2010) detecting a trend in
increasing milk protein concentration. Silvestre et al. (2022), observed an increase in
the percentage of fat and solids in milk, as well as concentrations of MUN, when
evaluating the effect of exogenous enzymes in diets with reduced starch, whereas diets
with lower levels of starch resulted in a decrease in the concentration (kg/d) of lactose
and solids in milk.

Propionate is the primary precursor of gluconeogenesis in ruminants, and the
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mammary gland is one of the mandatory glucose requirement tissues for lactose
synthesis (Aschenbach et al., 2010). Therefore, the similarities in milk lactose
production among treatments can be explained by this sequence of similar results in
production, components, digestibility, and fecal starch.

Blood glycose is extensively produced though the liver via gluconeogenesis,
and its concentration is also an indicator of how the animal’s energetic metabolism is
during lactation (Drackley and Cardoso, 2014). The blood parameters most commonly
determined in the metabolic profile represent the main metabolic ways of the organism,
according to Dirksen and Breitner (1993), that glucose, cholesterol, and triglycerides
represent energetic metabolism and urea, and total proteins represent protein
metabolism. There was no difference between glucose and urea in this study, as in
other studies such as Holtshausen et al. (2011) or in high concentrated diet (48%) from

Arriola et al. (2011).

CONCLUSIONS

This study no found evidence that combining xylanases, carboidrases and
proteases, provide at a dosage of 2g/cow/day can improve lactating cow performance.
The ruminant’s nutritionist also did find challenges in recommending enzymatic
supplements since the results found in literature are inconsistent. Even though it is well
known that positive results are intrinsically related to different traits of the diet, from the
origin and dosage of enzymes and that the most positive effects already founded with
enzymatic supplements have been related in specifics conditions, as low levels of

starch and forage sources with low degradability diets.
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