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RESUMO

A suplementacao de enzimas exdgenas na alimentagdo de bovinos leiteiros
tem a intencdo de melhorar o aproveitamento dos alimentos pelos rebanhos,
influindo diretamente na produgao de leite e seus componentes. O objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos da suplementagdo de um complexo enzimatico,
composto por celulases, xilanases, amilases e proteases sobre a produtividade de
vacas leiteiras de alta produgdo. O local experimental foi em um rebanho leiteiro
comercial, localizado em Arapoti-PR. Foram utilizadas 94 vacas multiparas da raca
Holandesa, blocadas por produgao de leite, dias em lactacdo e ordem de lactagao.
Os tratamentos foram os grupos Controle (CON), animais que receberam 30 gramas
de milho grdo moido como placebo e Precizyon (ENZ), animais que receberam 24
gramas de milho moido mais 6 gramas do complexo enzimatico Precizyon® X 200.
Durante o periodo experimental foram coletadas amostras de leite para se
determinar a composigao do leite dos animais experimentais, referentes a gordura,
proteina, lactose, caseina, solidos totais, extrato seco desengordurado, contagem de
células somaticas e nitrogénio ureico no leite. Amostras de fezes e dieta total
misturada foram coletadas para se determinar o amido fecal, bem como para se
determinar o coeficiente de digestibilidade com a utilizagdo do marcador interno
Fibra em Detergente Neutro Indigestivel. Nao houve diferengas (P>0,05) na
producao de leite, produgéo de leite corrigida para 3,5% de gordura e produgao de
leite corrigida para energia. Também nao foram detectadas diferencas (P>0,05) para
teores e quantidades de gordura, proteina e caseina, bem como n&o houve
diferengas (P>0,05) nas quantidades de lactose, solidos totais e extrato seco
desengordurado. Contudo, foram observadas diferencas nos teores de lactose
(P=0,02), solidos totais (P=0,02) e extrato seco desengordurado (P<0,01), sempre a
favor dos animais suplementados com enzimas exégenas (ENZ). O escore linear de
contagem de ceélulas somaticas foi semelhante (P>0,05) entre os grupos, mas o
nitrogénio ureico no leite diferiu (P<0,01), com valores de NUL mais altos para as
vacas do grupo ENZ. As vacas do grupo ENZ apresentaram menores (P=0,03)
concentragdes de amido em suas fezes em relagao as do grupo CON. Entretanto, o
coeficiente de digestibilidade da dieta foi maior (P=0,02) para o grupo CON (66,7%),
em relagcdo ao grupo ENZ (59,7%). Assim, conclui-se que o complexo enzimatico
nao alterou a producdo de leite, mas alguns componentes do leite, reduziu
favoravelmente o teor de amido fecal, mas diminuiu a digestibilidade da dieta dos
animais suplementados.

Palavras-chave: Enzimas. Vacas leiteiras. Amido fecal. Digestibilidade



ABSTRACT

The supplementation of exogenous enzymes in the diet of dairy cattle is
intended to improve the utilization of food by the herds, directly influencing the
production of milk and its components. The objective of this study was to evaluate the
effects of supplementation of an enzymatic complex, composed of cellulases,
xylanases, amylases and proteases on the productivity of high production dairy cows.
The experimental site was in a commercial dairy herd, located in Arapoti-PR. A total
of 94 Holstein multiparous cows were used, blocked by milk production, days in milk
and lactation order. The treatments were Control (CON), animals that received 30
grams of milled corn as placebo and Precizyon (ENZ), animals that received 24
grams of milled corn plus 6 grams of the enzyme complex Precizyon® X 200. During
the experimental period milk samples were collected to determine the milk
composition of the experimental animals, regarding fat, protein, lactose, casein, total
solids, solids-not-fat, somatic cell count and urea nitrogen in milk. Fecal and total
mixed diet samples were collected to determine the fecal starch, as well as to
determine the digestibility coefficient with the use of the internal marker Indigestible
Neutral Detergent Fiber. There were no differences (P>0.05) in milk production, milk
production corrected to 3.5% fat and milk production corrected for energy. There
were also no differences (P>0.05) in the amounts and amounts of fat, protein and
casein, and there were no differences (P>0.05) in the amounts of lactose, total solids
and solids-not-fat. However, differences in lactose (P=0.02), total solids (P=0.02) and
solids-not-fat (P<0.01) were observed, always in favor of animals supplemented with
exogenous enzymes (ENZ). The linear somatic cell count score was similar (P>0.05)
between the groups, but milk urea nitrogen differed (P<0.01), with higher NUL values
for cows in the ENZ group. Cows in the ENZ group had lower (P=0.03) starch
concentrations in their faeces than in the CON group. However, the coefficient of
digestibility of the diet was higher (P=0.02) for the CON group (66.7%), in relation to
the ENZ group (59.7%). Thus, it was concluded that the enzymatic complex did not
alter the milk production, but some milk components favorably reduced the fecal
starch content, but decreased the digestibility of the diet of the supplemented
animals.

Key words: Enzymes. Dairy cows. Fecal starch. Digestibility.
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1 INTRODUGAO

A alimentacdo é um dos fatores mais impactantes na rentabilidade da
bovinocultura de leite e isto, aliado ao alto pre¢co das commodities, tais como o milho
e a soja, faz com que nutricionistas busquem alternativas mais econémicas, ou de
menor custo, na formulagdo de dietas para rebanhos leiteiros, como por exemplo, a
utilizacdo de subprodutos da industria alimenticia e a inclusdo de aditivos que
aumentem a eficiéncia produtiva (McCARTHY et al., 2013). Outrossim, animais de
alto desempenho produtivo possuem maior exigéncia nutricional, quando
comparados a animais de baixa produgdo, tornando-os responsaveis por uma
alimentagdo de custo mais elevado, quando analisados individualmente. Contudo,
tipicamente estes animais sdo mais eficientes, apresentando maior rentabilidade
(HRISTOV et al., 1996).

Neste sentido, o tratamento biolégico utilizando-se enzimas exdgenas na
alimentacdo de bovinos leiteiros tem a intencdo de melhorar o aproveitamento dos
alimentos pelos rebanhos (BEAUCHEMIN et al., 2003). Tais enzimas ja tém sido
estudadas ha muitas décadas, mas sua utilizacdo ainda é fonte de discusséo por
parte de nutricionistas que atuam na bovinocultura de leite (GENCOGLU et al.,
2010). Isto tem levado a uma crescente atencao para pesquisas nesta area, entre os
quais estudos que averiguaram a acédo de celulases, xilanases, amilases e
proteases (McALLISTER et al., 2003).

Em ambiente ruminal, as celulases, enzimas especializadas na degradagao
da parede celular vegetal, podem contribuir no processo digestivo da fibra pelo
animal, aumentando a biodisponibilidade de nutrientes (KLINGERMAN et al., 2009).
Ja as xilanases tém acéao direta na degradacao da hemicelulose, um dos principais
carboidratos constituintes da parede celular (SCHINGOETHE et al., 1999). Por sua
vez, as proteases podem contribuir no metabolismo proteico quando suplementadas
(EUN et al., 2005), enquanto que o amido da dieta pode ser melhor aproveitado com
a utilizacdo de amilases, constituindo-se um fator de elevada importancia, uma vez
que este carboidrato esta presente em grandes quantidades nas dietas de vacas de
alta producdo (NOZIERE et al., 2014).

Todavia, os resultados obtidos em pesquisas nesta area ainda sdo muito
inconsistentes, o que se deve em grande parte a incompreensao do modo de agao

enzimatica (ARRIOLA et al., 2011). Sendo assim, objetiva-se, a partir deste trabalho,
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avaliar o efeito da suplementacdo de um complexo enzimatico na dieta de vacas
leiteiras de alta produgédo, analisando seus impactos na produgdo e composi¢cao do

leite, bem como seus efeitos nos teores de amido fecal e na digestibilidade das
dietas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da suplementagdo de um complexo enzimatico, composto
por celulases, xilanases, amilases e proteases sobre a produtividade de vacas

leiteiras.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Mensurar a producgédo leiteira de vacas recebendo, ou ndo, o complexo
enzimatico;

e Determinar a composicdo do leite de animais suplementados ou néo,
com o complexo enzimatico;

e Comparar o amido fecal dos animais recebendo, ou n&o, o complexo
enzimatico;

o Aferir a digestibilidade da dieta dos animais em ambas situacdes.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Na alimentacdo de bovinos leiteiros, muitas estratégias sao adotadas para
aumentar a disponibilidade de nutrientes para os animais, melhorando o
aproveitamento da dieta, por meio de tratamentos fisicos, como picagem da fibra
visando um tamanho 6timo de particulas, moagem de graos, tratamento térmico,
entre outros. Porém, além dos tratamentos fisicos da dieta, uma das estratégias para
sua otimizacao, € o emprego de enzimas digestivas na alimentagdo (BEAUCHEMIN
et al., 2003).

O emprego de suplementagcado enzimatica na alimentagdo animal tem sido
verificado ha décadas e sempre com o intuito de melhorar a utilizacdo dos nutrientes
da dieta (ADESOGAN, 2005). Contudo, os resultados de tal suplementagdo ainda
sdo muito variados em rebanhos leiteiros devido a fatores que influenciam a
efetividade da acdo das enzimas, tais como estadio lactacional do animal,
composicdo da dieta, taxa de passagem e condigbes ruminais, delineamento e
tempo do ensaio experimental, modo de agdo da enzima empregada, disponibilidade
de substratos, sinergismo entre as enzimas e a propria regulagdo enzimatica
(ADESOGAN et al., 2014). No caso de bovinos leiteiros, o melhor aproveitamento
dos nutrientes oriundos da fibra da forragem pode refletir em maior producao de
leite. Neste sentido, a suplementacdo de enzimas fibroliticas busca aumentar a
degradabilidade da parede celular vegetal e, assim, otimizar o desempenho dos
animais (LEE-RANGEL et al., 2010). Dentre as enzimas fibroliticas, as mais
estudadas pelos pesquisadores sédo as celulases e as xilanases (BEAUCHEMIN et
al., 2003).

Os microrganismos ruminais possuem uma vasta gama de enzimas capazes
de hidrolisar os polissacarideos estruturais das plantas, entretanto, as enzimas de
fontes exogenas utilizadas como suplementagdo na dieta de ruminantes, séo
frequentemente extraidas do fungo aerébico Trichoderma, que representa uma fonte
comum de enzimas utilizadas na industria alimenticia. Contudo, a agao das enzimas
extraidas deste fungo é afetada diretamente pelo pH ruminal, o qual deve ser mais
baixo para seu maximo funcionamento, diferindo das secretadas pelos

microrganismos ruminais (MORGAV!I et al., 2000).
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3.1 CELULASE E XILANASE

A celulose e hemicelulose sdo os principais polissacarideos estruturais das
plantas, sendo que a hemicelulose é constituida por polissacarideos capazes de
serem degradados em meio acido (BEAUCHEMIN et al., 2004). Ja a celulose é o
principal carboidrato constituinte da parede celular vegetal e se organiza
estruturalmente em forma de cadeia linear de subunidades de glicose, conectadas
por ligagao (-1,4, conferindo grande estabilidade a molécula. Da mesma forma, a
parede secundaria das plantas € caracterizada por um polimero linear de xilanas,
com unidades também interligadas por ligagao 3-1,4. Assim sendo, os componentes
da parede celular podem ser classificados conforme sua degradabilidade em
diferentes fracbes. Na analise quimica de alimentos, o valor de FDN (fibra em
detergente neutro) refere-se a parcela do alimento que contém os componentes
celulose, hemicelulose e lignina, e o valor de FDA (fibora em detergente acido) a
parcela do alimento que contém celulose e lignina (VAN SOEST, 1994).

Os elementos das paredes primaria e secundaria podem ser convertidos a
carboidratos soluveis a partir da agcao de celulases e xilanases (SCHINGOETHE et
al., 1999). No processo de degradacao da parede vegetal secundaria, as principais
enzimas envolvidas sao as xilanases e [(-1,4 xilosidases, e o produto resultante
desta hidrélise sdo as xilanas (BHAT & HAZELWOOD, 2001), enquanto que as
celulases participam de um complexo processo de degradagdo da celulose, e
destacam-se principalmente as endocelulases, exocelulases e B-glicosidases (VAN
SOEST, 1994). Desse modo, a inclusdo de enzimas fibroliticas diretamente na dieta
consumida, tais como as recém-citadas, pode resultar na liberagcdo de agucares
reduzidos e solubilizagdo parcial da FDN e da FDA do alimento (HRISTOV et al.,
1996).

A hidrdlise da fibra é capaz de causar modificacbes na estrutura da parede
celular da planta, o que pode indicar reducao na efetividade fisica desta fibra em
ambiente ruminal (BOWMAN et al., 2003). Ou seja, a suplementagao de enzimas
fibroliticas tende a aumentar a digestibilidade da fracdo fibrosa, o que pode
ocasionar em alguns casos a reduc¢ao do pH ruminal (YANG et al., 1999), podendo
levar a alteragdes no tempo de mastigagcao, ruminagao e 6cio. Contudo, em estudo
realizado por Chung et al. (2012), a fermentagcdo e o pH ruminal ndo sofreram

alteracdo com a adicao de enzimas fibroliticas na dieta de vacas leiteiras. Além
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disso, em experimento realizado por Bowman et al. (2003), o comportamento
ingestivo, tempo de mastigagcdo e ruminagdo também n&o foram alterados com a
adicao de enzimas fibroliticas (celulases e xilanases).

Na producdo de animais monogastricos, os aditivos enzimaticos sao
largamente empregados e conhecidos; em contrapartida, em ruminantes os
mecanismos de acao destes produtos sdo ainda pouco compreendidos (MORGAVI
et al., 2000). Outrossim, a maioria dos produtos comerciais contendo celulases e
xilanases sdo empregados na industria alimenticia, téxtili ou quimica (BHAT &
HAZELWOOD, 2001). Neste cenario, a aplicagcao de enzimas fibroliticas nas dietas
de bovinos leiteiros tem sido estudada ha anos com o intuito de melhorar a
digestibilidade da forragem e, consequentemente, o desempenho produtivo
(ARRIOLA et al., 2011), porém, a opinido sobre o uso destas enzimas na dieta de
vacas leiteiras diverge entre autores. Por exemplo, de acordo com Chung et al.
(2012), estes aditivos enzimaticos permitem a adocao de dietas com alta inclusao de
forragem ou subprodutos fibrosos, sem comprometer a ingestdo de energia e a
producdo de leite, mas para Rode et al. (1999), a atividade fibrolitica no ambiente
ruminal € normalmente muito alta, presumindo-se que nao haveria necessidade de
suplementagao de enzimas a fim de melhorar este processo.

Assim também, os resultados obtidos em diferentes estudos avaliando a
acao da inclusdo de enzimas fibroliticas exdégenas na alimentacdo de ruminantes,
ainda divergem quanto a eficacia destas enzimas. Em alguns trabalhos n&o foi
possivel observar efeito algum nos paréametros avaliados (BEAUCHEMIN et al.,
2000; SUTTON et al., 2003). Em estudo realizado por Bernard et al. (2010), no qual
houve a suplementacéo de celulase na dieta de vacas leiteiras, com alimentacdo em
dieta total misturada a base de feno de alfafa ou silagem pré-secada de Tifton 85,
nao houve efeito na producdo de leite. Porém, em outros estudos, observou-se a
melhora na produgéo de leite ao empregar enzimas na alimentagcdo (KUNG et al.,
2000; YANG et al.,, 2000), como os resultados promissores obtidos em estudo
realizado por Bowman et al. (2002), em que a adi¢cao de enzimas fibroliticas na dieta
aumentou a produgao de leite devido ao aumento da digestibilidade da dieta, mas
sem que houvesse aumento da ingestdo de matéria seca pelos animais.

Da mesma forma, em estudo realizado por Lewis et al. (1999), a adigao de
enzimas fibroliticas exdgenas aumentou a produgao leiteira e as quantidades de

gordura e proteina no leite. Em contrapartida, os resultados obtidos por Rode et al.



18

(1999), demonstram aumento do volume de leite, mas com decréscimo no teor de
gordura. A vista disso, com resultados tdo distintos, o emprego de enzimas
fibroliticas nas dietas de vacas leiteiras ainda nao é largamente adotado, mesmo
com a sua importancia comprovada em varios estudos (HOLSTENHAUSEN et al.,
2011).

3.2 AMILASE

Nos ultimos anos, devido aos elevados precos do milho como commodity
agricola, tem sido crescente o interesse em reduzir a inclusdo de amido nas dietas
de vacas leiteiras. Mas, € importante atentar-se a este fato, uma vez que a reducéao
do amido na dieta pode acarretar em menor energia disponivel para vacas em
lactagdo e, consequentemente, comprometer a produgao de leite e de proteina no
leite. Diante destes fatos, pesquisas que visem o melhoramento da digestibilidade do
amido dietético sdo importantes para a pecuaria leiteira, uma vez que grande parte
da alimentagdo dos animais constitui-se por elevadas quantidades deste nutriente
(NOZIERE et al., 2014), particularmente nos sistemas confinados de criac&o.

Sistemas intensivos de producdo de ruminantes comumente utilizam o
amido oriundo de graos de cereais como fonte primaria de energia (DILORENZO et
al., 2011). Neste sentido, frequentemente o teor de graos fornecidos na dieta de
vacas leiteiras de alta producdo é aumentado, uma vez que estes animais possuem
elevado requerimento de energia em suas dietas e, para atender esta demanda,
utiliza-se o amido presente nestes ingredientes como a principal fonte da energia
que lhes é requerida (ANDREAZZI et al.,, 2018). Contudo, a rapida e intensa
degradacdo do amido abundante na dieta pode resultar em grande quantidade de
acidos produzidos no ambiente ruminal, podendo ocasionar um quadro de acidose
subclinica, o que traria comprometimento a saude do rumen e, consequentemente, a
producao leiteira (OWENS et al., 1998). Além disto, com o estabelecimento deste
quadro, pode haver redugcdo na sintese da microbiota ruminal, bem como na
secrecgao de solidos do leite, particularmente gordura do leite (OBA & ALLEN, 2003).
Por outro lado, a potencial maior degradacdo da fracdo amilacea dietética com a
incluséo da amilase exdgena, pode resultar em maior sintese de proteina microbiana

no rumen e, por conseguinte, maior teor de proteina no leite (NRC, 2001).
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O nivel 6timo de amido na dieta de vacas leiteiras ainda ndo esta bem
definido, mas Staples et al. (2007) sugere uma faixa entre 24 a 26% da MS da dieta.
Entretanto, em grandes rebanhos comerciais leiteiros nos estados do Michigan e
Wisconsin, nos Estados Unidos (EUA), este nivel variou entre 25 a 30% (SHAVER,
2006; BUCHOLTZ, 2006). Neste sentido, € importante salientar que muitos fatores
podem afetar a disponibilidade de amido na dieta de vacas leiteiras, tais como
tamanho de particula do grdao de milho, tipo do endosperma, colheita, método de
processamento e armazenamento (FIRKINS et al.,, 2001). Assim também, o
processo mais largamente utilizado para se maximizar a digestdo do amido dietético
e melhorar o desempenho animal, € o processamento fisico do gréo, particularmente
a moagem (ZINN et al., 2002). Segundo Weiss et al. (2011) o tamanho de particula
do grao de cereal é o fator mais impactante na digestibilidade, quando a principal
fonte de energia utilizada provém do grao de milho moido. Logo, percebe-se a
importancia de se atender as demandas energéticas de animais em lactagdo, mas
evitando-se ao maximo o quadro de acidose ruminal.

Porém, mesmo com a possibilidade de queda do pH ruminal, o amido
dietético € importante para maximizar a populagdo microbiana no rumen, uma vez
que é uma relevante fonte de energia para as bactérias. Assim, a amilase pode
auxiliar na hidrolise do amido do milho, provendo maior energia para o crescimento
das bactérias degradadoras de celulose, ocasionando aumento da digestibilidade da
fibra no ramen (TOTH & TOTHI, 2016). Neste contexto, a adicdo de amilase na
alimentagdo de vacas leiteiras pode vir a melhorar ndo somente a digestibilidade
ruminal do amido, mas também a de carboidratos ndo-amilaceos (McCARTHY et al.,
2013), pelo efeito de aumento da populagdo microbiana. Além disso, a utilizacdo de
amilase exdégena em dietas de vacas de alta produgao, objetiva também a melhora
no aproveitamento dos carboidratos presentes nos alimentos (VARGAS et al., 2012).
Contudo, ainda assim, a grande maioria dos estudos realizados com suplementagao
de enzimas exdégenas na alimentagao de bovinos leiteiros tem como foco as enzimas
fibroliticas (BEAUCHEMIN et al., 2003), sendo que estudos com a utilizacdo de
amilase sdo poucos e ndo completamente explorados (NOZIERE et al., 2014).

Em estudo realizado por Andreazzi et al. (2018), no qual se avaliou a eficacia
da suplementagao de amilase exdgena para vacas recebendo dietas com alto teor
de amido (32% da MS), observou-se que as vacas do lote tratamento (recebendo

enzima) tiveram a producao de leite aumentada (+0,7 kg/dia), com melhor ingestéo
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de matéria seca (-1,0 kg/dia), resultando em melhor eficiéncia leiteira (+0,12
unidades). Contudo, nao foi constatada maior digestibilidade total dos nutrientes. Da
mesma forma, em um grande estudo realizado por Harrison & Tricarico (2007), os
animais suplementados com aditivo de atividade amilolitica produziram 1 kg de leite
a mais por dia.

Corroborando ainda com estes resultados, em estudo realizado por
Klingerman et al. (2009), testando adigdo de amilase na dieta de vacas leiteiras, os
animais tratados com a enzima tiveram produgéo de leite aumentada em 3,9 kg/dia,
em comparagdo aos animais do grupo controle, verificando também melhoria da
eficiéncia leiteira. Outro estudo demonstrou ainda que vacas leiteiras alimentadas
com dietas reduzidas em amido (20,7% da MS da dieta), porém suplementadas com
amilase, tiveram menor ingestdo de matéria seca, maior digestibilidade dos
nutrientes, menor nitrogénio ureico no leite, maior produgao de leite corrigida para
gordura e para energia, quando comparadas a animais que receberam dieta com
teor normal de amido (27,1% da MS da dieta) mas sem a suplementagdo enzimatica
(GENCOGLU et al., 2010).

A fim de avaliar o efeito da adicdo de amilase exdgena sobre a
digestibilidade da FDN dietética na dieta de vacas leiteiras, Weiss et al. (2011)
conduziram um estudo nestas condigdes e constataram aumento na digestibilidade
da FDN, tendo sido atribuido este resultado ao suposto aumento da disponibilidade
de energia provinda do amido para as bactérias que degradam fibra. Entretanto, em
experimento conduzido por DiLorenzo et al. (2011), suplementando amilase exdgena
associada ao milho laminado ou floculado para novilhos de corte confinados, os
autores nao observaram melhora na digestibilidade total dos nutrientes e no
desempenho animal, concluindo que a relagdo entre suplemento amilolitico e a
digestdo do amido ainda precisa ser melhor investigada. Resultado semelhante foi
constatado por Lee-Rangel et al. (2010) em pesquisa realizada com cordeiros em
crescimento, alimentados com grande quantidade de concentrado na dieta, na qual o
efeito da amilase foi nulo no desempenho dos animais.

Em contrapartida, em estudo realizado por McCarthy et al. (2013), a adicado
de amilase na dieta de vacas com baixo teor de amido resultou em piora no
desempenho animal, diminuindo a produc¢ao de leite e aumentando a ingestao de
matéria seca. Em outro trabalho (NOZIERE et al., 2014) o desempenho em

producdo de leite de vacas primiparas nao foi alterado ao adicionar enzima
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amilolitica na dieta, tendo sido aumentada a digestdo ruminal do amido, mas sem
alteracdo na digestdo deste componente no trato total. A digestibilidade da FDN
também n&o aumentou com a adigcdo de amilase, contrastando com outros estudos
realizados previamente (KLINGERMAN et al., 2009; GENCOGLU et al., 2010).

Uma maneira de avaliar a degradagcdo do amido da dieta de ruminantes € a
partir do teor de amido nas fezes, ou amido fecal. Com o intuito de avaliar este
parametro, Oliveira et al. (2015) conduziram um experimento com bovinos em
confinamento e averiguaram que a porcentagem de amido fecal ndo foi influenciada
pela suplementacdo de enzimas amiloliticas, pois, segundo os autores, a excre¢ao
de amido pelas fezes é também afetada pelo tipo de cereal e pela forma como os
graos sao processados.

De acordo com Huntington et al. (2006), em estudo avaliando o impacto da
mudancga de local de digestdo do amido dietético ao longo do trato gastrointestinal
(rumen, intestino delgado e intestino grosso) sobre a eficiéncia energética de touros
em periodo de terminacao, foi possivel concluir que as maiores taxas de eficiéncia
energética ocorreram quando o amido foi degradado na por¢do ruminal e do
intestino delgado destes animais, sendo que, quando o amido foi deslocado para ser
degradado em sua maior parte no intestino grosso, ocorreu considerada redugao na
sua digestibilidade, com piora na disponibilidade de energia aos animais. Ainda, de
acordo com tal estudo, a troca do local de degradagdo do amido do rumen para o
intestino delgado, somente se justificaria caso a digestibilidade do amido fosse igual
ou superior a 75% nesta porcao, e que isto poderia ser alcancado com baixas
ingestdes de amido ao longo do dia ou com alimentos altamente processados, como

o milho floculado.

3.3 PROTEASE

A proteina dietética é frequentemente o componente mais caro da
alimentagdo (MORGAVI et al., 2001) e, segundo Annison (1997), para dietas com
forragens de baixa qualidade, este fator contribuiria como agravante na piora da
utilizacdo de proteina pelos animais, uma vez que 0s microrganismos ruminais
passariam a utilizar a proteina dietética como fonte de energia. Este € um dos
motivos pelos quais a utilizagdo de enzimas proteoliticas exdgenas na alimentagao

de ruminantes tem sido ignorada, pois assumia-se que poderia causar uma
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excessiva degradacdo de proteina no rumen, resultando em um ineficiente
aproveitamento do nitrogénio (EUN et al., 2005).

Contudo, recentemente, em estudo realizado por Sucu et al. (2014), as
concentragdes de nitrogénio ureico no sangue e na urina diminuiram em vacas
suplementadas com proteases, sendo que os autores atribuiram isto a melhora na
sintese de proteina microbiana no rumen e na utilizagcdo do nitrogénio. Ja
Colombatto et al. (2003), obtiveram como resultado, em estudo realizado com vacas
leiteiras, aumento na degradabilidade da matéria seca e da FDN do feno de alfafa e
da dieta total misturada fornecida aos animais.

Estes resultados apontam possiveis melhorias na eficiéncia da utilizagao dos
componentes nutricionais da dieta de ruminantes quando enzimas exdgenas séo
fornecidas na dieta dos animais, porém, devido aos inumeros resultados divergentes
entre trabalhos e autores, fica evidente a necessidade de estudos que possam
explorar mais os efeitos destas enzimas sobre as variaveis produtivas em rebanhos

leiteiros.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COMISSAO DE ETICA

Este experimento, de protocolo numero 010/2018, foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Parana (UFPR).

4.2 LOCAL

O experimento foi realizado na Chacara Condessa, rebanho leiteiro
comercial localizado no municipio de Arapoti-PR (24°09'28" S, 49° 49'36" W, 860 m
de altitude). O clima da regido, de acordo com a classificacdo de Koppen, € o Cfa,
descrito como subtropical, sem estacdo seca definida e verbes com temperaturas
acima 22° C nos dias mais quentes (IAPAR, 2017).

4.3 PERIODO EXPERIMENTAL

O experimento teve duracgéao total de 33 dias, sendo que houve um periodo
pré-experimental de 5 dias (covariavel), no qual foram acompanhadas seis ordenhas
em sequéncia para mensurar a producao de leite para a blocagem dos animais, bem
como para coletar amostras de leite para determinacao da composicao de leite inicial
dos animais experimentais, seguido do periodo experimental propriamente dito de 28

dias, com inicio em 11 de abril e término em 8 de maio de 2018.

4.4 ANIMAIS AVALIADOS

O rebanho possuia cerca de 300 animais em lactacdo, todos da raca
Holandesa, produzindo em média 30 litros por dia, totalizando 9.000 litros/dia. O lote
experimental foi o grupo de vacas multiparas de alta produgéo, e 94 animais foram
incluidos no experimento. Ao longo dos 33 dias experimentais, nenhuma vaca
morreu ou deixou o experimento.

No periodo pré-experimental, a producdo média de leite dos animais

experimentais foi de 39 litros/dia e composicdo de 3,52% de gordura, 3,11% de
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proteina, 229.000 células/mL de CCS (contagem de células somaticas) e 12,03
mg/dL de nitrogénio ureico no leite, dias em lactacdo médio de 132 + 108, numero
de paricbes médio de 2,85 + 0,97, o peso corporal médio foi 644 + 58 kg e o escore
de condic¢ao corporal (ECC) médio foi 3,12 + 0,38 em escala de 1 a 5 (WILDMAN et
al., 1982).

As duas ordenhas diarias eram realizadas sempre as 02h30 e 14h30 e a dieta
era fornecida aos animais em forma de dieta total misturada, diariamente, as 08h30
e 14h30. Os animais foram mantidos em barracao do tipo free-stall, equipados com

ventiladores e camas de colchao de borracha para o descanso.

4.5 TRATAMENTOS

Foram avaliados dois tratamentos (Controle e Precizyon), em que os animais
receberam dietas isoproteicas e isoenergéticas (Tabela 1), elaboradas e
balanceadas para atender os requerimentos nutricionais de acordo com o NRC Dairy
Cattle (2001) e oriundas da mesma “batida” do vagéo misturador, mas contendo ou
nao o aditivo enzimatico (Tabela 2), o qual foi incluido individualmente e top-dressed
a dieta dos animais, sendo:

e Controle (CON) - grupo de animais que ndo recebeu suplementagéo
enzimatica na dieta e para o qual foi fornecido apenas grdo de milho moido,
como placebo, na quantidade de 30 g/vaca/dia;

e Precizyon (ENZ) - grupo de animais que recebeu suplementacédo enzimatica
na dieta, sendo fornecidos 24 g/vaca/dia de milho grdo moido,
homogeneizados com o complexo enzimatico Precizyon® X 200, na

quantidade de 6 g/vaca/dia.
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TABELA 1- COMPOSIGCAO DA DIETATOTAL' FORNECIDA AOS LOTES DO GRUPO CONTROLE E
PRECIZYON, AO LONGO DE TODO O PERIODO EXPERIMENTAL, EM
PORCENTAGEM DA MATERIA SECA (%MS)

Ingredientes Proporcao MS (%)
Silagem de milho 37,28
Silagem pré-secada de aveia branca 7,95
Feno de aveia 3,34
Concentrado proteico-energético? 34,62
Farelo de soja 6,26
Caroco de algodao 8,43
Bicarbonato de sddio 1,20
Mistura mineral-vitaminica3 0,92

'Niveis nutricionais estimados: 46,92 %MS; 1,50 Mcal/kg ELiac; 71,36% NDT; 16,17% PB; 10,88%
PDR; 36,42% FDN; 19,95% FDA; 23,85% FDNfe; 25,33% Amido; 4,36% EE; 0,82% Ca; 0,46% P;
2Ragdo comercial Capal B18 Alta Energia Peletizada (composigdo em %MS: milho grdo moido
(53,15%), farelo de soja (24,38%), farelo de trigo (14,04%), calcario (3,49%), farelo de gluten de milho
(2,52%), sal comum (0,90%), premix mineral-vitaminico (0,38%), 6xido de magnésio (0,34%), fosfato
bicalcico (0,29%), adsorvente (0,28%), flor de enxofre (0,23%));

SNutri Melk ADE, mistura mineral-vitaminica Capal (Niveis de garantia por quilograma de produto:
Vitamina A (min): 100.000 Ul/kg; Vitamina D3 (min): 25.000 Ul/kg; Vitamina E (min): 850 Ul/kg; Calcio
(min-max): 160-200 g/kg; Fosforo (min): 65 g/kg; Sodio (min): 100 g/kg; Magnésio (min): 30 g/kg;
Enxofre (min): 20 g/kg; Manganés (min): 1.300 mg/kg; Zinco (min): 1.540 mg/kg; Cobre (min): 345
mg/kg; lodo (min): 30 mg/kg; Selénio (min): 5.5 mg/kg; Cobalto (min): 20 mg/kg; Fluor (max): 650
mg/kg; Biotina (min): 135 mg/kg; Cobre organico (min): 170 mg/kg; Zinco orgéanico (min): 860 mg/kg;
Selénio organico (min): 5.5 mg/kg; Cromo organico (min): 6.5 mg/kg).

FONTE: O autor.

TABELA 2 - NIVEIS DE GARANTIA DO COMPLEXO ENZIMATICO' PRECIZYON® X 200.

Enzima Niveis de garantia?
Amilase 40.000 u/g
Celulase 28.000 u/g
Xilanase 3.000 u/g
Protease 230 u/g

'Produto da fermentagdo do fungo Trichoderma longibrachiatum;
2Nivel minimo de garantia por quilograma de produto.
FONTE: Quimtia (2017).
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4.6 DELINEAMENTO

Os animais foram distribuidos em um delineamento em blocos casualizados,
considerando-se produgao média de leite nos trés dias do periodo pré-experimental
(CON: 39,1 e ENZ: 38,8 kg/d), estadio de lactagdo (CON: 131 e ENZ: 133 dias em
leite) e ordem de paricao (CON: 2,83 e ENZ: 2,87 partos) como critérios de
blocagem, posteriormente alocando-se os tratamentos aleatoriamente ao grupos
formados, sendo os animais identificados e marcados com corda de nylon de cores
distintas no pescogo.

Os dados coletados foram tabulados pelo editor de planilhas Microsoft Excel
2016 e analisados a partir do software estatistico Statistical Analysis System® (SAS,
v.9.4), sendo utilizado os procedimentos GLM e MIXED. No modelo estatistico foram
incluidos os efeitos da covariavel (valor médio da variavel coletada nos trés dias do
periodo pré-experimental), bloco (47 blocos), tratamento (2 tratamentos, CON e
ENZ), tempo (3 dias) e a interagéo tratamento*tempo. Para cada variavel analisada,
a melhor estrutura de covariancia foi escolhida. Foi realizada a analise de variancia
(ANOVA), a 5% de probabilidade. Para as variaveis significativas, foi realizado o

teste Tukey-Kramer, a 5% de probabilidade, para comparag¢ao das médias.

4.7 ANALISES

O efeito da suplementacédo do aditivo enzimatico no desempenho produtivo
dos animais foi analisado por meio da mensuracao do volume de leite produzido, da
composicao do leite, do amido fecal e da digestibilidade da dieta.

No periodo pré-experimental, foram coletadas amostras de leite em frascos
de 50 mL, com conservante bronopol, durante trés dias seguidos, totalizando seis
ordenhas. Nos Uultimos trés dias de experimento, novamente foram coletadas
amostras de leite durante seis ordenhas seguidas. Desta forma, ao final do
experimento obteve-se um total de 12 ordenhas amostradas, por animal. A produgao
individual de cada animal foi mensurada e as amostras de leite foram enviadas a
Associacdo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raca Holandesa (APCBRH),
localizada no municipio de Curitiba-PR, onde foram analisados os parametros de
composi¢cao do leite, como gordura, proteina, lactose, sdélidos totais, caseina,

nitrogénio ureico no leite (NUL) e extrato seco desengordurado (ESD) por meio da
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metodologia de absorg¢éo infravermelho, utilizando-se o equipamento Bentley 20009
(Bentley Instruments) e contagem de células somaticas (CCS) por meio da
metodologia de citometria de fluxo, a qual realiza medicbes de caracteristicas
celulares quando estas se encontram suspensas em meio fluido, utilizando-se o
equipamento Somacount 300® (Bentley Instruments).

As produgbes de todos componentes do leite foram calculadas
multiplicando-se o volume de leite pela sua respectiva composicao obtidos na
mesma ordenha. Desta forma, os resultados obtidos foram calculados por
ponderagdo, nao utilizando-se amostras compostas. Durante os 28 dias
experimentais foram coletados os dados de producgéo leiteira individual dos animais,
por meio do software de gerenciamento de rebanho DairyPlan C1® (GEA Farm
Technologies).

Para determinacdo do amido fecal e da digestibilidade da dieta, foram
realizadas amostragem de fezes duas vezes por semana. Para tanto, coletou-se de
15 a 20 sub-amostras de bolos fecais integros e recém-defecados no piso do curral
que, posteriormente, foram homogeneizadas (FERRARETO et al., 2011). A partir do
material fecal coletado, duas amostras compostas foram formadas, armazenadas em
potes plasticos devidamente fechados e congelados. Estas amostras foram enviadas
ao Laboratério de Anadlises Fisico-Quimicas da Fundagcdo ABC, localizado no
municipio de Castro-PR, para analise de amido fecal por metodologia enzimatica.

Para mensurar a digestibilidade da dieta também foram realizadas
amostragens da dieta a fim de se determinar o seu teor de Fibra em Detergente
Neutro Indigestivel (FDNi), que foi considerado como indicador interno e utilizado
para o calculo do coeficiente de digestibilidade. Para tal, amostras foram coletadas
semanalmente, sendo 4 amostras de dieta por grupo e 8 amostras compostas de
fezes por grupo, totalizando ao final do experimento, 8 amostragens de dieta total e
16 de fezes. Essas amostras foram enviadas para o Laboratério de Bromatologia e
Nutricao de Ruminantes (LABRUMEN) da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Rio Grande do Sul, onde foram pré-secadas em estufa a 55°C e,
posteriormente secas a 105°C, moidas em moinho tipo Willey, alocadas em triplicata
em sacos de poliéster (10 x 5 cm) com porosidade de 16 ym e incubadas por 288
horas no rumen de bovino fistulado. Apds o periodo de 12 dias, os sacos de poliéster
foram retirados, lavados e se realizou a andlise de Fibra em Detergente Neutro nos

residuos com a utilizagdo de autoclave, a fim de se mensurar os componentes
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indigestiveis da dieta. O coeficiente de digestibilidade foi calculado de acordo com o

proposto por Huhtanen (1994) e conforme demonstrado:

Coeficiente de digestibilidade = 1 - (% de FDNi da dieta / % de FDNi das fezes) x 100

Semanalmente os alimentos volumosos fornecidos aos animais (silagem de
milho, silagem pré-secada de aveia branca e feno de aveia), bem como a dieta total
misturada (TMR) de ambos os grupos experimentais, foram amostrados. Para tal,
foram coletadas amostras de cada alimento volumoso e amostras da TMR recém-
colocada no cocho, totalizando cinco amostras coletadas por semana. Os materiais
foram armazenados em sacos plasticos, congelados e enviados ao Laboratério de
Nutricdo Animal da UFPR para analise quimica completa: matéria seca, proteina
bruta, extrato etéreo, residuo mineral, fibora em detergente neutro, fibra em
detergente acido, lignina, calcio e fésforo (VAN SOEST, 1991; WILLES et al., 1998)
(Tabela 3).

TABELA 3 - COMPOSICAO MEDIA DOS ALIMENTOS VOLUMOSOS E DIETA TOTAL' DOS
GRUPOS CONTROLE (CON) E PRECIZYON (ENZ) AO LONGO DAS 4 SEMANAS
EXPERIMENTAIS.

Parametro FA PS SM TMR CON TMR ENZ
Matéria seca (%) 85,04 34,15 29,03 44,29 44,68
Proteina bruta (%) 7,77 10,20 7,94 16,38 15,72
Extrato etéreo (%) 1,78 2,81 3,11 4,56 4,58
Residuo mineral (%) 5,94 5,89 3,56 6,64 6,77
FDN (%)? 69,90 68,31 46,82 39,59 39,54
FDA (%)? 40,45 35,97 24,99 19,98 20,20
Lignina (%) 4,74 3,07 2,56 2,25 2,31
Calcio (%) 0,38 0,45 0,23 0,96 0,97
Fosforo (%) 0,22 0,31 0,20 0,41 0,42
NDT (%)? 57,36 62,00 69,27 73,25 73,05
ELL (Mcal/kg)? 1,29 1,40 1,58 1,67 1,67

FA: feno de aveia; PS: pré-secado de aveia; SM: silagem de milho; TMR (Total Mixed Ration): dieta
total misturada

2FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente acido; NDT: nutrientes digestiveis totais;
ELL: energia liquida de lactagéao

FONTE: O autor



29

A matéria seca dos alimentos volumosos e da TMR foi monitorada
diariamente (Grafico 1) com o auxilio de um equipamento medidor de umidade
(Koster®).

GRAFICO 1 - VARIAGAO DA MATERIA SECA (MS %) DOS ALIMENTOS VOLUMOSOS,
DIETA TOTAL MISTURADA (TMR) E SOBRAS DA DIETA (FA: FENO DE AVEIA;
PS: PRE-SECADO DE AVEIA; SM: SILAGEM DE MILHO; TMR (TOTAL MIXED
RATION): DIETA TOTAL MISTURADA), AO LONGO DOS 28 DIAS
EXPERIMENTAIS
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FONTE: O autor.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir da utilizagdo do complexo enzimatico,
contendo amilase em maior concentragao, seguida por celulase e, finalmente, por
concentragdes menores de xilanase e protease, estdo apresentados a seguir. A fim
de facilitar a discussao, os temas foram divididos em: producao de leite, composicao

do leite, amido fecal e digestibilidade aparente da dieta.

5.1 PRODUCAO DE LEITE

A producdo de leite média ao longo dos 28 dias experimentais néao diferiu
(P=0,20) entre as vacas do grupo Controle (CON) e Precizyon (ENZ), sendo que as
médias ajustadas foram respectivamente de 39,29 e 39,71 kg/d, respectivamente.
Logo, mesmo com a produgcdo média de leite de 0,42 kg/d a mais no grupo ENZ,
como visto no Grafico 2, a analise estatistica ndo apontou diferenga entre os grupos
para esta caracteristica.

Na analise do paréametro producéo de leite corrigida para 3,5% de gordura,
vacas suplementadas (39,66 kg/d) produziram numericamente 0,97 kg/d de leite a
mais em relacdo ao controle (38,69 kg/d), mas novamente nao houve (P=0,34)
diferenca entre os grupos. Da mesma forma, a producédo de leite corrigida para
energia foi semelhante (P=0,23) entre os grupos, sendo que as médias ajustadas
foram de 26,26 Mcal/d para o CON, e 27,07 Mcal/d para o ENZ. Os valores das
médias ajustadas de produgao de leite, producao de leite corrigida (PLC) para 3,5%
de gordura e energia, assim como porcentagens e produgdes de componentes do

leite dos grupos CON e ENZ, estdo descritos na Tabela 4.
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GRAFICO 2 - PRODUGCAO MEDIA DIARIA DE LEITE, EM KG DE LEITE POR DIA (KG/D),
MENSURADA PARA OS GRUPOS CONTROLE (CON) E PRECIZYON
(ENZ), AO LONGO DO PERIODO EXPERIMENTAL (DE 11/04/2018 A

08/05/2018).
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FONTE: O autor.

Alguns trabalhos avaliando os efeitos da suplementacao de enzimas na dieta
de vacas também nao encontraram aumento na producéao de leite (GENCOGLU et
al., 2010; WEISS et al., 2011; NOZIERE et al., 2014). Contudo, McCarthy et al.
(2013), Téth & Tothi (2016) e Andreazzi et al. (2018) observaram maior produgéo de
leite em vacas suplementadas com amilase. Assim também, estudos realizados com
suplementacao de enzimas fibroliticas constataram aumento na producao leiteira
(RODE et al., 1999; YANG et al., 1999; LEWIS et al., 1999). Em contrapartida, outros
trabalhos feitos com estas mesmas enzimas nado obtiveram tal diferenca nos
resultados (ARRIOLA et al., 2011; HOLTSHAUSEN et al., 2011; CHUNG et al.,
2012), demonstrando a heterogeneidade das respostas em producdo de leite a
suplementagdo com enzimas exdgenas.

Os pesquisadores atribuem a maior produgao de leite a acdo da amilase, a
qual atua diretamente na disponibilidade do amido em ambiente ruminal, e também a
acao das enzimas fibroliticas na degradacdo da fibra dietética, as quais
disponibilizam maior quantidade de nutrientes, influindo diretamente na utilizagdo de
energia destinada a producao de leite. Todavia, ndo houve efeito da suplementagao
de enzimas nos parametros de producado de leite dos animais do grupo ENZ

avaliados neste experimento.
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TABELA 4 - MEDIAS AJUSTADAS E ERROS PADROES MEDIOS (EPM) DA PRODUCAO DE LEITE
E PRODUCOES DE LEITE CORRIGIDA (PLC) PARA 3,5% DE GORDURA E ENERGIA,
TEORES (%) E PRODUCOES DE COMPONENTES DO LEITE (KG/D), ESCORE
LINEAR DE CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS E NITROGENIO UREICO NO
LEITE (NUL), DOS GRUPOS CONTROLE (CON) E PRECIZYON (ENZ).

Variaveis CON ENZ EPM P
Produgéo leite 28d (kg/dia) 39,29 39,71 0,23 0,20
Producéo leite 3d (kg/dia) 38,97 38,96 0,73 0,99
PLC 3,5% gordura’ (kg/dia) 38,69 39,66 0,71 0,34
PLC energia? (Mcal/dia) 26,26 27,07 0,46 0,23
Gordura (%) 3,54 3,68 0,06 0,14
Gordura (kg/d) 1,34 1,41 0,03 0,14
Proteina (%) 3,23 3,29 0,03 0,21
Proteina (kg/d) 1,23 1,27 0,02 0,18
Caseina (%) 2,53 2,57 0,02 0,22
Caseina (kg/d) 0,97 1,00 0,02 0,19
Lactose (%) 4,52 4,58 0,02 0,02
Lactose (kg/d) 1,76 1,79 0,04 0,57
Sdlidos totais (%) 12,26 12,49 0,07 0,02
Solidos totais (kg/d) 4,72 4,84 0,08 0,32
ESD?3 (%) 8,70 8,83 0,03 <0,01
ESD? (kg/d) 3,37 3,44 0,06 0,42
EL_CCs* 2,85 2,96 0,18 0,69
NULS® (mg/dL) 13,31 14,52 0,27 <0,01

'PLC 3,5% gordura = (0,4255 x kg leite) + [16,425 x (% gordura/100) x kg leite] (GAINES, 1928)
2PLC energia = [(0,0929 x % gordura) + (0,0547 x % proteina) + (0,0395 x % lactose)] x kg leite
(TYRREL & REID, 1965)

SESD = extrato seco desengordurado

4EL_CCS = escore linear de contagem de células somaticas (log2 (CCS/100) + 3) (SHOOK & SHUTZ,
1994)

SNUL = nitrogénio ureico no leite

FONTE: O autor.

5.2 GORDURA

Nao foram encontradas diferengas significativas para os teores de gordura
(3,54% CON vs. 3,68% ENZ; P=0,14) e produgéo total de gordura (1,34 kg/d CON
vs. 1,41 kg/d ENZ; P=0,14) nos grupos Controle e Precizyon. O parametro
porcentagem de gordura, mesmo nao apresentando diferenca entre os grupos, pode
ter influenciado o teor de sdlidos totais do leite do grupo ENZ (P=0,02).

Grande parte dos trabalhos encontrados na literatura com suplementacéo de

enzimas para vacas leiteiras, ndo obtiveram diferengcas nos teores de gordura
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(BERNARD et al., 2010; NOZIERE et al., 2014). Ja para a quantidade total de
gordura produzida, muito trabalhos citam haver aumento deste parametro e atribuem
isto ao acréscimo na produgao de leite advindo da suplementagcdo enzimatica
(ARRIOLA et al., 2017).

De acordo com Klingerman et al. (2009), a maior digestibilidade ruminal do
amido proporcionado pela adicdo de amilase, poderia reduzir o pH ruminal,
resultando em menores teores de gordura no leite por conta da teoria hoje aceita da
biohidrogenacéao parcial dos acidos graxos no rumen (BAUMAN & GRIINARI, 2003).
Gencoglu et al. (2010) ndo encontraram diferencas nos teores de gordura com a
suplementacdo de amilase, e segundo os autores isso se deve, contudo, ao
aumento na producdo de acetato e butirato no rumen em decorréncia das
maltodextrinas produzidas pela hidrolise do amido dietético, as quais seriam
potencialmente utilizadas como fonte de energia para bactérias fibroliticas

enddgenas, em uma alimentagao cruzada.

5.3 PROTEINA

As médias para teores de proteina foram de 3,23 e 3,29% (P=0,21),
respectivamente para os grupos CON e ENZ, e as médias de quilogramas de
proteina para estes grupos foram de 1,23 e 1,27 kg/d (P=0,18), respectivamente,
nao havendo diferenca entre os grupos, para ambos os parametros. A adigdo de
amilase em dietas com niveis normais de amido n&o alterou o teor de proteina nos
trabalhos de Tricarico et al. (2005) e Klingerman et al. (2009), mas Gencoglu et al.
(2010) encontraram diferenca significativa nos teores de proteina, justificando este
efeito a um aumento na produgcdo de proteina microbiana, devido a maior
disponibilidade de energia, em fun¢cdo do incremento na digestibilidade do amido

proporcionada pela amilase em ambiente ruminal.
5.4 CASEINA
Os teores e quantidades totais de caseina n&o diferiram entre os grupos

CON e ENZ, sendo observadas as médias de 2,53 e 2,57% (P=0,22) e de 0,97 e

1,00 kg/d (P=0,19), respectivamente. A caseina corresponde a aproximadamente 77-
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78% da proteina do leite bovino (LINN, 1988) e, como n&o houve variagcdes

significativas na proteina do leite, este parametro também néo foi alterado.

5.5 LACTOSE

Vacas suplementadas com enzimas exdgenas (ENZ) produziram leite com
maior (P=0,02) teor de lactose do que vacas do grupo controle (CON); 4,58 e 4,52%,
respectivamente. J& as médias para quilogramas de lactose, 1,79 e 1,76 kg/d,
respectivamente para os grupos ENZ e CON, foram similares (P=0,57) entre os
grupos. A lactose esta altamente correlacionada a producdo de leite, pois a
quantidade de agua que adentra a glandula mamaria esta diretamente ligada a
quantidade de lactose sintetizada. Apesar de o volume de leite ndo ter aumentado
significativamente com a suplementagdo de enzimas, o teor de lactose foi maior no
grupo tratado.

O aumento no teor de lactose das vacas tratadas pode estar associado com
aumento na concentragdo de glicose sanguinea, e isto pode ser resultado de maior
fermentagao ruminal do amido e absor¢ao de propionato para a gliconeogénese no
figado (ANDREAZZI et al., 2018). Segundo Barry et al. (1964), a glicose sanguinea é
o principal precursor da lactose na glandula mamaria. Porém, em estudos realizados
por McCarthy et al. (2013), Gencoglu et al. (2010) e Ferraretto et al. (2011) néo
foram encontradas diferencas nos teores e quantidades de lactose no leite de
animais suplementados com amilase.

Ainda, a hidrdlise do amido pode ter contribuido para diminuir a taxa
acetato:propionato, pois o propionato € o acido graxo volatil (AGV) formado em
maior quantidade pela fermentagdo microbiana de carboidratos no rumen, e o
principal precursor da gliconeogénese em ruminantes. Segundo Aschenbach et al.
(2010), a producgédo e absorcao de propionato séo altas apos a alimentagédo e em
periodos de alta ingestao de energia. Logo, a fermentacdo de elevados niveis de
amido, como os vistos em dietas com alto concentrado, leva a um aumento na
propor¢ao de propionato (MILLS et al., 1999). Portanto, a presengca do amido em
maior quantidade ocasiona decréscimo do pH ruminal, devido a este aumento na
produgdo de propionato pelos microrganismos ruminais, e sendo este o unico
precursor gliconeogénico dentre os acidos graxos de cadeia curta (AGCC)
produzidos no rumen (KOZLOSKI, 2011).
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Ainda em relacdo a acao da amilase na degradacdo do amido dietético, o
local de digestdo do amido determina a forma do combustivel metabdlico absorvido,
seja ele na forma de glicose ou propionato, o que ira influenciar diretamente a
ingestao de matéria seca (IMS), uma vez que o propionato € mais hipofagico quando
comparado a glicose. Outros estudos, porém, observaram pequena ou nenhuma
influéncia da amilase na IMS. Infelizmente no presente trabalho, conduzido num
grande rebanho comercial, a estimativa do consumo de MS individual dos animais
experimentais era impossivel. Assim, o aumento da glicose sanguinea pode se dar
pela melhora na disponibilidade de nutrientes devido ao aumento na digestibilidade
dos alimentos ou da capacidade de absorgao ruminal (DEFRAIN et al., 2005).

Em estudo feito por Eun e Beauchemin (2005), o teor de lactose do leite
apresentou tendéncia de aumento nas vacas alimentadas com proteases e isto é
presumivelmente o resultado do aumento da digestdo da matéria organica, uma vez
que, embora o produto enzimatico utilizado no estudo n&o contivesse atividade
fibrolitica mensuravel, houve aumento da digestibilidade da fibra em detergente
neutro e acido da dieta das vacas avaliadas. Uma possibilidade para que isso tenha
ocorrido, € que as proteases contribuiram na remogao de proteinas estruturais da
parede celular e permitiram um acesso microbiano mais extenso a fibra degradavel
(Nsereko et al., 2000; Colombatto et al., 2003a). Embora normalmente associado a
producdo de acetato e butirato, o aumento da fibra digestivel no rumen também
pode proporcionar aumento da liberagdo de precursores glicogénicos para o figado

e, eventualmente, melhorar a disponibilidade dos carboidratos dietéticos.

5.6 SOLIDOS TOTAIS

O teor de sodlidos totais foi de 12,26% para o grupo CON e de 12,49%
(P=0,02) para o grupo ENZ; ja a quantidade total foi de 4,72 kg/d e de 4,84 kg/d,
respectivamente, para os mesmos grupos (P=0,32). A agua corresponde por 87,5%
da composicdo do leite e, retirando-a, todos os outros componentes restantes
(gordura, proteina, lactose e minerais) constituem a fragdo denominada sélidos totais
(GRANT, 1997).

Os animais suplementados obtiveram teores e quantidades numericamente
superiores (significativamente ou ndo) para gordura, proteina e lactose. Portanto, a

maior porcentagem de sdlidos totais no grupo ENZ, em relagdo aos animais do
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grupo CON, se deve ao maior teor de lactose, bem como aos numericamente
maiores teores de gordura e proteina. Por fim, esta diferenga de 0,23% entre os
lotes experimentais, além de estatisticamente significativa, ndo deveria ser ignorada
ou considerada irrelevante, particularmente em rebanhos com sistema de

pagamento do leite por qualidade.

5.7 EXTRATO SECO DESENGORDURADO (ESD)

O teor de extrato seco desengordurado foi maior no grupo ENZ (P<0,01),
sendo em média 8,83%, enquanto que para o grupo CON o valor médio foi de
8,70%. A fracdo do leite que excetua agua e gordura é denominada extrato seco
desengordurado (ESD). Alteragbes nos teores de ESD s&o primariamente ligadas a
mudangas nos teores de proteina e, ocasionalmente, nos teores de lactose do leite.

A restricdo de energia a niveis inferiores as exigéncias recomendadas,
causam grande reducdo no ESD (HUBER et al., 1966). Em contrapartida, o
fornecimento de energia extra as vacas de alta produgéo, desde que no inicio da
lactagéo, pode aumentar o ESD em cerca de 0,2%, pois a proteina no leite tende a
aumentar em dietas com maior disponibilidade de energia (HARRIS & BACHMAN,
1988). No presente estudo, como o teor de proteina do leite ndao apresentou
diferenca entre os tratamentos, pode-se atribuir o maior teor de ESD no grupo ENZ
principalmente ao aumento do teor de lactose do leite.

5.8 ESCORE LINEAR DE CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS

O escore linear de contagem de células somaticas nao foi alterado com a
suplementacdo enzimatica, sendo que as médias ajustadas para o grupo CON e
ENZ foram de 2,85 e de 2,96 (P=0,69), respectivamente. A média geométrica obtida
com o uso da escala logaritmica para CCS (variando de 0 a 9) tem por finalidade
aumentar a detecgcado de diferengas estatisticas entre grupos de vacas e diminuir a
influéncia de valores muito baixos ou muito altos que interferem na média aritmética,
pois o0 escore linear apresenta distribuicdo normal, permitindo uma comparacédo mais
consistente entre grupos e rebanhos (CARLEN et al., 2004).

A maioria das células somaticas sdo glébulos brancos, como macrofagos e

neutréfilos, que agem contra infecgdes presentes no ubere e no reparo de tecidos
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danificados (BRADLEY & GREEN, 2005). Tais células podem variar grandemente de
acordo com o estadio de lactacdo e ordem de parigao, independentemente de os
animais estarem infectados ou nao (SHARMA et al., 2011).

Tewoldebrhan et al. (2017), utilizando uma enzima comercial com agao
fibrolitica, encontraram redugdo na contagem de células somaticas no grupo tratado
com mananase. Os autores relacionaram este efeito a maior acdo de moléculas
intermediarias, liberadas por macrofagos e neutrofilos, que se beneficiam dos
agucares oriundos da quebra da manose como substrato energético, resultando em
melhora na resposta imunitaria dos animais infectados. Todavia, os resultados deste
presente estudo vao ao encontro de outros trabalhos realizados com suplementagao
de enzimas fibroliticas (ARRIOLA et al., 2011; ROMERO et al., 2016) ou amiloliticas
(NOZIERE et al., 2014; VARGAS-RODRIGUEZ et al., 2014), nos quais ndo foram
encontrados efeitos da suplementacdo enzimatica na contagem de células
somaticas. Por ultimo, cabe destacar as baixas contagens de células somaticas de
ambos 0s grupos experimentais, mostrando quao prioritario e efetivo € o manejo

sanitario da glandula mamaria neste rebanho.

5.9 NITROGENIO UREICO DO LEITE

O nitrogénio ureico do leite (NUL) do grupo CON foi de 13,31 mg/dL e, pelo
grupo ENZ, foi de 14,52 mg/dL, uma diferenga considerada significativa (P<0,01).
Segundo Kauffman et al. (2001), os valores de NUL considerados ideais estdo entre
10 e 14 mg/dL, mas com valores de até 16 mg/dL sendo comumente encontrados
em rebanhos leiteiros de alta produgéo. Logo, os animais do presente estudo estédo
em uma faixa considerada normal para rebanhos especializados. Segundo Baker et
al. (1993), o NUL pode ser utilizado como monitor de eficiéncia na utilizacdo do
nitrogénio dietético pelas vacas leiteiras. O NUL pode ser afetado n&o apenas por
fatores nutricionais, como teor de proteina bruta na dieta, equilibrio entre proteina e
energia dietética, quantidade de proteina degradavel no rumen, mas também por
fatores ndo nutricionais como dias em leite (DEL), ordem de paricdo e estagao do
ano (DOSKA et al., 2012; FATEHI et al., 2012).

Fatehi et al. (2012) encontraram os niveis mais baixos de NUL até o quarto
més em lactagao, atingindo o pico entre o quinto e sexto més, sendo atribuida esta

alta ao incremento na ingestao de matéria seca e, consequentemente, ao excesso
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de proteina na dieta consumida pelos animais nesta fase da lactacdo. Salienta-se
que os animais dos grupos CON e ENZ utilizados no presente estudo, estavam com
132 dias em lactagdo no inicio do periodo experimental, em média. Em relagao a
variacdo do NUL em funcéo da estagao do ano, Fatehi et al. (2012) encontraram que
a concentracdo desta variavel foi positivamente correlacionada as temperaturas
médias mensais, ao passo que Doska et al. (2012) encontraram maiores valores de
NUL durante os meses mais frios, atribuindo isto ao fato de haver maior
concentracdo de proteina nos volumosos utilizados para alimentacdo de rebanhos
na regiao dos Campos Gerais, no Estado do Parana.

Portanto, apesar dos animais do grupo ENZ terem apresentado maiores
concentragdes de NUL, quando comparados aos animais do grupo CON, os valores
para esta variavel ainda estao dentro dos considerados normais para vacas de alta
produgado, e podem estar relacionados ao consumo ligeiramente maior de proteina

na dieta.

5.10 AMIDO FECAL

Os animais suplementados com aditivo enzimatico tiveram menor (P=0,03)
excrecao de amido fecal, em média 5,46%, enquanto que o grupo CON apresentou
excrecdo média de 5,92% de amido fecal, como exposto no Grafico 3. Tal efeito é
atribuido a atuacdo da amilase e, portanto, estda de acordo com o resultado
esperado, uma vez que a amilase corresponde a enzima de maior concentracdo no

complexo enzimatico fornecido aos animais, neste estudo.
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GRAFICO 3 - TEOR DE AMIDO FECAL MEDIO (%) OBTIDO PARA OS GRUPOS
CONTROLE (CON) E PRECIZYON (ENZ) AO LONGO DO PERIODO
EXPERIMENTAL (COLETAS DE 1 A8).
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Zinn et al. (2007) encontraram uma alta correlagdo (R?=0,96) entre o amido
presente nas fezes e a digestdo do amido no trato total de bovinos de corte
confinados e sugerem que o amido fecal pode explicar 96% da variacédo da
digestibilidade no trato total. Da mesma forma, essa alta correlagdo também foi
encontrada em estudo realizado por Fredin et al. (2014), em que R? foi de 0,94,
obtendo uma variacdo de 0 a 5% de amido fecal, com média de 3%. Para Firkins et
al. (2001), a digestibilidade do amido no trato total pode oscilar entre 70 e 100%,
variando conforme o local onde ocorre a digestdo, podendo ser no rumen, intestino
delgado ou intestino grosso.

Portanto, a digestdo do amido esta intimamente relacionada a quantidade de
amido presente nas fezes, podendo ser utilizado diretamente como um indicador de
digestibilidade do amido no trato total de vacas leiteiras (FIRKINS et al., 2001).
Ainda, conforme Corona et al. (2005), como os métodos de processamento do grao
de milho tém por finalidade aumentar a digestibilidade do amido dietético, a
mensuragdo do amido fecal é uma ferramenta confiavel para avaliar os efeitos do
processamento do milho sobre a digestao do amido.

Neste contexto, de acordo com Ferguson (2003), pode-se afirmar que a
presenca de 5% de amido nas fezes indica que, pelo menos, 90% da digestéo

ocorreu no trato total. Para vacas de alta producéo, o valor limite deste indicador é
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de 5%, sendo considerado 6timo quando varia de 3% a menos. Para cada 1% de
diminuicdo no amido fecal, estima-se um incremento de 450 ml na producéo leiteira.
Sendo assim, mesmo com os valores de amido fecal terem sido ligeiramente
superiores a 5%, variando entre 5,46% para o grupo ENZ, e 5,92% para o grupo
CON, pode-se afirmar que a digestdo do amido no trato total dos animais
suplementados foi satisfatoria.

5.11 DIGESTIBILIDADE

O coeficiente de digestibilidade da dieta foi maior (P=0,02) para o grupo
CON (66,7%), em relagdo ao grupo ENZ (59,7%), como pode ser observado no
Grafico 4. A principio, este resultado parece controverso, uma vez que 0s animais
suplementados tiveram uma menor excrecdo de amido fecal. Uma possivel
explicacdo pode estar no fato de a agao da amilase ter sido intensa, havendo uma
queda do pH ruminal e, consequentemente, afetando a digestibilidade da dieta como
um todo. Segundo Simas et al. (1997), a digestibilidade da FDN e da FDA é

diminuida conforme ocorre a queda do pH ruminal.

GRAFICO 4 - COEFICIENTE MEDIO DE DIGESTIBILIDADE (%) DOS GRUPOS
CONTROLE (CON) E PRECIZYON (ENZ), AO LONGO DO PERIODO
EXPERIMENTAL (COLETAS DE 1 A8).
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Em experimento realizado por Weiss et al. (2011), avaliando a adigado de
amilase com milho moido na dieta de vacas leiteiras, a enzima suplementada nao
teve efeito sobre a digestibilidade da dieta. J&4 em estudo realizado por McCarthy et
al. (2011), no qual os grupos foram alimentados com dietas com baixo teor de amido
(23% da MS), o grupo suplementado com amilase teve maior digestibilidade da dieta
e os autores atribuiram isto ao fato da amilase ter estimulado a alimentagao cruzada
no rumen, uma vez que 0s microrganismos nao-amiloliticos foram beneficiados pelo
substrato energético oriundo da hidrdlise do amido. Resultado semelhante foi obtido
por Gencoglu et al. (2010), que também encontraram aumento na digestibilidade da
dieta em animais tratados com amilase. Arriola et al. (2011), testaram o efeito de um
produto enzimatico fibrolitico, composto por celulase e xilanase, na alimentacao de
vacas em lactagdo e encontraram um efeito significativo na digestibilidade da dieta.
Em contrapartida, Bernard et al. (2010), ndo encontraram efeitos da suplementagao
de celulase na ingestdo de matéria seca, producao de leite e digestibilidade da dieta.

Os resultados encontrados na literatura ainda s&o muito controversos a
respeito da utilizagdo de marcadores internos para estimativa da digestibilidade da
dieta, pois estimativas ndao muito acuradas podem levar a resultados subestimados
de digestibilidade, sugerindo perdas do marcador através do trato digestorio do
animal (HUHTANEN, 1994). Outros fatores como tempo de incubagdo ruminal,
porosidade dos sacos utilizados para incubagao e estrutura da fracdo fibrosa do
volumoso utilizado, podem afetar a mensuragao da digestibilidade da dieta por meio
de marcadores internos (BERCHIELLI et al., 2005). Segundo Lippke et al. (1986), os
maiores problemas, neste sentido, sdo os erros de metodologia de analise,
ocasionando heterogeneidade dos dados obtidos pela falta de padronizagdo no
meétodo de determinacgao.

O tempo de incubagdo ruminal, entre os estudos encontrados na literatura,
tem variado de 72 a 288 horas. Em estudo feito por Huhtanen (1994), comparando
componentes indigestiveis da fragcao fibrosa como marcadores internos, a FDNi
(FDN indigestivel) indicou a melhor estimativa de digestibilidade, sendo que os
teores de FDNi encontrados em incubacao in vitro por 96 horas foram maiores em
relagdo aqueles encontrados no periodo de 288 horas. Desta forma, a FDNi
determinada por incubacgao ruminal de 288 horas torna-se o indicador interno mais
preciso para se estimar a digestibilidade da dieta. A utilizagdo de sacos de nailon

com porosidade de 41 pm resultam em baixa recuperagao fecal do marcador em
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relagdo aos sacos com 6 um de porosidade, provavelmente por causa da maior
perda de particulas oriundas das amostras de alimento e fezes. Por isso, a fim de se
evitar perdas, amostras de alimentos devem ser picadas grosseiramente e amostras
de fezes ndo devem ser moidas (HUHTANEN, 1994).

Em estudo realizado por Morgavi et al. (2000), os pesquisadores relataram
que baixas concentracdes de enzimas de Trichoderma longibrachiatum aumentaram
a adesao da bactéria Fibrobacter succinogenes a silagem de milho e ao feno de
alfafa, porém altas concentragcées da enzima diminuiram a adesdo da bactéria ao
substrato. Uma possivel explicagdo para tal efeito, € que as enzimas exdgenas
podem competir com 0s microrganismos ruminais pelos sitios ativos da celulose,
disponiveis nos alimentos. Tanaka et al. (1988) sugeriram que os efeitos negativos
dos altos niveis de celulase podem ser devidos ao baixo peso molecular destas
enzimas, que irdo se deslocar para poros pequenos na superficie da fibra, tornando-
0s inacessiveis a moléculas maiores de enzima, reduzindo a agao como um todo
das enzimas do complexo celulase.

Em resumo, pelo exposto acima, pode-se hipotetizar alguns cenarios que
poderiam justificar a menor digestibilidade da dieta obtida no grupo tratado com
enzimas (ENZ), sendo: 1) intensa acado da amilase, havendo queda do pH ruminal e,
consequentemente, menor digestibilidade da porgao fibrosa da dieta; 2) perdas do
marcador ao longo do trato digestério do animal, ocasionando subestimativa da
digestibilidade 3) competicdo das enzimas exdgenas com 0S microrganismos

ruminais, devido a dosagem inadequada.



43

6 CONCLUSAO

O complexo enzimatico Precizyon® X 200, composto por amilase, celulase,
xilanase e protease, ndo alterou a producao de leite dos animais suplementados
durante o periodo experimental. Contudo, houve um aumento nos teores de lactose,
solidos totais, extrato seco desengordurado e nitrogénio ureico no leite dos animais
neste grupo.

Como ja esperado, a amilase teve efeito direto na digestibilidade do amido,
refletindo no menor teor de amido fecal dos animais suplementados. Por outro lado,
e por razbes ainda nao identificadas, os animais do grupo Controle tiveram maior
coeficiente de digestibilidade. Com os resultados obtidos neste estudo, fica claro que
a utilizacdo de enzimas na alimentacao de vacas leiteiras ainda é um tanto quanto
complexa, uma vez que as interferéncias causadas nos parametros produtivos séo

multifatoriais, necessitando de mais estudos para melhor ser elucidada.
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