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DIETAS DE MILHO GRAO INTEIRO PARA BOVINOS COM ADICAO DE DOSES
DE BLEND ENZIMATICO

RESUMO - O objetivo da presente proposta de pesquisa visa avaliar o efeito da inclusdo de
doses crescentes do blend enzimatico sobre a digestibilidade, pard@metros fermentativos e rede
de metabdlitos de bovinos de corte confinados, recebendo grao inteiro de milho e diferentes
doses de enzimas. No capitulo 2 foram encontrados os seguintes resultados da degradabilidade
in vitro da matéria seca revelou que ndo houve diferenca significativa entre 0 milho floculado
com e sem a adicdo do blend enzimético. No entanto, para o milho quebrado, houve uma
diferenga significativa entre os tratamentos. O milho quebrado com a adigédo de enzima
apresentou uma degradabilidade superior, alcangando 70,06%. Isso também é evidenciado na
Figura 1, onde se observa uma maior amplitude na variacdo dos dados quando comparada a
média do milho quebrado com adic¢do do blend enziméatico. Embora o milho floculado tenha
mostrado maior degradabilidade em ambos os tratamentos, com uma média superior de 90,52%,
a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) com a adicdo do blend enzimatico se
sobressaiu independentemente do tipo de processamento utilizado, com digestibilidade 93,78%
sobre matéria seca do alimento. No capitulo 3 consumo, independentemente dos niveis de
enzimas fornecidos (P>0,05). No entanto, ao avaliar a digestibilidade em relacéo aos niveis de
enzima, observou-se efeito significativo (P<0,05) na Digestibilidade da Matéria Seca (DMS) e
na Digestibilidade da Fibra em Detergente Neutro (DFDN) com a dosagem de 7,5 g de enzima.
A DMS alcancou 0,8550 g/kg, enquanto a DFDN foi de 0,0836 g/kg. Ndo houve efeito sobre o
pH com as doses crescentes da inclusdo do blend enzimatico. O teor de N-NH3 foi superior na
dose 7,59 de enzima, com valores de 30,88 mg/dL. Sobre o tempo de colheita do liquido
ruminal, o pH mostrou-se superior a 6,9 no tempo de 6h com uso da dose de enzima de 5g. No
capitulo 4 o perfil metabdlico do plasma sanguineo de bovinos confinados, submetidos a
diferentes dosagens de blend enzimatico. Os metabdlitos identificados com maior concentragdo
foram acetato, lactato, alanina, 3-hidroxibutirato, treonina, ribose, creatina, glicose, glicina e
pantotenato. A maioria desses metabolitos apresentou uma maior incidéncia no tratamento 1
(controle), indicando que a suplementacao enzimatica ndo resultou em aumentos significativos
na concentracdo desses compostos no plasma sanguineo. Para a avaliacdo do liquido ruminal
apenas o succinato e a inosina tiveram maior incidéncia no tratamento 3 (5 g/dia), enquanto os

outros metabdlitos foram mais presentes no tratamento controle.

Palavras-chave: Digestibilidade, Fermentacdo, Metabdlitos



WHOLE CORN GRAIN DIETS FOR CATTLE WITH ADDITION OF ENZYMATIC
BLEND DOSES

ABSTRACT - The objective of this research proposal is to evaluate the effect of increasing
doses of an enzyme blend on the digestibility, fermentation parameters, and metabolite network
of confined beef cattle receiving whole corn grain and different doses of enzymes. In Chapter
2, the following results were found: the in vitro dry matter degradability revealed no significant
difference between flaked corn with and without the addition of the enzyme blend. However,
for cracked corn, there was a significant difference between treatments. Cracked corn with the
addition of the enzyme showed higher degradability, reaching 70.06%. This is also evidenced
in Figure 1, where a greater range in data variation is observed compared to the average of
cracked corn with the addition of the enzyme blend. Although flaked corn showed higher
degradability in both treatments, with an average exceeding 90.52%, the in vitro dry matter
digestibility (IVDMD) with the addition of the enzyme blend stood out regardless of the
processing type used, with a digestibility of 93.78% on a dry matter basis. In Chapter 3, intake
was not affected regardless of the enzyme levels provided (P>0.05). However, when evaluating
digestibility in relation to enzyme levels, a significant effect (P<0.05) was observed on Dry
Matter Digestibility (DMD) and Neutral Detergent Fiber Digestibility (NDFD) with a dosage
of 7.5 g of enzyme. DMD reached 0.8550 g/kg, while NDFD was 0.0836 g/kg. There was no
effect on pH with increasing doses of the enzyme blend. The N-NH3 content was higher at a
dose of 7.5g of enzyme, with values of 30.88 mg/dL. Regarding the collection time of ruminal
fluid, pH was higher than 6.9 at the 6-hour mark with the use of a 5g enzyme dose. In Chapter
4, the metabolic profile of the blood plasma of confined cattle subjected to different dosages of
the enzyme blend was analyzed. The metabolites identified in higher concentration were
acetate, lactate, alanine, 3-hydroxybutyrate, threonine, ribose, creatine, glucose, glycine, and
pantothenate. Most of these metabolites showed a higher incidence in treatment 1 (control),
indicating that enzyme supplementation did not result in significant increases in the
concentration of these compounds in the blood plasma. For the evaluation of ruminal fluid, only
succinate and inosine had higher incidence in treatment 3 (5 g/day), while the other metabolites

were more present in the control treatment.

Keywords: Digestibility, Fermentation, Metabolite
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CAPITULO 1- DIETAS DE MILHO GRAO INTEIRO PARA BOVINOS COM ADICAO
DE DOSES DE BLEND ENZIMATICO
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1. INTRODUCAO

Dietas de alta densidade energética tém sido amplamente adotadas por muitos
confinamentos no Brasil, visando acelerar o processo de abate e otimizar a operacao do sistema
de producéo (Silvestre & Millen, 2021). O uso de dietas com elevada inclusdo de grdos, como
o milho, promove maior ganho de peso, melhor eficiéncia alimentar e caracteristicas de carcaga

superiores, potencializando a rentabilidade da atividade (Preston, 1998; Nunez, 2008).

Nesse contexto, o uso de alto teor de carboidratos nédo fibrosos (lgarasi et al., 2008) em
dietas de acabamento tem como objetivo melhorar a eficiéncia produtiva, aumentar a densidade
energética para atender as exigéncias de deposic¢ao de gordura na carcaca e possibilitar maior
desempenho.

Além disso, o uso de aditivos € essencial para melhorar a eficiéncia do processo
fermentativo (Bell et al., 2017) e minimizar disturbios metabdlicos (Azzaz et al., 2015).
Portanto, os aditivos devem ser encarados como complementos a programas de alimentacéo
eficazes e ndo como substitutos de racdes balanceadas e boas préticas de manejo alimentar
(Mohammed et al., 2018).

No entanto, 0 aumento das concentracdes de amido nas dietas de confinamento pode
causar mudancas no trato digestorio e minimizar a digestdo desse nutriente, resultando em
perdas de amido pelas fezes e diminuindo a eficécia na utilizagdo do alimento. Observou-se um
aumento de 13,9% no ganho de peso diario em animais suplementados com a adi¢do de amilase

em dietas de cordeiros, resultando no melhor aproveitamento do amido (Rubio et al., 2001).

No ambiente ruminal, as enzimas podem agir diretamente sobre as ligacGes a serem
catalisadas ou atuar de forma sinérgica com 0s microrganismos, potencializando a degradacgéo
enzimatica microbiana. McAllister et al. (2001) verificaram sinergismo entre enzimas exogenas
e microbianas pelo aumento do potencial hidrolitico no meio ruminal. Além disso, algumas
enzimas sdo muito resistentes, transpondo o ambiente ruminal e continuando ativas no abomaso
e intestino, auxiliando a digestdo dos materiais que sobrevivem a fermentagdo ruminal (Hristov
et al., 2008).

Consequentemente, acréscimos da taxa de degradacdo do alimento no rimen estéo
associados @ melhora da colonizacdo pelos microrganismos ruminais em funcdo da acgdo

enzimatica (Colombatto, 2008). A acéo das enzimas promove uma maior disponibilidade de
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carboidratos fermentaveis, elevando assim a taxa de fermentacéo e reprodugdo microbiana.
Essa maior quantidade de microrganismos no rimen promove uma digestdo mais completa da
dieta total (Beauchemin et al., 2000).

Além disso, os microrganismos ruminais fazem primeiro a digestdo dos carboidratos
para subsequentemente utilizar metabdlitos de interesse, como glicose, dextrose, pentoses e
lactatos, como fonte de energia. Segundo Canuto et al. (2017), metabdlitos sdo produtos

intermediarios ou finais do metabolismo em uma amostra biologica.

Ademais, utilizando o estudo da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), é possivel
identificar os metabolitos que estdo atrelados as caracteristicas de interesse econémico, sendo
uma ferramenta importante para identificar tanto os metabdlitos quanto observar a sua dindmica
(Osorio et al., 2012). Analisando a metaboldmica, é observada a concentracdo dos metabolitos,
possibilitando correlacionar os metabdlitos com as caracteristicas de interesse dos produtores.
O sangue é um dos mais importantes biofluidos para a metabolémica, permitindo observar o0s
metabdlitos mais instantaneos que transmitem informac6es sobre a dindmica dos nutrientes e
de seus metabolitos no metabolismo. O plasma é considerado a amostra que mais traz resultados

precisos ao estudo de redes biologicas de micronutrientes.

Contudo, o objetivo da presente proposta de pesquisa visa avaliar o efeito da incluséo
do blend enzimatico sobre a digestibilidade, parametros fermentativos e rede de metabdlitos de

bovinos de corte confinados, recebendo gréo inteiro de milho e diferentes doses de enzimas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Dietas de alto grdo em confinamentos

O destaque dos confinamentos de bovinos destinados a producéo de carne no Brasil teve
inicio na década de 80, inicialmente adotando-se uma estratégia produtiva durante o periodo de
entressafra, com um numero reduzido de animais. Ao longo dos anos, esse sistema de produgéo
foi impulsionado pela interagdo entre a agroindlstria e a pecuéria, sendo amplamente
desenvolvido por pecuaristas de médio e grande porte em varios estados do pais (Moreira et al.,
2009).
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A regido Centro-Oeste destaca-se como o principal polo de confinamentos devido a
logistica eficiente na producgdo de alimentos, custo mais baixo da terra e a disponibilidade de

méo de obra mais qualificada (Malafaia, 2014).

Na alimentacdo e nutricdo de bovinos, é importante observar que o milho inteiro
apresenta uma menor digestibilidade ruminal (70,8%) em compara¢do com o amido do milho
triturado (91,7%). Vale ressaltar que a digestdo do amido no intestino geralmente é baixa,
especialmente para grdos triturados. Entretanto, na dieta que inclui o grdo inteiro de milho,
destaca-se sua importancia em estimular o processo de ruminacao, sendo que a quantidade de
amido presente nessa dieta é significativamente maior do que naquela com silagem (Galyean et
al., 1979).

A mastigacdo do grdo de milho se revela como um fator necessario para maximizar a
digestdo do amido. Para alcancar uma maior producdo por animal e aprimorar a eficiéncia
alimentar, tem-se incentivado o uso de uma quantidade substancial de energia na dieta. Um dos
fatores que impacta a eficiéncia de conversdo é a reducdo da utilizacdo do amido em situacGes

de alto consumo de alimento (Wheeler; Noller, 1977).

A dieta adotada destaca-se pela praticidade ao oferecer apenas dois ingredientes aos
animais confinados: milho e o pellet composto por concentrado proteico, vitaminico e mineral.
Uma estratégia crescentemente empregada pelos confinadores é a utilizacdo de dietas sem
volumoso, especialmente durante os ultimos 30-40 dias da fase de terminagdo. Inicialmente, 0s
animais recebem a dieta tradicional de terminacdo no inicio do confinamento e, ao se
aproximarem do final desta fase, fazem a transi¢do para a dieta de alto grédo (Paulino et al.,
2013).

A incluséo significativa de milho em dietas de confinamento ¢ motivada pelo elevado
teor energético e valor nutricional desse grdo (Millen et al., 2009). A opc¢éo por dietas de alto
grdo resulta em um aumento consideravel no valor energético, promovendo uma melhoria na
eficiéncia produtiva do rebanho. 1sso ocorre devido a reducdo na quantidade total de matéria
seca necessaria para atender as demandas de manutencdo e produtividade do animal (Santana
etal., 2014). Considerando os custos da matéria-prima em cada regido, a adocao dessa estratégia
pode se tornar uma alternativa economicamente viavel (Paulo e Rigo, 2012).

Nas principais regides produtoras do pais, verifica-se que o custo por unidade de energia

é geralmente inferior para os graos, o que favorece a utilizacdo de dietas mais densas ou
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"quentes”, conforme comumente referido por nutricionistas e pecuaristas envolvidos com
confinamento (Paulino et al., 2010). Essa estratégia ndo apenas otimiza o desempenho dos
animais confinados, mas também se destaca como uma abordagem eficaz para maximizar a

eficiéncia alimentar durante o periodo de confinamento.

2.2 Caracteristicas das Dietas com Elevada Proporcdo de Graos

Os alimentos como milho, trigo, cevada, sorgo e arroz desempenham um papel crucial
na alimentacdo de animais de producdo, servindo como fonte primaria de energia para
impulsionar a producéo de carne e leite. Os cereais apresentam teores significativos de amido,
variando de 40% da matéria seca (MS), como no trigo, a até 80% da MS, como no arroz. Essa
variacdo nos teores de amido esta sujeita a influéncias do local, condicGes climaticas e praticas

agrondmicas especificas (Noziere et al., 2010; Giuberti et al., 2014).

Além disso, dietas com maior concentracdo energética possibilitam uma maior
eficiéncia na utilizacdo da energia metabolizavel para o ganho, resultando em uma maior
proporcdo da energia consumida sendo depositada no corpo, seja na forma de proteina ou
gordura (Paulino et al., 2013). A inclusdo de quantidades substanciais de grdos de cereais na
dieta de bovinos é fundamentada na sua riqueza em amido, o qual desempenha um papel crucial
na provisdo de energia essencial para a manutencdo e o crescimento das bactérias ruminais
(Passini et al., 2003).

Nesse contexto, o grdo de milho inteiro desempenha uma funcéo essencial nessas
racles, ndo apenas fornecendo energia, mas também promovendo a ruminacao, salivacéo e
tamponamento do ramen. Essa acdo reduz o risco de acidose e a queda na taxa de consumo,
sem impactar adversamente a produgédo. O fornecimento de milho inteiro oferece uma camada
adicional de seguranca, pois a liberacdo de energia dos graos esta diretamente ligada a extenséo
da ruminacéo, além da influéncia da estrutura fisica da dieta, que, por seu tamanho de particula,

estimula a ruminagdo (Grandini, 2009).

Quando se trata de digestéo eficiente de gréos de cereais por microorganismos ruminais,
faz-se necessaria uma adaptacédo a dieta, onde ocorrera um equilibrio de enzimas fibroliticas,
proteoliticas e amiloliticas. O aumento na producdo de amilase microbiana em resposta ao
fornecimento de grdos de cereais ndo garante automaticamente uma alta taxa de digestdo do

amido, pois isso depende da resisténcia do carboidrato estrutural e de barreiras proteicas que



22

afetam a digestdo microbiana. O amido, componente energético predominante no grdo de
milho, pode ser fermentado no rimen ou intestino grosso, além de sofrer digestdo no intestino
delgado (Henrique et al., 2007).

Adicionalmente, a mastigacao desempenha um papel fundamental na otimizacao do uso
do gréo, pois, quando ndo danificados, a digestdo pode ser severamente comprometida. A
mastigacdo reduz o tamanho das particulas, liberando nutrientes sollveis para a fermentacéo,
expondo o interior do alimento para a colonizacdo bacteriana e promovendo a hidratacdo da
ingesta durante a salivacao. Isso resulta em uma digestdo mais eficiente (Berchielli et al., 2011).
Durante a ruminacdo, ocorre a producdo significativa de saliva, que é posteriormente deglutida
e incorporada ao conteddo ruminal. O tempo dedicado a ruminacdo estd diretamente
relacionado ao teor de fibras na dieta. A presenca abundante de tampdes enddgenos, como
bicarbonatos e fosfatos, destaca a saliva como um dos principais mecanismos para manter o pH

ruminal.

Além disso, a inclusdo de volumoso na dieta proporciona um estimulo mecanico na mucosa,
favorecendo o desenvolvimento das papilas e aprimorando a absor¢édo de acidos graxos volateis.
Portanto, é crucial ajustar o teor de fibras na dieta para equilibrar a salide do rdmen,

minimizando o impacto nos nutrientes e na produtividade do animal (Nagaraja, 2011).

Por outro lado, dietas altamente concentradas provocam alteragdes significativas no
ambiente ruminal, incluindo uma reducdo notavel de bactérias fibroliticas, um réapido
crescimento de bactérias amiloliticas e a diminuicédo do pH ruminal (Bevans et al., 2005). Dietas
com 60% ou mais de concentrados, como gréaos, frequentemente resultam em uma redugéo do
pH ruminal abaixo de 6.0. Esse fenbmeno pode levar a diminuicao das concentragdes totais, e,
em alguns casos, a eliminacdo completa de protozoarios, embora o Streptococcus bovis seja
relativamente tolerante a acidez, ndo sendo tdo resistente quanto os Lactobacillus sp., cujo

crescimento é prejudicado quando o pH esté abaixo de 6,0 (Nagaraja e Lechtenberg, 2007).

Portanto, o periodo de adaptacdo a uma nova dieta, que implica na modificacdo do
equilibrio entre volumoso e concentrado, € crucial, pois 0s microrganismos ruminais envolvidos
na metabolizacdo de alimentos fibrosos e amiloliticos demandam diferentes faixas de pH para
seu desenvolvimento. Protozoarios e bactérias celuloliticas requerem um pH de 6,2 ou mais
elevado, enquanto as bactérias amiloliticas sdo mais ativas em condi¢6es acidas, com um pH

em torno de 5,8. Assim, o pH do fluido ruminal influencia diretamente a degradacdo dos
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alimentos, e o valor ideal varia de 5,5 a 7,0. A salivagdo € uma estratégia utilizada pelos

ruminantes para manter o pH do rGmen em niveis mais neutros (Berchielli et al., 2011).

Finalmente, alteracdes abruptas na dieta podem resultar em acidose aguda ou subaguda.
Para mitigar os problemas relacionados a acidose, € crucial implementar o aumento de
concentrado na dieta de forma gradual, ao longo de um periodo de 3 a 4 semanas (Bevans et
al., 2005).

2.3. Digestdo do Amido em Ruminantes

A digestibilidade do amido em ruminantes é uma caracteristica que exibe consideravel
variabilidade, sendo influenciada por diversos fatores. A natureza do cereal, a proporcdo de
amilopectina e amilose, a composicéo da camada externa do granulo, a presenga de uma matriz
proteica envolvendo o granulo de amido e o método de processamento do grdo sdo elementos
cruciais. O processo de beneficiamento do grdo, capaz de aumentar a area de superficie,
intensifica a suscetibilidade do amido a acdo enzimatica. Essa transformacao resulta em um
significativo aumento da digestibilidade, tanto no ambiente ruminal quanto no intestino,
contribuindo para uma compreensdo mais abrangente da eficiéncia alimentar (Zeoula; Caldas
Neto, 2001).

Além disso, compreender os aspectos que afetam a digestibilidade do amido em
ruminantes é essencial para o desenvolvimento de estratégias nutricionais mais precisas e
eficientes. O reconhecimento da inter-relacdo entre a composicdo do grdo, métodos de
processamento e suas implicagdes na digestdo oferece insights valiosos para aprimorar a
qualidade das dietas destinadas a esses animais, promovendo, assim, um aproveitamento mais

eficaz dos nutrientes essenciais.

Por outro lado, a degradacdo do amido em ruminantes constitui um processo intricado
gue envolve uma sucessdo coordenada de enzimas e eventos mecanicos. Inicialmente, inicia-se
com a mastigacdo, desencadeando a acdo da amilase salivar, seguida pela influéncia da
microbiota ruminal. Posteriormente, desdobra-se a hidrolise acida no abomaso, complementada
pela atividade enzimatica e a participacdo de microrganismos ao longo do limen intestinal
(Swenson; Reece, 1986).

No ecossistema do rimen, o amido é habilmente degradado e aproveitado por bactérias

e protozoarios, destacando-se Ruminobacter amylophilus e Streptococcus bovis como agentes
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preeminentes, seguidos por Prevotella ruminicola e cepas especificas de Butyrivibrio
fibisolvens (cepas 49 e A38; Cotta, 1988). Em adicéo a estas, outras bactérias como Bacteroides
amylophilus, Bacteroides ruminocola, Selenomona lactylitica, Eubacterium ruminantium,
Ruminococcus bromii, Succinimonas amylolytica e diversas espécies de Lactobacillus spp.

também séo reconhecidas como fermentadoras de amido (Church, 1979; Kotarski et al., 1992).

Por conseguinte, os processos bioquimicos que conduzem a formacéo do piruvato e,
posteriormente, dos AGCC, geram ATP, sendo este ultimo identificado como a principal fonte
de energia para o metabolismo bacteriano. A partir da digestao de carboidratos, como o amido,
as bactérias utilizam esses substratos para a sintese de proteina microbiana, bem como para a
producdo de CO2 e CH4 (Yokohama e Johnson, 1988; Koslosky, 2017).

Apesar de o rumen ser o principal local de digestdo do amido, uma parte desse
componente pode escapar da fermentacdo ruminal. Esse fendbmeno pode ser atribuido ao tipo
de processamento dos graos, aos niveis de nutrientes na dieta total e a taxa de passagem, o que
possibilita a ocorréncia de digestdo pés-ruminal (Foley et al., 2006). No intestino delgado, o
amido pode ser decomposto até glicose por enzimas de origem pancreéatica ou pelas enzimas
maltase e isomaltase produzidas pela propria mucosa (Huntington et al., 2006). Assim, o
processo de degradacdo do amido em ruminantes, além de evidenciar a complexidade do
sistema digestivo desses animais, destaca a notavel diversidade de microrganismos que
desempenham papéis cruciais na eficiente conversdo do amido em substratos metabolicamente
acessiveis. Essa compreensdo aprofundada do panorama microbiano envolvido nesse processo
é crucial para pensar em estratégias nutricionais visando a maximizacao da eficiéncia alimentar

em sistemas de producéo pecuaria.

2.4 Enzimas na nutri¢do de ruminantes

As enzimas sdo produzidas por células vivas com o proposito de catalisar reages
bioquimicas especificas (Gurung et al., 2013). Quando aplicadas como aditivos alimentares,
seu objetivo é acelerar reacbes que resultam na degradacdo dos substratos em componentes
quimicos como acgucares simples, aminoacidos e acidos graxos. Esses componentes sdo
essenciais para promover o crescimento celular, seja dos microrganismos ruminais ou do animal
hospedeiro. A acdo das enzimas nos processos digestivos desperta grande interesse entre
pesquisadores e nutricionistas, que buscam otimizar a produtividade animal através da

utilizacdo de preparacfes enzimaticas (Barletta, 2011).
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Desde os anos 80, as enzimas desempenham um papel crucial na melhoria da eficiéncia
na producdo de carne e ovos, modificando o perfil nutricional dos ingredientes. Ao degradar
componentes especificos da dieta, essas enzimas permitem um maior aproveitamento dos
nutrientes, resultando em uma maior eficiéncia alimentar (Barletta, 2011). Entretanto, o uso de
enzimas na alimentacdo de ruminantes é relativamente limitado, devido & variabilidade nas
respostas observadas nos estudos e a diversidade de produtos disponiveis no mercado (Arriola
etal., 2017).

O uso de enzimas exdgenas pode aumentar a atividade enzimaética total no ramen
(Noziére et al., 2014). Contudo, essa capacidade é condicionada a quantidade de enzima
aplicada e a sua atividade nas condic¢Ges ruminais especificas, com pH variando entre 5,5 e 6,8
e temperaturas de 39 + 1°C. Por exemplo, enzimas como as provenientes do Trichoderma spp.
apresentam atividade 6tima em temperaturas mais elevadas e pH mais baixos do que os
encontrados no ramen, o que pode limitar sua eficacia quando aplicadas diretamente (Noziére
etal., 2014).

Ao incorporar enzimas exogenas a dieta de vacas em lactacdo, a populacdo microbiana
no rimen interage de maneira colaborativa com essas enzimas, melhorando fatores como a
fixacdo microbiana ao substrato (Beauchemin et al., 2003; Immanuel et al., 2006). Isso resulta
em uma digestibilidade aprimorada da dieta, beneficiando diretamente a produgéo animal (Sell;
Ravindran, 2007).

As consideracdes sobre as formas de aplicacdo das enzimas sdo cruciais, pois algumas
enzimas demonstram maior eficiéncia quando aplicadas em alimentos com maior umidade,
como as silagens, enquanto outras sdo mais eficazes quando adicionadas de forma liquida a
alimentos mais secos, como o0s fenos (Beauchemin et al., 2003; Reddy et al., 2016). De maneira
geral, as enzimas mantém estabilidade no rimen quando incorporadas aos alimentos, como no
concentrado ou na mistura total da racdo (TMR), o que contribui para a sua eficacia (Hristov;
Mcallister; Cheng, 1998; Morgavi et al., 2001).

A origem das enzimas pode variar entre bactérias, fungos ou leveduras. Por exemplo, a
enzima amilolitica, cuja extracdo da amilase é frequentemente realizada a partir do Aspergillus
oryzae, desempenha um papel crucial na quebra do amido em agucares simples como glicose e

maltose (Tricarico et al., 2008). Estudos indicam que a suplementagdo com a-amilase em dietas
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ricas em amido pode modular a fermentacdo ruminal, alterando as propor¢des de acetato,

butirato e propionato (Tricarico et al., 2005; Klingerman et al., 2009).

A presenca de a-amilase também influencia a dinamica da populagdo microbiana no
rumen, promovendo um aumento relativo de bactérias produtoras de acetato e butirato, o que
pode contribuir para melhorias na eficiéncia alimentar dos ruminantes (Cotta et al., 1988).
Assim, 0 uso estratégico de enzimas exdgenas continua a ser um campo de pesquisa e aplicacdo
importante na nutricdo animal, oferecendo potencial para otimizar o desempenho dos animais

de producéo através da melhoria na digestibilidade e na utilizacdo de nutrientes.

3. HIPOTESE

O uso de enzimas na dieta de milho inteiro para bovinos confinados melhora os

processos fermentativos.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da inclusdo do blend enzimatico sobre a digestibilidade, parametros
fermentativos e rede de metabdlitos de bovinos de corte alimentados com dietas a base de grdos

inteiros.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Avaliar o consumo e digestibilidade de bovinos alimentados com dietas de milho

gréo inteiro com uso de doses crescentes de blend enzimatico;

) Avaliar os parametros de fermentacdo ruminal, concentracdo de acidos graxos
de cadeia curta (AGCC), N-amoniacal (N-NH3) e pH;
° Avaliar o perfil metab6lico (Untarget) do plasma dos bovinos alimentados com

dietas de milho gréo inteiro com uso de doses crescentes de blend enzimatico.
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CAPITULO 2 - DEGRADABILIDADE E DIGESTIBILIDADE IN-VITRO DE
DIFERENTES TIPOS DE DIETA EM DISTINTAS DOSAGENS DE BLEND
ENZIMATICO

RESUMO - Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do blend enziméatico comercial
Rumizyme® sobre a degradabilidade e digestibilidade in vitro em diferentes tipos de dieta
(milho floculado e milho quebrado). O experimento foi realizado no Laboratério de Anélises
de Alimentos (LANA) do setor de Zootecnia da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), no periodo de junho a agosto de 2021. Foi utilizado um delineamento experimental
de blocos ao acaso com arranjo fatorial 2x2, considerando dois tipos de milho (floculado e
quebrado) e dois niveis de enzima (5,0g e 0,0g). O produto comercial empregado foi o
Rumizyme®, A andlise da degradabilidade in vitro da matéria seca revelou que ndo houve
diferenca significativa entre o milho floculado com e sem a adi¢do do blend enzimatico. No
entanto, para o milho quebrado, houve uma diferenca significativa entre os tratamentos. O
milho quebrado com a adi¢é@o de enzima apresentou uma degradabilidade superior, alcancando
70,06%. lIsso também € evidenciado nos dados, onde se observa uma maior amplitude na
variacdo dos dados quando comparada a média do milho quebrado com adicdo do blend
enzimatico. Embora o milho floculado tenha mostrado maior degradabilidade em ambos os
tratamentos, com uma média superior de 90,52%, a digestibilidade in vitro da matéria seca
(DIVMS) com a adicdo do blend enzimatico se sobressaiu independentemente do tipo de
processamento utilizado, com digestibilidade 93,78% sobre matéria seca do alimento. O uso de
enzimas exdgenas pode realmente fazer a diferenca na digestdo do milho, especialmente quando
consideramos diferentes métodos de processamento. Para o milho floculado, que ja tinha uma
digestibilidade naturalmente alta, a adicdo do blend enzimatico elevou os niveis de
aproveitamento ainda mais, superando 90%. J& no caso do milho quebrado, a presenca da
enzima foi essencial, melhorando a sua digestibilidade. Esses achados ressaltam a importancia
de entender como a combinacdo de técnicas de processamento e a suplementacdo enzimatica
pode otimizar a nutricdo animal, permitindo um melhor aproveitamento dos nutrientes do
milho.

Palavras-chave: Milho, Enzimas, Nutrigdo Animal
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1. INTRODUCAO

A pesquisa sobre a suplementacdo com enzimas exdgenas na produgdo animal visa criar
uma sinergia entre as enzimas endogenas e exogenas para melhorar a degradacao,
digestibilidade e, consequentemente, a utilizacdo dos alimentos. Isso resulta em um aumento
do valor nutritivo das dietas, especialmente aquelas que incluem silagens e cereais (Young et
al., 2012), ingredientes predominantes na alimentacdo de ruminantes. Enquanto as enzimas
fibroliticas tém recebido maior atencéo, ha também estudos investigando enzimas amiloliticas
e proteoliticas para otimizar a degradacdo do amido no rumen, quebrando sua estrutura em
particulas menores e reduzindo a protecdo da matriz proteica nos granulos de amido (Rojo et
al., 2005; Van Soest et al., 1991).

Devido a diversidade de produtos enzimaticos disponiveis e as condi¢cdes experimentais
variaveis, os resultados do uso de enzimas em ruminantes podem ser inconsistentes. Essas
variacfes vdo desde um aumento na liberacdo de carboidratos sollveis e melhoria na
digestibilidade dos alimentos até respostas neutras ou negativas. Tais resultados podem ser
atribuidos a ndo-limitacéo energética em certos casos, as diferentes caracteristicas das enzimas
suplementadas e a dosagem inadequada da atividade enzimatica, bem como ao método
inadequado de administracdo aos animais (Beauchemin et al., 2003).

Todos os animais dependem de enzimas para a digestdo dos alimentos, que sé&o
produzidas pelo organismo ou por microrganismos no trato digestério. No entanto, a digestao
ndo é um processo completamente eficiente. A inclusdo de enzimas amiloliticas na dieta de
ruminantes pode melhorar a digestibilidade ruminal do amido e de outros carboidratos
(Tricarico et al., 2008; DiLorenzo et al., 2011). Estudos in vitro e in vivo fornecem diversas
evidéncias de que a adi¢do de enzimas amiloliticas pode aprimorar o desempenho produtivo
dos animais.

Com isso, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do blend enzimatico
comercial Rumizyme® sobre a degradabilidade e digestibilidade in vitro em diferentes tipos de
dieta (milho floculado e milho quebrado).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Desenho experimental
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O experimento foi realizado no Laboratdrio de Anélises de Alimentos (LANA) do setor
de Zootecnia da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), no periodo de junho a
agosto de 2021. Foi utilizado um delineamento experimental de blocos ao acaso com arranjo
fatorial 2x2, considerando dois tipos de milho (floculado e quebrado) e dois niveis de enzima
(5,0g e 0,0g). O produto comercial empregado foi 0 Rumizyme®, composto por Amido de
Milho, Alfa Amilase (Aspergillus niger - CGMCC 16272), Beta Glucanase (Trichoderma
longibrachiatum - CGMCC 16278), Celulase (Trichoderma longibrachiatum - CGMCC
16277) e Xilanase (Tricorderma longibrachiatum - CGMCC 16279).

2.2.Dietas e coleta de liquido ruminal

O indculo ruminal foi obtido de dois bovinos mesti¢os adultos, castrados, com peso
corporal aproximado de 450 kg. A coleta do liquido ruminal foi realizada pela manha, antes da
primeira refeicdo, através de canula ruminal. O liquido ruminal foi mantido em banho-maria a
39 °C e o recipiente foi purgado com CO2 antes e apds a coleta. Foram coletados 4 litros de
liquido ruminal, sendo dois litros por animal, misturados e incluindo uma fracdo soélida do
conteddo ruminal. O material coletado foi transferido para uma garrafa térmica pré-aquecida,
previamente purgada com CO2 e fechada hermeticamente. Em seguida, o material foi filtrado

em quatro camadas de tecido de algodao (gaze) e utilizado nas incubagdes.

Para preparar as solucbes de incubacdo, as solucdes A e B foram misturadas na
proporcéo de 1:5, alcangando um pH de 6,8 a uma temperatura constante de 39 °C. Os reagentes

utilizados foram os seguintes:

e Solucdo A: Dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO4 — 10 g), sulfato de magnésio
(MgS04.7H20 - 0,5 g), cloreto de calcio di-hidratado (CaCl2.2H20 - 0,1 g) e ureia
(0509).

e Solucdo B: Carbonato de sédio (Na2CO3 — 15 g) e sulfeto de sodio (Na2S.9H20 - 1,0
9)-

2.3.Degradabilidade e Digestibilidade in vitro

A DIVMS das dietas foi determinada de acordo com metodologia descrita por Tilley e
Terry (1963) modificada Goering e Van Soest (1970), utilizando o rumen artificial (Daisyll
Fermenter®, Ankom). Foram pesados 0,5 gramas de amostra em saquinhos e TNT - 100 g/m,
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cortados e selados a um tamanho de 5,0 x 5,0 cm, conforme Casali et al. (2008). Foram
utilizados dois saquinhos sem amostra (brancos) em cada jarro para corre¢do dos dados. Os
saquinhos com amostra foram colocados nos jarros (duas maquinas de digestibilidade com 4
jarros cada totalizando 8 jarros), distribuidas equitativamente 16 saquinhos/jarro com amostra
e 1 saquinho sem amostra (brancos). Em seguida, foi adicionado a solugdo tampé&o e o inoculo
ruminal e, acrescentado CO2 para manter as condigdes anaerdbias. Apds este procedimento, 0s
jarros permaneceram no ramen artificial Daisyll Fermenter® (Ankom) a 39 °C durante 48 horas
com agitacdo continua de acordo com o método descrito por Tilley and Terry (1963) modificada
por Goering and Van Soest (1970).

A incubacéo foi interrompida ap6s 48 horas, onde os mesmos foram lavados em &gua
corrente para retirada de toda a solucdo e colocados em estufa de 65°C para secagem, apds 0s
mesmos foram pesados para avaliar o desaparecimento de material e identificar a
degradabilidade, ao final das pesagens os saquinhos foram submetidos a solucdo de detergente
neutro durante 1 hora. Apos a lavagem com esta solugdo os mesmos foram lavados 2 vezes com
agua destilada quente e 1 vez com acetona, sendo transferidos para estufa 105 °C por 12 horas.
A digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) foi obtida pelo calculo da diferenca entre a

concentracdo do nutriente na amostra antes e depois da incubacéo.

2.4 .Andlise Estatistica

Os valores encontrados foram submetidos a avaliacdo pelo software estatistico SAEG
9,1 (UFV, 2007), aplicando o teste de média de Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS

A andlise da degradabilidade in vitro da matéria seca (Tabela 1) revelou que ndo houve
diferenga significativa entre o milho floculado com e sem a adi¢do do blend enzimatico. No
entanto, para o milho quebrado, houve uma diferenca significativa entre os tratamentos. O
milho quebrado com a adi¢éo de enzima apresentou uma degradabilidade superior, alcancando
70,06%. Isso também é evidenciado na Figura 1, onde se observa uma maior amplitude na
variacdo dos dados quando comparada a média do milho quebrado com adi¢do do blend

enzimatico.
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Embora o milho floculado tenha mostrado maior degradabilidade em ambos os
tratamentos, com uma média superior de 90,52%, a digestibilidade in vitro da matéria seca
(DIVMS) com a adi¢do do blend enzimatico se sobressaiu independentemente do tipo de
processamento utilizado, com digestibilidade 93,78% sobre matéria seca do alimento (Tabela
2).

4. DISCUSSAO

Na rotina de oferta dos cereais na alimentacdo animal torna-se necessario submé-los a
métodos de processamento em moinhos ou rolos, podendo-se associar seu potencial de digestao
as condicdes e o tipo de processamento utilizado. A degradabilidade in vitro da matéria seca
pode ser relacionada de forma inversamente proporcional ao tamanho de particula, onde
tamanhos menores do grdo de milho tem maior area de superficie potencialmente disponivel
para a acdo das bactérias e hidrolise das enzimas (Gallo, et al. 2016).

O endosperma do grao de milho € composto por particulas de amido associados a matriz
protéica, juncdo que ocasiona a formacdo da uma barreira fisico-quimica que compromete o
aproveitamento do amido pelos animais ruminantes. Com a utilizacdo de enzimas exdgenas, as
barreiras estruturais sdo rompidas de modo a favorecer a digestibilidade do amido. A melhoria
nos resultados da digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) pode ser atribuida & melhoria
no aproveitamento do amido que corresponde a 86% da composicdo do endosperma que esta
associado a grande parte da matéria seca do grdo (Amaro et al., 2021). Assim como a eficiéncia
da digestdo desses grdos depende, em grande parte, da intensidade e das condi¢bes do
processamento (Hoffman et al., 2012).

Pittaluga et al. (2021) avaliou o efeito da adi¢é@o de diferentes trés doses (0; 0,24 e 0,72
unidades da enzima) de glucoamilase (GA) exdgena sobre a digestibilidade in vitro do milho
com dois tamanhos de particulas diferentes (2 e 4mm). N&o foram identificadas interagdes entre
as diferentes doses da enzima e o tamanho de particula sobre a digestibilidade in vitro da matéria
seca (DIVMS), mas a inclusdo da GA exdgena aumentou em 13% a DIVMS do milho. A
reducdo do tamanho da particula aumentou a DIVMS, associando-se o resultado ao fato que o
menor tamanho das particulas do milho aumentam a superficie de contato e a disponibilidade

do substrato, favorecendo a acdo das enzimas exdgenas e microbianas.
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CONCLUSAO

O uso de enzimas exogenas pode realmente fazer a diferenca na digestdo do milho,
especialmente quando consideramos diferentes métodos de processamento. Para o milho
floculado, que ja tinha uma digestibilidade naturalmente alta, a adicdo do blend enzimatico
elevou os niveis de aproveitamento ainda mais, superando 90%. Ja no caso do milho quebrado,
a presenca da enzima foi essencial, melhorando a sua digestibilidade. Esses achados ressaltam
a importancia de entender como a combinacéo de técnicas de processamento e a suplementagédo
enzimatica pode otimizar a nutricdo animal, permitindo um melhor aproveitamento dos

nutrientes do milho.
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CAPITULO 3- AVALIACAO DOS PARAMETROS FERMENTATIVOS E DA
DIGESTIBILIDADE EM BOVINOS COM DIFERENTES DOSES DE BLEND
ENZIMATICO

RESUMO - O estudo proposto tem como objetivo avaliar os parametros fermentativos dos
animais, a digestibilidade total aparente e os fatores que impactam a digestibilidade do amido,
com doses crescentes de enzimas. Os animais alimentados com o blend enzimético nédo
apresentaram variacdo significativa no consumo, independentemente dos niveis de enzimas
fornecidos (P>0,05). No entanto, ao avaliar a digestibilidade em relacdo aos niveis de enzima,
observou-se efeito significativo (P<0,05) na Digestibilidade da Matéria Seca (DMS) e na
Digestibilidade da Fibra em Detergente Neutro (DFDN) com a dosagem de 7,5 g de enzima. A
DMS alcangou 0,8550 g/kg, enquanto a DFDN foi de 0,0836 g/kg .Ndo houve efeito sobre o
pH com as doses crescentes da inclusdo do blend enzimatico. O teor de N-NH3 foi superior na
dose 7,59 de enzima, com valores de 30,88 mg/dL. Sobre o tempo de colheita do liquido
ruminal, o pH mostrou-se superior a 6,9 no tempo de 6h com uso da dose de enzima de 5¢g
(Figura 3). O acido acético (50,77mmol/dL) e acido butirico (10,72mmol/dL) foram superiores
na dose de 7,59 do blend; ja o &cido propidnico (41,01mmol/dL) mostrou-se superior com o
uso da dose de 10g do blend enzimético. Ndo houve efeito significativo (P>0,05) sobre os
parametros de fermentacdo ruminal independentemente das varia¢bes de niveis de blend
enzimatico. Os valores médios do balanco de nitrogénio, a excrecdo de nitrogénio na urina
apresentou efeito significativo (P<0,05) em relacdo as diferentes doses enzimaticas. A dose de
7,5¢ resultou em uma excrecdo de 2,86g/dia de nitrogénio. Observou-se um aumento na
producdo de N-NH3 e doses especificas do blend. A digestibilidade da matéria seca e da fibra
foi melhorada com a dosagem de 7,5g/dia do blend enzimatico, a administracdo das enzimas

influenciou 0 comportamento alimentar e os pardmetros de degradagdo ruminal in situ.

Palavras-chave: Amido, Rimen, Aditivo



38

1. INTRODUCAO

Para aprimorar a eficiéncia produtiva sem causar impactos adversos na satde ruminal
ou induzir acidose ruminal, tecnologias como o processamento e a aplicacdo de enzimas
exogenas podem ser empregadas, aproveitando a alta digestibilidade do amido (Correa et al.,
2002). No contexto brasileiro, a escolha da variedade de milho desempenha um papel crucial,
pois o milho tipo duro, predominante no pais, apresenta menor degradabilidade ruminal em
comparacdo ao milho farinaceo. O uso de enzimas na alimentacao animal no Brasil comecou
nos anos 1980, inicialmente focado em aves e suinos, apesar dos custos elevados e eficacia

questionavel dos aditivos (Barletta, 2011).

A principal fonte de energia para ruminantes é derivada principalmente de
polissacarideos encontrados na parede celular vegetal ou de polissacarideos de reserva nas
plantas, conhecidos como "carboidratos ndo estruturais”. Esses carboidratos incluem frutanos,
acucares e principalmente amido, sendo classificados como carboidratos néo fibrosos. O amido,
considerado um polissacarideo ndo estrutural, é sintetizado pelas plantas e atua como reserva
de energia durante a germinacdo de grdos, periodos de dorméncia, crescimento, rebrota, além

de ser armazenado em caules, raizes, tubérculos e gréos das plantas (Wang et al., 1998).

Beauchemin et al. (2003) destacam que as enzimas exdgenas, consideradas extratos
naturais, ttm um potencial significativo para aprimorar a utilizacdo de nutrientes na dieta,
visando melhorar a eficiéncia produtiva de vacas leiteiras, sem apresentar efeitos prejudiciais a
salde humana. Contudo, a eficiéncia do processo digestivo ndo é completa, justificando a
adicdo de enzimas amiloliticas a dieta para aumentar a digestibilidade ruminal de carboidratos,

especialmente amido (Tricarico et al., 2008; Dilorenzo et al., 2011).

Animais utilizam enzimas para a digestdo alimentar, seja produzidas por eles proprios
ou por microrganismos no trato digestério. Enzimas sdo proteinas catalisadoras produzidas por
organismos Vvivos que aceleram reagbes quimicas especificas, contribuindo para a
transformacdo de macromoléculas em precursores simples utilizados no crescimento celular,

seja por microrganismos no rumen ou pelo proprio animal (Gurung et al., 2013).

Dessa forma, a aplicacdo de amilase exdgena emerge como uma estratégia para
aprimorar a disponibilidade de carboidratos fermentaveis no rimen. O estudo proposto tem
como objetivo avaliar os parametros fermentativos dos animais, a digestibilidade total aparente

e os fatores que impactam a digestibilidade do amido, com doses crescentes de enzimas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Local, animais e tratamentos

A presente pesquisa foi desenvolvida conforme os principios estabelecidos pelo Comité
de Etica da Universidade Federal da Grande Dourados (protocolo de aprovacdo: 023/2015
CEUA / UFGD). O ensaio experimental de campo foi realizado no setor de Nutricdo de
Ruminantes da Faculdade de Ciéncias Agrérias, da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), entre os meses de abril e julho de 2022. As demais anéalises foram realizadas no
Laboratorio de Nutricdio Animal no Laboratério de avaliacdo de co-produtos de
(LAPAC/FINEP).

Foram utilizados 5 novilhos mesti¢cos (Taurino/Zebuino) com aproximadamente 18
meses de idade, castrados e com o peso corporal médio de 350 kg providos de canula ruminal
permanente. Os animais foram mantidos em baias individuais cobertas de 8 m2 (2x4m), de piso
de concreto, contendo comedouro e bebedouros individuais e distribuidos aleatoriamente em
quadrado latino 5x5. Cada periodo experimental foi constituido com 19 dias experimentais,

sendo 10 dias de adaptacéo as dietas e 9 dias de coleta de dados.

As dietas utilizadas foram compostas por 15% de pellet proteico-mineral-vitaminico e

85% de milho inteiro . Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes tratamentos:

<3 (T0), tratamento controle;

< (T2,5), tratamento composto pela dosagem de 2,5g de Enzima;
< (T5,0), tratamento composto pela dosagem de 5,0 g de Enzima;
< (T7,5), tratamento composto pela dosagem de 7,59 de Enzima;

< (T10,0), tratamento composto pela dosagem de 10,0 g de Enzima.

O produto comercial Rumizyme® é composto pelos seguintes ingredientes: Amido de
Milho, Alfa Amilase (Aspergillus niger - CGMCC 16272, Beta Glucanase (Trichoderma
longibrachiatum - CGMCC 16278), Celulase (Trichoderma longibrachiatum - CGMCC
16277), Xilanase (Tricorderma longibrachiatum - CGMCC 16279).
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Proporgdo, composic¢do quimica dos ingredientes:

Proporcdo da dieta

Ingredientes Concentrados (g/Kg deMS)
Milho inteiro 850
Pellet 150
Composi¢do quimica (g/kg de MS)

Milho grdo inteiro Pellet
MS % 95,24 91,21
MO % 93,88 73,45
PB % 8,13 2,18
FDN % 65,07 41,50
FDA % 4,96 41,54

2.2. Ingestdo de nutrientes e digestibilidade aparente total

O consumo de matéria seca foi determinada na diferenca entre a quantidade da dieta
ofertada e na coleta das sobras e também com base na excrecdo fecal total de MS. Para
determinacédo diaria da excrecao fecal de MS, o didxido de titanio (TiO2) foi fornecido no
rimen via canula, por dez dias consecutivos, com adaptacao ao indicador externo de cinco dias
e cinco dias para a coleta (Ferreira et al. 2009). O indicador dioxido de titanio foi acondicionado
em cartuchos de papel, seu fornecimento iniciava no segundo dia de cada periodo experimental,

sendo fornecidos 5g/dia & 08h00min.

As amostras fecais (200g) foram coletadas, a partir do 6° dia, diretamente no reto dos
animais uma vez por dia em diferentes horarios (08h00min, 10h00min, 12h00min, 14h00min e
16h00min) e acondicionadas em bandejas de plasticos, onde foram identificadas e transportadas
para o Laboratorio de Nutricdo Animal e colocadas em estufa a 55° C. Ao final de cada periodo
foi realizada uma amostra composta por animal, retirando-se uma amostra de cada animal por

periodo.

As concentracOes de TiO2 foram analisadas por espectrofotometria UV/Vis, conforme
metodologia descrita por Myers et al. (2004), adaptado por Costa (2018). Para a determinagéo
da producéo fecal foi utilizada a formula: (EF = OF/COF. Em que: EF = Excre¢do Fecal diéria
(g/dia); OF = dioxido de titanio fornecido (g/dia) e COF = Concentragédo de dioxido de titanio
nas fezes (g/g MS).
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Para avaliacdo dos coeficientes de digestibilidade aparente total da matéria seca (MS:
método 930.15), proteina bruta (PB: Nx6,25; método 984.13) e matéria mineral (MM: método
942.05) conforme metodologias da AOAC (1991). Os teores de fibra em detergente acido
(FDA) e fibra em detergente neutro (FDN) Van Soest et al. (1991) e amido conforme descrito
por Hendrix (1993), foram calculados o consumo total de nutrientes e a excregédo fecal dos

mesmaos.

Para determinacdo da excrecdo de grdo de milho nas fezes, amostras fecais foram
coletadas do reto de cada bovino no periodo da manha, entre os horarios das 9:00 as 11:00
horas, no 16° dia de cada periodo. Foi realizada pesagem de aproximadamente 300g de fezes
em balanca analitica, as amostras foram submetidas a lavagem em peneira (Granutest, 2,00 mm,
Tyler 9, ABNT 10) de 2 mm com agua corrente, as particulas de grao de milho foram coletadas

manualmente, pesadas e levadas para estufa com circulacao forcada de ar (55°C por 72horas).

2.3. Fermentacgdo ruminal

No 19° dia, de cada periodo experimental foram coletadas manualmente amostras para
determinacéo do pH, concentracdo de nitrogénio amoniacal do liquido ruminal (NAR) e acidos
graxos de cadeia curta, imediatamente antes do fornecimento da dieta e 2, 4, 6, e 8 horas apds
o fornecimento da dieta, na interface liquido/sélido do ambiente ruminal. Amostras de liquido
foram coletadas utilizando uma camada tripla de gaze para filtrar o liquido.

O pH foi determinado imediatamente ap6s a coleta, utilizando um pHmetro digital
portatil (Meta Quimica, Meta 210P). Aliquotas (10-20 mL) dessas amostras foram
centrifugadas a 3500 rpm por 5 minutos e coletado 1800uL de sobrenadante, sendo misturadas
com 100 uL de uma solucéo de acido orto-fosférico a 20%, todas as amostras foram congeladas
para posterior analise de acidos graxos de cadeia curta. Para determinacdo do nitrogénio
amoniacal, foi separada uma aliquota de 40 mL fixada a 1 ml de HCI 1:1, congelada a -18°C

para posterior analise.

A determinacdo dos teores de N-NH3 foi realizada conforme o método INCT-CA N-
007/1, descrito por Detmann et al. (2012), sem digestdo acida e utilizando-se como base para
destilacdo o hidroxido de potassio (2N), apds centrifugacdo prévia da amostra a 1.000 x g, por

15 minutos.
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As amostras para determinacdo de AGCC, foram encaminhadas para o Laborat6rio em
Sao Carlos/SP. Na qual, aliquotas (1600 pL) dessas amostras foram misturadas com acido
metandico (400 uL; 98-100% H2CO2), sendo centrifugadas a 7000 x g por 15 minat4 °C, e 0
sobrenadante de cada amostra foi congelado para posterior analise de acidos graxos de cadeia
curta (AGCC). Os AGCC do liquido ruminal foram determinados por cromatografia gasosa
utilizando um cromatdgrafo Shimadzu© GC-2010 Plus equipado com injetor automatico AOC-
20i, coluna capilar Stabilwax-DA™ (30m, 0,25mm ID, 0,25um df, Restek©) e detector de
ionizacao de chama (FID), ap6s acidificacdo das mesmas com 1 M de &cido ortofosforico p.a.
(Ref. 100573, Merck®©) e fortificacdo com mistura de &cidos volateis livres (Ref. 46975,
Supelco©). Apds esse procedimento, uma aliquota de 1uL de cada amostra foi injetada com
taxa de split de 40:1, utilizando hélio como gas de arraste a velocidade linear de 42 cm.s-1,
obtendo-se a separacdo dos analitos em uma corrida cromatografica de 11,5 minutos. As
temperaturas do injetor e do detector foram, respectivamente, 250°C e 300°C e temperatura
inicial da coluna de 40 °C. A rampa de temperatura da coluna se iniciou com um gradiente 40
até 120 °C a taxa de 40 °C.min-1, seguido de um gradiente de 120 até 180 °C a taxa de 10
°C.min-1 e de 180 a 240 °C a taxa de 120 °C.min-1, mantendo-se a temperatura a 240 °C por
mais 3 minutos ao final. Para a quantificacdo dos analitos, uma calibracdo do método foi feita
com dilui¢cdes do padrdo WSFA-2 (Ref. 47056, Supelco©) e de acido acético glacial (Ref.
33209, Sigma-Aldrich©) analisadas sob as condi¢fes descritas acima. A determinagéo e a

integracdo dos picos foram feitas utilizando-se o software GCsolution v. 2.42.00 (Shimadzu®©).

A producdo de metano (mMY/L) foi calculada segundo Moss et al. (2000) = 0.45 (C2) —
0.275 (C3) + 0.4 (C4).

2.4. Sintese de proteina microbiana

A coleta de urina foi realizada no 18° dia de cada periodo experimental na forma “spot”,
quatro horas ap6s o fornecimento do suplemento, em micgdo espontanea dos animais (Chizzotti
et al. 2006). Para a determinacdo da concentracdo de creatinina, ureia, acido urico e alantoina,
foi separada uma aliquota com 10 mL de urina diluida em 40 mL de &cido sulfurico (0,036 N),
para evitar a degradagdo de derivados de purinas e a precipitacdo do &cido Urico. A segunda
aliquota de 40 ml foi armazenada em 1 mL de &cido sulfarico (36N) e analisada para a
determinacdo da concentracdo de N total urinario. Todas as amostras foram identificadas e

congeladas imediatamente a -18°C para posterior anélise.
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A determinagdo da alantoina foi realizada pelo método colorimétrico, conforme técnica
de Fujihara et al. (1987), descrita por Chen e Gomes (1992). Para a determinacdo da
concentracdo de creatinina e acido urico foram utilizados kits comerciais (Labtest, Lagoa Santa,

Brasil; Gold Analisa Diagndstica Ltda, Belo Horizonte, Brasil).

A soma das quantidades de alantoina e acido Urico excretado na urina, expressas em
mmol/dia, foi utilizada para calcular a excrecéo total de derivados de purina (DP). As purinas
microbianas absorvidas (Pabs, mmol/dia) foram calculadas a partir da excrecdo de derivados
de purinas na urina (DP, mmol/dia), por meio da equacdo: DP = 0,85*Pabs + 0,385*PC0,75,
em que 0,85 é a recuperacdo de purinas absorvidas como derivados urinarios de purinas e 0,385
PCO0,75, a contribuicdo enddgena para a excrecao de purinas (Verbic et al. 1990).

O volume total urinario foi determinado por intermédio da relacdo entre concentracao
de creatinina na urina e sua excre¢do por unidade de peso corporal, adotando-se como padrédo
o valor de 27,36 mg/kg PC (Rennd et al. 2000). As excrec¢des diarias de N-ureia e N-creatinina
foram obtidas por meio do produto das concentracGes de ureia e creatinina pelo volume urinario
de 24 horas, multiplicado por 0,466 ou 0,3715, correspondente aos teores de N na ureia e
creatinina, respectivamente. A partir da excrecdo média diaria de creatinina, obtida no
experimento em mg/kg PC/dia, e da concentracdo de creatinina (mg/L) na amostra spot de urina,
sera estimado o volume diario de urina: VU (I/dia) = (27,36 x PC) / [creatinina], onde 27,36
representa o valor da excrecdo didria média de creatinina, em ppm PC, obtido por Rennd et al.
(2000) em novilhos cruzados e zebuinos, PC é o peso corporal do animal e [creatinina] € a

concentracdo de creatinina, em mg/L, encontrada na amostra de urina spot dos animais.

O balanco de compostos nitrogenados (BN) foi obtido pela diferenca entre o total de
nitrogénio ingerido e o total excretado na urina e fezes. As concentragfes de N nas amostras de
fezes e urina foram determinadas segundo o sistema micro Kjeldahl. A partir destes valores,
proceder-se o célculo para quantificacdo do nitrogénio retido (NRet), descontando-se do BN o
valor estimado da exigéncia para nitrogénio endogeno basal (NEB), que considera o N
enddgeno tecidual e as perdas dérmicas de N como 0,35 e 0,018 do peso metabdlico,

respectivamente.

2.5. Metabolismo da ureia e creatinina
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No 17° dia experimental, quatro horas ap6s o fornecimento do suplemento, ocorreu a
coleta de sangue via pungéo da veia caudal, utilizando-se heparina como anticoagulante. As
amostras foram imediatamente centrifugadas a 5.000 rpm por 15 minutos para separacdo do
sobrenadante sérico, identificadas e armazenadas a -18°C. A determinacéo da ureia e creatinina

plasmaética foi realizada através de kit comercial (Gold Analisa® Diagnostica Ltda).

2.6. Degradabilidade In situ

Para a determinacéo da degradabilidade in situ no Ultimo dia de experimento, 0s mesmos
animais foram mantidos por mais dois dias no confinamento, recebendo as mesmas doses de
enzimas do ltimo periodo experimental (0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 gramas por dia). Em cada dose,
foram avaliados os seguintes alimentos: grdo de milho inteiro, grdo de milho quebrado e pellet.
Os gréos foram quebrados utilizando um moinho de faca, sem peneira, em uma Gnica passagem
(Teixeira et al., 2002). Todos os alimentos foram secos em estufas com ventilacdo forcada a
65°C, por 24h, retirados, colocados em dessecador e pesados. Apds pesagem foram colocados
em sacos de nailon, de 5 x 10 cm de area livre, com porosidade conhecida de 50 p, na quantidade
aproximada de 5,0 g, respeitando a relacdo de 20 mg cm-2 (Nocek, 1988). Os saquinhos foram
fechados e colocados em estufa de ventilagdo forcada a 65°C por 24h, pesados, e colocados em
sacolas de fil6, com um pequeno peso de chumbo de 100 g, amarrada a linha de néilon de

aproximadamente 1,0 m de comprimento livre.

As amostras foram alocadas no ramen, em ordem decrescente de 48, 24, 12, 6 e 3h (Nrc,
2001), em triplicatas animal-1 tempo-1 de incubacdo. No tempo de Oh, os saquinhos que
continham os alimentos foram pré-incubados num recipiente com agua. Os sacos de nailon
retirados ao mesmo tempo e lavados em &gua corrente; 0s residuos remanescentes das
incubacgdes foram secos em estufa de ventilacdo forcada a 65°C, por 48h e armazenados, a fim
de se determinar as variaveis em estudo.

Os dados sobre desaparecimento da matéria seca foram calculados baseando-se na
diferenca entre o peso incubado e os residuos apos a incubacdo. Para a estimativa dos
parametros cinéticos da MS foi utilizado o modelo assintotico de primeira ordem, proposto por
Orskov e McDonald (1979): DP = a + b(1-e-ct); em que DP é a degradabilidade ruminal
potencial dos alimentos; “a” ¢ a fragdo soluvel; “b”, a fracdo potencialmente degradavel da

fragdo insoluvel que seria degradada a uma taxa “c”; “c”, que seria a taxa de degradagao da

fragdao “b”; e “t” o tempo de incubacdo em horas. A fracdo considerada
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indegradavel (I) foi calculada segundo: | = (100- (a+h)).

Para se estimar a degradabilidade efetiva (DE), foi utilizado o modelo matemaético: DE
=a+ [(b *c)/(c + K)]; em que K ¢ a taxa de passagem de solidos pelo rumen, definida aqui
como sendo de 2, 5 e 8% h-1, que pode ser atribuido em nivel de consumo alimentar baixo,
meédio e alto.

Ap0s os dados serem ajustados e utilizando-se o valor de desaparecimento obtido no
tempo zero (a’), foi estimado o tempo de colonizagao (TC) para a MS, PB, foram realizadas da
mesma forma que Goes et al. (2008), TC = [-In(a’-a-b)/c], em que 0s parametros a, b, e ¢ foram

estimados pelo algoritmo de Gaus Newton.

2.7. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do uso do SAS (Version 9.2. SAS Institute,
Cary, NC 2009), onde foi verificado a normalidade dos residuos e a homogeneidade das
variancias pelo comando PROC UNIVARIATE.

Para os efeitos da avaliacdo da dieta adotou o seguinte modelo: Yijl = u+ Ai+ Pj + DI
+ erijl; onde Yijl = varidvel dependente, p = média geral, Ai = efeito de animal (i=1a5), Pj =

efeito do periodo (j = 1 a 5), DI = efeito da dieta e eijl = erro experimental.

Os dados de fermentagdo ruminal foram analisados pelo comando REPEATED do
PROC MIXED para avaliacdo de medidas repetidas no tempo, de acordo com o seguinte
modelo: Yijk = pu + Ai + Pj + Dk + Ty+ Ty (Dk) eijk; onde: Yijyk = variavel dependente, pu =
media geral, Ai = efeito de animal (i = 1 a 5), Pj = efeito do periodo (j = 1 a 5), Dk = efeito do
tratamento (k =1 to 5), Tk = efeito do tempo (k =1 a 5), Ty (DK) = interac&o entre dieta e tempo

e eijk = erro experimental.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo comando PROC
MIXED, utilizando o LSMEANS, aplicando-se o teste de média de Tukey a 5% de
probabilidade.

3. RESULTADOS

Os animais alimentados com o blend enzimatico ndo apresentaram variacdo

significativa no consumo, independentemente dos niveis de enzimas fornecidos (P>0,05). No
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entanto, ao avaliar a digestibilidade em relagdo aos niveis de enzima, observou-se efeito
significativo (P<0,05) na Digestibilidade da Matéria Seca (DMS) e na Digestibilidade da Fibra
em Detergente Neutro (DFDN) com a dosagem de 7,5 g de enzima. A DMS alcan¢ou 0,8550
0/kg, enquanto a DFDN foi de 0,0836 g/kg (Tabela 3).

N&o houve efeito sobre o pH com as doses crescentes da inclusdo do blend enzimatico.
O teor de N-NH3 foi superior na dose 7,5g de enzima, com valores de 30,88 mg/dL (Tabela 4).
Sobre o tempo de colheita do liquido ruminal, o pH mostrou-se superior a 6,9 no tempo de 6h
com uso da dose de enzima de 5g (Figura 3). O &cido acético (50,77mmol/dL) e &cido butirico
(10,71lmmol/dL) foram superiores na dose de 7,59 do blend; ja o é&cido propidnico
(41,01lmmol/dL) mostrou-se superior com o uso da dose de 10g do blend enzimatico (Tabela
4).

N&o houve efeito significativo (P>0,05) sobre os parametros de fermentacdo ruminal
independentemente das variacBes de niveis de blend enzimatico (tabela 4). Os valores médios
do balanco de nitrogénio, a excrecdo de nitrogénio na urina apresentou efeito significativo
(P<0,05) em relacdo as diferentes doses enzimaticas. A dose de 7,5¢g resultou em uma excrecao
de 2,86g/dia de nitrogénio (Tabela 5).

Na avaliacdo do comportamento animal (Tabela 6), observou-se um efeito quadratico
significativo (P<0,05) no tratamento com 5 g/dia de enzimas, especificamente nos tempos
dedicados a alimentacdo (133,95 min/dia) e ao 6cio deitado (1176,56 min/dia). Além disso, no
tratamento com 2,5 g/dia de blend enzimatico, a suplementacdo enzimatica teve um efeito
significativo no comportamento de ruminagdo dos animais, que passaram menos tempo

ruminando deitados (2,23 min/dia).

Para os pardmetros cinéticos de degradacdo ruminal in situ do grdo de milho inteiro
(Tabela 7), a dose de 7,5g de enzima proporcionou degradagdo superior da fracdo “A”,
alcangando 9,65%. Ja na fra¢ao “B”, o melhor resultado foi obtido com a dose de 2,5g,
alcancando 7,06%. A degradabilidade efetiva a taxa de passagem de 2% foi superior (12,69%)
na dose de 2,59. Quanto aos parametros de degradabilidade efetiva (DE) de 8%,
indegradabilidade (1) e tempo de colonizacdo (TC) houve um efeito quadratico com o uso das
doses crescentes do blend enzimatico. A degradabilidade potencial da matéria seca (DPMS) do
gréo de milho inteiro com a adicéo de 2,59 do blend enzimatico resultou valores superiores a

14% ap0ds 48 horas no ambiente ruminal (Figura 6).
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A cinética de degradacéo in situ do milho quebrado (Tabela 8), a fragdo “A” apresentou
efeito quadratico com as doses crescentes do blend enzimatico. A fragdo “B”, degradabilidade
efetiva (DE) e indigestibilidade (1%) mostraram melhores valores com o uso da dose 7,59 de
enzima. O tempo de colonizacdo (TC) foi inferior no tratamento controle. Na degradabilidade
potencial da matéria seca do milho quebrado (Figura 5), a dose de 7,5g apresentou degradacédo
potencial superior a 55% apos 48 horas no ambiente ruminal.

A avaliacdo dos parametros cinéticos de degradacdo in situ da matéria seca de pellets
proteico-vitaminico-mineral (Tabela 9), observou-se que a dose enzimatica de 7,5g resultou na
maior degradacdo da fragdo "A". Para os parametros de degradacdo da fragdo “B” e
degradabilidade efetiva (DE) de 2% os maiores valores (42,61% e 53,32% respectivamente)
foram encontrados com o uso da dose de 5g de enzima. A DE de 5% (44,67%) , 8% (41,18%)

e a 1% (44,66%) foram superiores na dose de 2,59 do blend enzimatico.

4. DISCUSSAO

Sutton et al. (2003) investigaram a aplicacdo de enzimas e observaram resultados
positivos quando incorporadas a mistura da dieta total, provavelmente devido ao aumento da
ingestdo de matéria organica digerivel. No entanto, ndo identificaram efeitos significativos ao
aplicar as enzimas diretamente no concentrado ou ao infundi-las no ramen.

As taxas de digestibilidade (DMS) podem ser atribuidas ao fato da dieta ter elevado teor
de carboidratos solGveis, resultando em uma alta ingestdo de amido, que é prontamente digerido
pelos microrganismos ruminais. A dieta altamente fermentavel pode suprir a demanda
energética dos microrganismos ruminais, resultando em maior eficiéncia tanto na digestao da

matéria seca (DMS) quanto na digestao da fibra em detergente neutro (DFDN).

Mertens (1994) e Conrad et al. (1964) explicam que, em dietas com valores de
digestibilidade inferiores a 66%, a ingestdo de alimentos é determinada por fatores fisicos,
relacionados a distensdo do rimen-reticulo. Em dietas com digestibilidade superior a 66%, sao
os fatores fisioldgicos que controlam a ingestdo, baseados no balango energético e nutricional
da dieta. A DMS e a DFDN permaneceram elevadas em quase todos os tratamentos,
demonstrando a eficacia das enzimas e da dieta de alta qualidade no aproveitamento dos
nutrientes. Um aumento da atividade enzimatica no rimen pode potencializar a capacidade
hidrolitica ruminal, resultando em uma maior digestibilidade de todos os componentes da dieta,

em vez de atuar apenas em alvos especificos das enzimas (Beauchemin et al., 2004).
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Os valores de pH ruminal corroboram com o proposto por Orskov (1988) e Russell e
Wilson (1996). Estes valores sdo considerados ideais para sustentar a digestdo da fibra e a
motilidade do rumen, promovendo a maxima atividade dos microrganismos. A inclusdo de
enzima amilolitica na dieta pode aumentar a degradacé@o ruminal do amido, elevando a producéo
de &cidos graxos volateis (AGV), especialmente de propionato, 0 que poderia resultar na
reducdo do pH. Salem et al. (2013) avaliaram os efeitos de um mix de enzimas exdgenas na
digestibilidade dos nutrientes em novilhos de corte e observaram um aumento na digestibilidade
da proteina bruta (PB) e da matéria organica (MO) devido a suplementacdo. Colombatto et al.
(2007), ao trabalhar com um produto enzimético com potencial atividade de xilanase,
concluiram que o efeito da enzima exdgena foi mais significativo em pH préximo a
neutralidade, sugerindo que a eficacia das enzimas exdgenas pode ser influenciada pelo pH

ruminal.

Os niveis de N-amoniacal encontrados foram superiores ao minimo ideal de 5 mg N-
NH3/100 mL encontrados por Satter e Slyter (1974). As concentracOes de N-NH3 abaixo de
13 mg/100 mL no ramen podem limitar a disponibilidade de nitrogénio para 0s microrganismos,
prejudicando a ingestédo e digestibilidade da fibra. Dietas com energia prontamente disponivel
no rimen podem melhorar a utilizagdo do nitrogénio amoniacal e frequentemente reduzem os
niveis de amonia no ramen (Van Soest, 1994). A manuten¢do adequada dos niveis de N-NH3
no ramen é crucial para o crescimento bacteriano, uma vez que 40-100% do nitrogénio
necessario aos microrganismos pode ser proveniente do nitrogénio amoniacal (Stern; Hoover,
1979). No entanto, a elevacao da concentracdo ruminal de nitrogénio amoniacal indica perdas

nas fragdes proteicas.

A auséncia de grandes alteracdes na fermentacdo ruminal encontradas na pesquisa pode
estar relacionada com a atividade de alfa-amilase no rimen (Tabela 4), Klingerman et al. (2009)
avaliaram a atividade enzimatica de trés produtos contendo alfa-amilase e descobriram que a
atividade da amilase de um extrato de Aspergillus oryzae era de 10 a 25 vezes menor em
comparagdo com outros produtos. Esses testes foram realizados em condigdes de pH entre 5,1
e 6,3 e temperatura de 40°C, semelhantes ao ambiente ruminal de vacas em lactacdo com dietas
ricas em amido. O estudo também revelou que o pH ideal para a atividade de alfa-amilase desse

produto era 5,4.

No entanto, é importante notar que pH préximos de 5 ocorrem durante acidose aguda e

valores abaixo de 5,5 sdo comuns na acidose subclinica (Nagaraja; Town, 1990). Outro fator
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que pode ter influenciado a eficacia dos tratamentos é a forma de administracdo das enzimas; a
adicdo de enzimas a racdo parece ser mais eficiente quando aplicadas em forma liquida, ao
invés de em pd (Morgavi et al., 2000; Wallace et al., 2001).

5. CONCLUSAO

Observou-se um aumento na producdo de N-NH3 e doses especificas do blend. A
digestibilidade da matéria seca e da fibra foi melhorada com a dosagem de 7,5g/dia do blend
enzimatico, a administracdo das enzimas influenciou o comportamento alimentar e 0s

parametros de degradacdo ruminal in situ.
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CAPITULO 4- METABOLOMICA DO LiQUIDO RUMINAL E PLASMA SANGUINEO
EM BOVINOS MESTICOS CONFINADOS: EFEITOS DA SUPLEMENTACAO
ENZIMATICA

RESUMO - O objetivo foi investigar os efeitos da inclusdo de enzimas na dieta de alto grao para
ruminantes sobre a composi¢do dos metabolitos ruminais e plasmaticos, utilizando a técnica da
metaboldmica para avaliar as alteracGes nos processos metabolicos e observar as implicages no
metabolismo e na eficiéncia produtiva dos animais. Na avaliacdo dos principais componentes do
metaboloma do plasma sanguineo, observa-se que os dados sdo consistentes e ndo apresentam
diferencas significativas entre as dosagens enzimaticas avaliadas. Resultados semelhantes foram
observados na anélise do metaboloma do liquido ruminal, onde ndo foram detectadas variacGes
relevantes entre os diferentes tratamentos com blend enzimatico. perfil metabdlico do plasma
sanguineo de bovinos confinados, submetidos a diferentes dosagens de blend enzimatico. Os
metabdlitos identificados com maior concentracdo foram acetato, lactato, alanina, 3-
hidroxibutirato, treonina, ribose, creatina, glicose, glicina e pantotenato. A maioria desses
metabolitos apresentou uma maior incidéncia no tratamento 1 (controle), indicando que a
suplementacdo enzimatica ndo resultou em aumentos significativos na concentracdo desses
compostos no plasma sanguineo. Para a avaliagdo do liquido ruminal apenas o succinato e a
inosina tiveram maior incidéncia no tratamento 3 (5 g/dia), enquanto os outros metabolitos foram
mais presentes no tratamento controle. Os resultados reforcam a importancia da suplementagéo
enzimatica na dieta dos ruminantes, embora os resultados especificos aqui discutidos indiquem
que as variacBes para blend enzimatico ndo resultaram em alteracBes substanciais nos perfis

metabolicos analisados, tanto no plasma sanguineo quanto no liquido ruminal.

Palavras-chave: Metabolismo, Ruminantes, Suplementacao
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1. INTRODUCAO

A inclusédo de enzimas na dieta de alto gréo para ruminantes e a avaliagdo de seus efeitos
por meio da técnica da metabolémica representam um avanco significativo na nutricdo e manejo
desses animais. A interacdo entre a dieta, a microbiota ruminal e os metabolitos resultantes é
complexa e dindmico, exigindo abordagens inovadoras para otimizar a saude e a produtividade
dos ruminantes.

No contexto de dietas ricas em grdos, que substituem carboidratos fibrosos por
carboidratos ndo-fibrosos como amido e agUcares, ocorre uma alteracdo na producéo de acidos
graxos volateis (AGVs), aumentando a proporcao de propionato em rela¢do ao acetato e butirato
(Van Soest, 1994). Essa mudanca pode influenciar a eficiéncia energética e o equilibrio do
ambiente ruminal, impactando diretamente a sadde dos ruminantes.

A adicdo de enzimas na dieta visa melhorar a digestibilidade dos carboidratos e a
producdo de AGVs benéficos. As enzimas podem degradar mais eficientemente os
componentes da dieta, resultando em uma melhor fermentacéo e absorcdo dos nutrientes. Essa
intervencdo enzimatica, ao alterar a dindmica da fermentacdo ruminal, pode ser monitorada e
avaliada através da metabolémica, fornecendo uma viséo detalhada dos metabolitos resultantes
e permitindo ajustes precisos na formulacéo da dieta.

A metabolémica, uma ciéncia dmica que se concentra na analise abrangente e
quantitativa dos metabolitos em sistemas bioldgicos, é uma ferramenta poderosa para entender
os efeitos das dietas de alto gréo e da inclusdo de enzimas. Utilizando técnicas como ressonancia
magnética nuclear (RMN), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS), a metabol6mica
permite a detecgéo, caracterizacdo e quantificacdo dos metabdlitos (Fontanesi, 2016; Serkova
etal., 2019).

Estudos recentes tém demonstrado a aplicacdo da metabolémica para investigar 0s
efeitos ambientais e fenotipicos na pecuaria (Abarghuei et al., 2014; Karisa et al., 2014; Novais
et al., 2019; Saleem et al., 2012). No contexto da nutricdo de ruminantes, a metabolémica
possibilita uma compreensdo aprofundada das mudangas nos metabdlitos em resposta a
diferentes dietas, incluindo aquelas enriquecidas com enzimas. Essa analise permite avaliar
comparativamente os niveis de compostos metabolicos entre grupos tratados e controle,
elucidando as vias metabolicas envolvidas e os efeitos especificos das intervencdes dietéticas
(Canuto et al., 2018; Oliveira, Simionato, Cass, 2021).
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Portanto, a integracdo das enzimas na dieta de alto grdo dos ruminantes, associada a
avaliacdo detalhada pela técnica da metaboldémica, oferece uma abordagem promissora para
otimizar a saude e a eficiéncia produtiva dos animais. A metaboldmica ndo sé fornece uma
avaliacdo precisa dos efeitos das dietas sobre 0s processos metabolicos, mas também auxilia na
formulacdo de estratégias alimentares mais eficientes, promovendo melhores desempenhos dos
ruminantes. Neste sentido o objetivo foi investigar os efeitos da inclusdo de enzimas na dieta
de alto grdo para ruminantes sobre a composicdo dos metabolitos ruminais e plasmaticos,
utilizando a técnica da metabolémica para avaliar as alteracbes nos processos metabolicos e

observar as implicagbes no metabolismo e na eficiéncia produtiva dos animais.

2.  MATERIAIS E METODOS

2.1 Local, animais e tratamentos

A presente pesquisa foi desenvolvida conforme os principios estabelecidos pelo Comité
de Etica da Universidade Federal da Grande Dourados (protocolo de aprovacio: 023/2015
CEUA / UFGD). O ensaio experimental de campo foi realizado no setor de Nutricdo de
Ruminantes da Faculdade de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), entre os meses de abril a julho de 2022. As demais andlises foram realizadas no
Laboratério de Nutricio Animal no Laboratério de avaliacdo de co-produtos de
(LAPAC/FINEP).

Foram utilizados 5 novilhos mesticos (Holandés/ Zebu) com 18 meses de idade,
castrados e com o peso corporal médio de 350 kg providos de canula ruminal permanente. Os
animais foram mantidos em baias individuais cobertas de 8 m2 (2x4m), de piso de concreto,
contendo comedouro e bebedouros individuais e distribuidos aleatoriamente em quadrado
latino 5x5. Cada periodo experimental foi constituido com 19 dias experimentais, sendo 10 dias

de adaptacéo as dietas e 9 dias de coleta de dados.

As dietas utilizadas foram compostas por 15% de pellet proteico-mineral-vitaminico e
85% de milho inteiro Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes tratamentos:
(TO), tratamento controle; (T2,5), tratamento composto pela dosagem de 2,59 de Enzima;
(T5,0), tratamento composto pela dosagem de 5,0 g de Enzima; (T7,5), tratamento composto
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pela dosagem de 7,5g de Enzima; (T10,0), tratamento composto pela dosagem de 10,0 g de

Enzima.

O produto comercial Rumizyme é composto pelos ingredientes:Amido de Milho, Alfa
Amilase (Aspergillus niger - CGMCC 16272, Beta Glucanase (Trichoderma longibrachiatum -
CGMCC 16278), Celulase (Trichoderma longibrachiatum - CGMCC 16277), Xilanase
(Tricorderma longibrachiatum - CGMCC 16279)

2.2 Coleta de Amostras

No 17° dia experimental, quatro horas ap6s o fornecimento da dieta, ocorreu a coleta de
sangue via puncdo da veia caudal, as amostras foram imediatamente centrifugadas a 5.000 rpm
por 15 minutos para separacdo do sobrenadante sérico, identificadas e armazenadas em -80° C

para posteriores andlises de perfis metabolicos.

No 19° dia, de cada periodo experimental foram coletadas manualmente amostras para
apo6s 4 horas do fornecimento da dieta, na interface liquido/sélido do ambiente ruminal.
Amostras de liquido foram coletadas utilizando uma camada tripla de gaze para filtrar o liquido
armazenadas em torno de 5 ml e armazenadas em -80° C para posteriores andlises de perfis

metabolicos.

2.3 Anélise em RMN de alto campo (600MHz)

O perfil metaboldmico das amostras de plasma e liquido ruminal foram determinados
utilizando a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de alta frequéncia nas dependéncias da
Embrapa Instrumentacdo, Sdo Carlos, SP. O preparo do plasma e liquido ruminal seguiu
protocolo previamente descrito por Beckonert et al. (2007). As amostras de plasma apés
descongeladas, foram pipetados 200 puL da amostra e 400 pL. de solucdo salina a 0,9% e
marcador em microtubos de 2 mL, homogeneizados e centrifugados por 12.000 rpm 10 por 5
minutos. Posteriormente, 550 puL. da amostra preparada foi transferida para os tubos de 5 mm

de RMN e transferidos para o aparelho de 600 MHz para aquisicdo dos espectros.
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3. RESULTADOS

Na avaliacdo dos principais componentes do metaboloma do plasma sanguineo,
observa-se que os dados sdo consistentes e ndo apresentam diferencas significativas entre as
dosagens enzimaéticas avaliadas (Figura 8). Resultados semelhantes foram observados na
anélise do metaboloma do liquido ruminal, onde ndo foram detectadas variagdes relevantes
entre os diferentes tratamentos com blend enzimatico (Figura 10).

A Figura 9 apresenta o perfil metabolico do plasma sanguineo de bovinos confinados,
submetidos a diferentes dosagens de blend enzimatico. Os metabdlitos identificados com maior
concentragdo foram acetato, lactato, alanina, 3-hidroxibutirato, treonina, ribose, creatina,
glicose, glicina e pantotenato. A maioria desses metabdlitos apresentou uma maior incidéncia
no tratamento 1 (controle), indicando que a suplementacdo enzimatica ndo resultou em

aumentos significativos na concentracdo desses compostos no plasma sanguineo.

Na Figura 11, para a avaliagdo do liquido ruminal, baseada nos metabdlitos e nas
andlises de importéncia (VIP), destacou os compostos mais relevantes que diferem entre o
tratamento controle (T1), sem adicdo de enzimas, e o tratamento 3 (T3), com adicdo de 5,0 g/dia
de blend enzimético. Os compostos incluiram, em ordem de importancia: hipurato, betaina,
glicose, metionina, aspartato, hipoxantina, acetato, propionato, acetoacetato, succinato, alanina,
glicerina, colina, metanol e inosina. Entre esses, apenas o0 succinato e a inosina tiveram maior
incidéncia no tratamento 3 (5 g/dia), enquanto os outros metabdlitos foram mais presentes no

tratamento controle.

4. DISCUSSAO

O acetato representa a maior parte dos acidos graxos volateis produzidos no rimen de
bovinos alimentados com dietas ricas em graos, como observado neste estudo. Esse &cido graxo
desempenha papéis essenciais no metabolismo energético e na sintese de lipidios, sendo
convertido em acetil-CoA para entrar no ciclo do &cido citrico e participar da producéo de
energia (Preston e Leng, 1987). Por outro lado, o aumento na producdo de &cido latico pode
indicar um desequilibrio no metabolismo ruminal, particularmente em dietas com alto teor de
grdos (McCarthy et al.,, 2014). A elevagdo do lactato sanguineo, conhecida como
hiperlactatemia, é associada a acidose lactica, caracterizada pela diminui¢cdo do pH sanguineo
devido ao aumento do lactato (Allen & Holm, 2008).
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A depuracdo do lactato ocorre principalmente no figado e nos rins, onde é convertido
de volta em piruvato pela enzima lactato desidrogenase. O piruvato resultante pode ser
direcionado para o metabolismo oxidativo no ciclo de Krebs para a produgdo de ATP ou pode
ser convertido em glicose através da gliconeogénese no ciclo de Cori, ajudando a manter a
homeostase metabdlica em resposta as demandas energéticas do organismo (Allen & Holm,
2008). Neste contexto, o tratamento controle deste estudo, que ndo recebeu suplementacdo com
blend enzimatico, demonstrou os melhores resultados em relacéo a incidéncia dos metabdlitos
no plasma sanguineo, incluindo acetato e lactato. Esses resultados sugerem que, mesmo sem
intervencdo enzimatica, 0s bovinos conseguiram manter niveis adequados de &cidos graxos
volateis e metabolitos energéticos essenciais, como acetato, enquanto controlavam a producéo

de lactato, evitando possiveis quadros de acidose lactica.

Quando observamos o metaboloma do liquido ruminal submetido a doses enzimaticas,
notamos que o tratamento experimental controle, sem adi¢do do blend enzimatico, apresentou
os melhores resultados em relagdo a incidéncia dos metabdlitos. Entre 0s componentes
predominantes encontrados no liquido ruminal bovino estdo fosfolipidios, ions inorganicos,
gases, aminoacidos, acidos dicarboxilicos, acidos graxos, acidos graxos volateis, glicerideos,
carboidratos e ésteres de colesterol, que sdo produtos da fermentacdo microbiana no ambiente
anaerdbico do rumen (Saleem et al., 2013).

A energia utilizada pelos ruminantes provém principalmente da degradacdo microbiana
ruminal dos alimentos, resultando na producdo de &cidos graxos volateis (AGV), como &cido
acetico, propibnico e butirico, fundamentais para o metabolismo energético (Perry; Cecava,
2012). O acetato, por exemplo, € um substrato lipogénico chave que, ap0s ser absorvido no
sangue, pode ser convertido em 3-hidroxibutirato, oxidado pelo ciclo do acido tricarboxilico
(TCA) ou utilizado para a sintese de acidos graxos (Church, 1993). Por sua vez, o propionato é
transportado ao figado onde é oxidado ou entra no ciclo do TCA como succinil-CoA para a

sintese de glicose.

Além disso, o acido propibnico, principal precursor da glicose, contribui com mais de
50% das necessidades gliconeogénicas, enquanto aminoacidos gliconeogénicos, lactato e
glicerol sdo fontes secundarias (Gonzélez et al., 2017). Estudos anteriores indicaram que a
degradacéo de nutrientes da dieta em maltose pela amilase, seguida pela conversdo em glicose

por maltase ou maltose fosforilase no rumen, também promove a producdo de piruvato,
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essencial para a glicélise e outras vias metabolicas (Friggens et al., 1998; Saleem et al., 2012;
Chen et al., 2016).

Esses processos metabolicos refletem ndo apenas a importancia dos carboidratos na
dieta dos ruminantes, mas também suas consequéncias na microbiota ruminal e nas vias
metabolicas, evidenciando como dietas ricas em carboidratos podem influenciar
significativamente o perfil dos metabdlitos no liquido ruminal (Khafipour et al., 2009; Ametaj
etal., 2010).

No estudo, o tratamento 3 (com adicdo de 5 g/dia de blend enzimatico) apresentou uma
maior incidéncia de succinato no liquido ruminal em comparacgdo ao tratamento controle, que
ndo recebeu suplementacdo enzimatica. Este aumento significativo de succinato no tratamento
3 sugere uma alteracdo metabolica induzida pela adicdo do blend enzimatico, possivelmente
influenciando a atividade bacteriana ruminal responsavel pela producdo deste metabdlito
(Ushida et al., 1985; Weimer, 1998). Por outro lado, o tratamento controle, apesar de né&o
receber a suplementacdo enzimatica, destacou-se pela predominancia de outros metabdlitos no

liquido ruminal.

O succinato é um precursor importante do propionato, que tem como destino principal
a gliconeogénese em ruminantes (Van Gylswyk, 1995; Yost et al.,, 1977). No ambiente
anaerdbico do rumen, bactérias como Fibrobacter succinogenes sdo responséaveis pela
producdo de succinato, que posteriormente pode ser convertido em propionato por bactérias
como Selenomonas ruminantium (Ushida et al., 1985; Weimer, 1998). Esse processo de
conversdo do succinato em propionato envolve uma série de rea¢fes multienzimaticas que
utilizam a coenzima A (CoA), comecando com a ligacdo do succinato ao CoA, seguida pela
isomerizacdo para metilmalonil-CoA, converséo para proponil-CoA e, finalmente, a producéo
de propionato (Wirth et al., 2018). O propionato pode ser absorvido pelo epitélio ruminal e

transportado ao figado, onde é utilizado na sintese de glicose através da gliconeogénese.

5. CONCLUSAO

Os resultados reforcam a importancia da suplementacdo enzimatica na dieta dos
ruminantes, embora os resultados especificos aqui discutidos indiquem que as variacfes para
blend enzimatico ndo resultaram em alteragdes substanciais nos perfis metabolicos analisados,

tanto no plasma sanguineo quanto no liquido ruminal.
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Tabela 1 Degradabilidade in vitro da matéria seca do milho gréo quebrado e floculado, com
adicdo de blend enzimatico.

Enzima
Milho Sem Com Média
Floculado 89,68Aa 91,34Aa 90,52
Quebrado 52,66Bb 70,06Ab 61,36
Média 71,18 80,70 -

As médias seguidas por letras mailsculas na linha, diferem entre si pelo teste de F
As médias seguidas por letras minusculas na coluna, diferem entre si pelo teste de F

Tabela 2 Digestibilidade in vitro da matéria seca do milho gréo quebrado e floculado, com
adicdo de blend enzimatico.

Enzima
Milho Sem Com Média
Floculado 94,62 95,78 95,17a
Quebrado 90,35 91,83 91,10b
Média 92,52B 93,78A

As meédias seguidas por letras maiusculas na linha, diferem entre si pelo teste de F
As médias seguidas por letras minusculas na coluna, diferem entre si pelo teste de F

Tabela 3 Consumo e digestibilidade aparente de nutrientes de bovinos confinados com dietas
milho grdo inteiro recebendo com doses crescentes de Blend Enzimatico

Doses de enzima (g/dia) EPM P
0 2,5 5 7,5 10 ENZ L Q
Consumo (g/Kg)
CMS 82.540 102.632 118.000 113.850 90.380 18.622 0.4308 0.5802 0.0689
CMO 78.810 99.145 114.030 109.730 86.730 18.178 0.4144 0.5770 0.0640
CPB 10.130 10.152 11560 11.720 10.130 0.1483 0.7872 0.6961 0.3486
CFDN 29.456 36.089 41.389 40.083 32.008 0.6431 0.4550 0.5895 0.0761
Digestibilidade (g/Kg)
DMS 0.5740 0.8099 0.8340 0.8550 0.7380 0.06059 0.0002 0.0088 <.0001
DMO 0.5980 0.8296 0.8430 0.8660 0.7590 0.05560 <.0001 0.0060 <.0001
DPB 0.7850 0.8451 0.8600 0.8590 0.8070 0.03645 0.1008 0.4365 0.0087
DFDN 0.6269 0.8118 0.8665 0.8836 0.7841 0.05267 0.0009 0.0063 0.0004
Excrecéo (%)
RECMF % 630.340 420.260 585.440 499.760 584.720 46.547 0.6641 0.9729 0.4122

Doses enzimaticas fornecidas diariamente 0 =Tratamento controle dieta sem adicao de

enzima; 2,5 = dieta +2,5 gramas de enzima; 5,0 = dieta + 5,0 gramas de enzima: 7,5 = dieta

+7,5 gramas de enzima; 10 = dieta +10,0 gramas de enzima.
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Tabela 4 Pardmetros de fermentacdo ruminal em bovinos confinados com dietas milho gréo

inteiro recebendo com doses crescentes de Blend Enzimatico.

Doses de enzima (g/dia) EPM P
0 2,5 5 7,5 10 ENZ L Q

mg/dL
pH 6,43 6,32 6,56 6,4 6,28 0.0405 0.1995 0.4565 0.2139
NH3 29,24 27,09 29,52 30,88 29 12.405 0.7129 0.5763 0.9428

mmol/L
Acético 48.62 46.48 4455 50.73 4235 13.835 0.3483 0.3995 0.7049
Propibnico 41.48 36.26 37.32 27.38 41.01 25560 0.4057 0.5825 0.2101
Butirico 11.27  8.08 806 1071 7.09 0.6058 0.1163 0.1711 0.7151
Isobutirico  0.61 0.54 0.74 0.54 0.66 0.0304 0.1641 0.6227 0.8842
Valérico 1.60 1.08 2.11 1.46 2.08 0.1779 0.3033 0.2793 0.6882
isovalérico  2.27 1.36 2.40 2.42 2.01 0.1563 0.1634 0.6245 0.9843
C2/c3 1.43 1.56 1.55 2.24 123 0.1170 0.0662 0.7099 0.0980
total 105.87 93.83 9521 9326 9521 35.883 0.7903 0.3921 0.4149

Doses enzimaticas fornecidas diariamente 0 =Tratamento controle dieta sem adicdo de
enzima; 2,5 = dieta +2,5 gramas de enzima; 5,0 = dieta + 5,0 gramas de enzima: 7,5 = dieta

+7,5 gramas de enzima; 10 = dieta +10,0 gramas de enzima.

Tabela 5 Valores médios do balanco de nitrogénio em novilhos recebendo dietas a base de

milho grdo inteiro e niveis crescentes de blend enzimatico.

ltem Niveis de enzima g/dia EPM P
0 2,5 5 75 10,0 ENZ L Q
Consumo (g/dia)
N- 16212 162.30 18491  187.98 161.95 237.198 0.7794 0.6931 0.3458
consumido
Excrecéo (g/dia)
N-fezes 25.92 23.36 24.39 24,98 28.04 28.014 0.6832 0.4335 0.2245
N-urina 9.92 952 7.28 286 6.25 12.816 0.0024 0.0013 0.2667
Balanco (g/dia)
NEB 417 4.22 4.19 417 410 0.1226 0.9760 0.6340 0.6496
N-retido  140.42 140.21 168.78  180.29 147.09 241.453 0.5201 0.4051 0.2757
N- 14459 14443 17297  184.47 151.20 241.217 0.5204 0.4068 0.2746
absorvido

Doses enzimaticas fornecidas diariamente 0 =Tratamento controle dieta sem adigéo de
enzima; 2,5 = dieta +2,5 gramas de enzima; 5,0 = dieta + 5,0 gramas de enzima: 7,5 = dieta

+7,5 gramas de enzima; 10 = dieta +10,0 gramas de enzima.
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Tabela 6 Comportamento dos animais suplementados com dieta contendo milho em gréo e

adicao de doses crescentes de blend enzimatico (g/dia).

ltem Niveis de enzimas g/dia EPM
0 2,5 5 7,5 10 Valor de P

Minutos/dia Enz Linear Quad
Alimentando 236.65 171.91 133.95 154.05 200.93 145390 0.1810 0.3632 0.0241
Bebendo 35.72 2902 3125 4018 3348 31.887 0.8043 0.7585 0.7949
E;T)g”a”do 60279 5581 3795 4465 4911 54335 06011 0.3304 0.2984
?;gg(‘)a”do 1339 223 357 446 1116 25027 0.2936 0.8887 0.0365
ff)‘:;‘l“”a”do 7367 5804 3795 4912 6027 61.816 0.2940 0.3381 0.0649
Ocioempé 8037 10493 60.27 3125 84.83 204921 0.6066 0.5496 0.5648
Ocio deitado 1013.58 1076.09 1176.56 1165.40 1060.47 153.479 0.0352 0.1499 0.0066
Ociototal  1093.95 1181.02 1236.84 1196.65 114530 187.601 0.0807 0.2866 0.0097

Doses enzimaticas fornecidas diariamente 0 =Tratamento controle dieta sem adi¢do de
enzima; 2,5 = dieta +2,5 gramas de enzima; 5,0 = dieta + 5,0 gramas de enzima: 7,5 = dieta

+7,5 gramas de enzima; 10 = dieta +10,0 gramas de enzima

Tabela 7 Parametros Cinéticos de degradacdo in situ da matéria seca do grao de milho inteiro,

com adicdo de doses crescentes de blend enzimatico.

Niveis de Enzima

0 2,5 5 75 10
A (%) 7,62 7,65 8,75 9,65 8,9
B (%) 4,44 7,06 4,43 5,27 4,25
C 0,1986 0,05 0,0631 0,00162 0,0331
DE 2% 11,65 12,69 12,11 10,04 11,55
DE 5% 11,17 11,18 11,22 9,82 10,59
DE 8% 10,79 10,37 10,7 9,75 10,14
| (%) 87,94 85,29 86,82 85,08 86,85
TC (horas) 3,11 4,95 4,25 8,09 4,86

A= fracdo soluvel, B= Fracdo potencialmente degradavel, c=taxa de degradacéo da fracéo
“b”; DE = Degradabilidade efetiva, I= Indegradabilidade; Doses enzimaticas fornecidas
diariamente 0 =Tratamento controle dieta sem adicdo de enzima; 2,5 = dieta +2,5 gramas de
enzima; 5,0 = dieta + 5,0 gramas de enzima: 7,5 = dieta +7,5 gramas de enzima; 10 = dieta

+10,0 gramas de enzima.



Tabela 8 Parametros Cinéticos de degradacdo in situ da matéria seca do grdo de milho
quebrado, com adi¢do de doses crescentes de blend enzimatico.
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Niveis de Enzima

0 25 5 75 10

A (%) 8,03 11,25 9,86196 12,95 10,197
B (%) 29,9 32,17 44,3316 54,96 29,093
C 0,0941 0,0781 0,06273 0,0351 0,078
DE 2% 32,69 36,86 43,48 47,96 33,35
DE 5% 27,56 30,86 34,53 35,62 27,93
DE 8% 24,19 27,14 29,35 29,71 24,56
| (%) 62,07 56,58 45,80644 32,09 60,71
TC (horas) 5,76 6,02 6,56 7,36 5,92

A= fracdo soluvel, B= Fracdo potencialmente degradavel, c=taxa de degradacédo da fracéo
“b”; DE = Degradabilidade efetiva, I= Indegradabilidade; Doses enzimaticas fornecidas
diariamente 0 =Tratamento controle dieta sem adicéo de enzima; 2,5 = dieta +2,5 gramas de
enzima; 5,0 = dieta + 5,0 gramas de enzima: 7,5 = dieta +7,5 gramas de enzima; 10 = dieta
+10,0 gramas de enzima.

Tabela 9 Parametros Cinéticos de degradacao in situ da matéria seca, de pellets-proteico-
vitaminico-mineral, utilizados em dietas de milho grdo-inteiro, com adicédo de blend
enzimatico.

Niveis de Enzima

0 25 5 75 10
A (%) 19,94 24,17 21,22 25,36 15,59
B (%) 33,66 31,17 42,61 37,01 32,51
C 0,1276 0,0961 0,0611 0,0114 0,1592
DE 2% 49,04 49,97 53,32 38,8 44,47
DE 5% 44,12 44,67 44,65 32,23 40,33
DE 8% 40,63 41,18 39,67 29,98 37,23
| (%) 46,4 44,66 36,17 37,63 51,9
TC (horas) 5,58 5,78 6,55 8,09 5,32

A= fracdo soluvel, B= Fracdo potencialmente degradavel, c=taxa de degradacédo da fracéo
“b”; DE = Degradabilidade efetiva, I= Indegradabilidade; Doses enzimaticas fornecidas
diariamente 0 =Tratamento controle dieta sem adicéo de enzima; 2,5 = dieta +2,5 gramas de
enzima; 5,0 = dieta + 5,0 gramas de enzima: 7,5 = dieta +7,5 gramas de enzima; 10 = dieta
+10,0 gramas de enzima.
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Figura 1 Degradabilidade in vitro da matéria seca do Milho Floculado (MF), Milho Floculado
com Enzima (MFE), Milho Quebrado (MQ), Milho Quebrado com Enzima (MQE).
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Figura 2 Digestibilidade in vitro da matéria seca do Milho Floculado (MF), Milho Floculado
com Enzima (MFE), Milho Quebrado (MQ), Milho Quebrado com Enzima (MQE).
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Figura 3 Valores de pH do liquido ruminal de bovinos confinados com dietas milho gréo
inteiro recebendo com doses crescentes de Blend Enzimético em funcéo do tempo de colheita
do liquido.
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Figura 4 Concentracdes de aménia ruminal de ruminal de bovinos confinados com dietas
milho gréo inteiro recebendo com doses crescentes de Blend Enzimatico em funcao do tempo
de colheita.
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Figura 5 Degradabilidade potencial da MS do gréo de milho quebrado em bovinos
alimentados com niveis crescentes de blend enzimatico.
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Figura 6 Degradabilidade potencial da MS do gréo de milho inteiro em bovinos alimentados
com niveis crescentes de blend enzimatico.
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Figura 7 Degradabilidade potencial da MS de pellets-proteico-vitaminico-mineral, utilizados
em dietas de milho grdo-inteiro, com adicdo de niveis crescentes de blend enzimatico.
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Figura 8 g Principais componentes do metaboloma do plasma sanguineo de bovinos mesticos
confinados com dietas de milho inteiro com doses crescentes de blend enzimético, Doses
enzimaticas fornecidas diariamente Tratamento 1 controle dieta sem adi¢do de enzima; T2 =
dieta +2,5 gramas de enzima; T3 = dieta + 5,0 gramas de enzima: T4 = dieta +7,5 gramas de
enzima; T = dieta +10,0 gramas de enzima.
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Figura 9 . Vip score dos metabdlitos do plasma sanguineo de bovinos mesticos confinados
com dietas de milho inteiro com doses crescentes de blend enzimatico, T1 tratamento controle
e T3 tratamento com 5,0 gramas de blend enzimatico diario.
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Figura 10 Principais componentes do metaboloma do liquido ruminal de bovinos mesticos
confinados com dietas de milho inteiro com doses crescentes de blend enzimético, Doses
enzimaticas fornecidas diariamente Tratamento 1 controle dieta sem adicao de enzima; T2 =
dieta +2,5 gramas de enzima; T3 = dieta + 5,0 gramas de enzima: T4 = dieta +7,5 gramas de

enzima; T = dieta +10,0 gramas de enzima.



Hippurate
Betaine
Glucose
Methionine
Aspartate
Hypoxanthine
Acetate
Propionate
Acetoacetate
Succinate
Alanine
Glycerate
Choline
Methanol

Inosine

o
L
®
)
o
)
)
)
°
®
(2]
L
)
©
o
I T T T
1.2 1.4 1.6 1.8
VIP scores

>
[mm
[} ]
]}
[ |
mm
]|
=
@m0a
i}
] =]
| s}
@M
|
i
0|

High

Low

70

Figura 11 Vip score dos metabdlitos do liquido ruminal de bovinos mesti¢os confinados com
dietas de milho inteiro com doses crescentes de blend enzimético, T1 tratamento controle, T3
tratamento com 5,0 gramas de blend enzimatico diario. Metabdlitos principais (mudanca do

espectro quimico - ppm) selecionados pelo VIP scores.



