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Resumo

SAVELA, Magna Fabricia Brasil. Comportamento alimentar, perfil
metabdlico, produgado e composicao do leite de vacas suplementadas com
produto fibrolitico derivado da fermentagcao de fungos. 2021. 48f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés Graduagdo em Zootecnia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O uso de enzimas fibroliticas exégenas como suplementacédo na dieta de
ruminantes tem sido uma alternativa para melhorar a digestibilidade da fibra da
dieta e o aproveitamento de nutrientes pelos animais e consequentemente
melhorar seu desempenho produtivo. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
da suplementagao de um produto de fermentagao de fungos secos expressando
atividade enzimatica fibrolitica (MAXFIBER®, Provita Supplements, Pinneberg /
Alemanha), sobre a digestibilidade, comportamento alimentar, perfil metabdlico,
desempenho produtivo e qualidade do leite de vacas leiteiras entre 40 e 70 dias
em lactagado. Trinta e seis vacas multiparas da raga holandés, foram divididas
em dois grupos: grupo Controle (GC; n = 18) que recebia a dieta necessaria para
suprir suas necessidades segundo o NRC 2001, e grupo suplementado (GS; n =
18), que recebeu a mesma dieta do controle mais 10g/dia do produto com
atividade enzimatica fibrolitica sobre a dieta durante um periodo experimental de
23 dias. A producao de leite foi avaliada diariamente e amostras de leite e sangue
coletadas nos dias 0, 14, 19 e 23 do periodo experimental para avaliacdo da
composicdo e qualidade do leite, bem como avaliacdo dos metabdlitos
sanguineos (albumina, ureia, Proteinas totais (PPT) Bhidroxibutirato (BHBA),
acidos graxos nao esterificados (AGNE) e glicose). O consumo e o
comportamento alimentar foram avaliados diariamente por meio de cochos
automaticos (Intergado®). Vacas que receberam dieta suplementada com
enzimas apresentaram maior producao de leite (1kg/leite/vaca dia), menor CCS
no leite (p = 0,003), com 97.000 CCS/mL a menos no leite e menor (p = 0,01)
percentual de gordura no leite. Na avaliagdo do comportamento alimentar, o
tratamento nao teve efeito significativo sobre o consumo de MS e digestibilidade
da dieta, mas aumentou a frequéncia de acesso aos cochos e a frequéncia das
refeicdes. A suplementagao do produto com atividade enzimatica nao afetou as
concentragdes de albumina, ureia, PPT, AGNE e BHBA, mas tendeu (p = 0,09)
aumentar a glicose no sangue. A suplementacdo do produto da fermentagao
fungica com atividade enzimatica fibrolitica na dieta de vacas leiteiras multiparas
foi eficaz ao aumentar a producao de leite, apresentar beneficios a imunidade da
glandula mamaria reduzindo a CCS no leite, além de alterar o comportamento
alimentar, aumentando a frequéncia de consumo, sem alterar o perfil metabdlico
desses animais.

Palavras-chave: enzimas; fibra, nutricdo de precisao, metabolismo



Abstract

SAVELA, Magna Fabricia Brasil. Feeding behavior, metabolic profile, milk
production and composition of cows supplemented with fibrolytic product
derived from the fermentation of fungi. 2021. 48f. Dissertation (Master's) -
Postgraduate Program in Animal Science. Federal University of Pelotas, Pelotas.

The use of exogenous fibrolytic enzymes as supplementation in the diet of
ruminants has been alternative to improve the use of nutrients by animals and
consequently improve their productive performance. The aim of this study was to
evaluate the effect of supplementing a dried fungi fermentation product
expressing residual fibrolytic enzymatic activity (MAXFIBER®, Provita
Supplements, Pinneberg/Germany), on digestibility, feeding behavior, productive
performance and quality of milk and metabolic profile of high production dairy
cows. Thirty-six multiparous Holstein cows were divided into two groups: Control
group (GC; n = 18) that received a diet to meet their needs according to NRC
2001, and supplemented group (GS; n = 18), which received the same control
diet plus 10 g of the product with fibrolytic enzyme activity directly on the diet
during a 23-day experimental period. Milk production was evaluated daily and
milk and blood samples were collected on days 0, 14, 19 and 23 of the
experimental period to evaluate the composition and quality of milk and to
evaluate blood metabolites (albumin, urea, total proteins (PPT) Bhydroxybutyrate
(BHBA), non-esterified fatty acids (AGNE) and glucose) respectively.
Consumption and eating behavior were assessed daily using automatic troughs
(Intergado®). Cows that received a diet supplemented with enzymes showed
higher milk production, producing 1 kg more, less CCS in milk (p = 0.003), with
97,000 CCS / mL less in milk and less (p = 0,01) percentage of fat in milk. In the
assessment of eating behavior, the treatment had no significant effect on DM
consumption and diet digestibility, but increased the frequency of access to
troughs and the frequency of meals (p = 0.001). Supplementation with the product
with enzymatic activity did not affect the concentrations of albumin, urea, PPT,
AGNE and BHBA, but tended to increase blood glucose (p = 0.09).
Supplementation of the fungal fermentation product with fibrolytic enzyme activity
in the diet of multiparous dairy cows was effective in increasing milk production,
presenting benefits to the mammary gland immunity by reducing CCS in milk, in
addition to altering feeding behavior, increasing the frequency consumption,
without changing the metabolic profile of these animals.

Keywords: enzymes; fiber, precision nutrition, metabolism



Lista de Figuras

Figura 1: Efeito da suplementagcdo com 10g / vaca.dia de um produto de
fermentacao de fungos com atividade enzimatica fibrolitica sobre a produgéo de
leite das vacas do grupo suplementado (MAXFIBER®, Provita Supplements

GmbH, Pinneberg / Alemanha) e grupo controle. .............ccccuviiiiiiiiiiiiiiieeneeen, 30
Figura 2: Efeito da suplementagcdo com 10g / vaca.dia de um produto de
fermentacao de fungos com atividade enzimatica fibrolitica sobre a CCS no leite
de vaca do grupo suplementado (MAXFIBER®, Suplementos Provita, Pinneberg

/ Alemanha) € grupo CONIrOlE. ..........ooviiiiiiic e 31



Lista de Tabelas

Tabela 1: Ingrediente e composigédo quimica da TMR utilizado durante o periodo
experimental para vacas do grupo suplementado e controle. .........c..c............. 26
Tabela 2: Resultados da ingestdo de matéria seca e comportamento alimentar
no grupo suplementado com 10g / vaca / dia do produto da fermentagédo de
fungos em estado solido, com atividade enzimatica fibrolitica residual
(MAXFIBER®, Provita Supplements GmbH, Pinneberg / Alemanha) e vacas do
grupo controle sem suplementagao. ...........cooiviiiiiiiiiiii e 29
Tabela 3: Resultados dos parametros de produgdo e composicido do leite de
vacas leiteiras do grupo suplementado com 10g / vaca / dia de um produto de
fermentacao de fungo seco em estado sélido, com atividade enzimatica fibrolitica
residual (MAXFIBER®, Provita Supplements GmbH, Pinneberg / Alemanha) e
vacas do grupo controle sem suplementagao. ..........ccccceeeeeiiiiiieeiiiiiiiiin 29
Tabela 4: Resultados dos parametros sanguineos de vacas leiteiras do grupo
suplementado com 10g / vaca / dia do produto da fermentacdo de fungos em
estado solido, com atividade enzimatica fibrolitica residual (MAXFIBER®, Provita
Supplements GmbH, Pinneberg / Alemanha) e vacas do grupo controle sem

LS8 0] (=10 0= | €= L= o T 31



SUMARIO

1. INTRODUGAO GERAL ......ooueieeeeeee ettt 11
2. REVISAOBIBLIOGRAFICA .......ooooeoeeeee et e, 14
2.1 Parede celular vegetal e a fibra na alimentagao de ruminantes .......... 14
2.2 Enzimas fibroliticas exdgenas na alimentac&o de ruminantes ............ 15
2.3 Mecanismo de acéo as EFE e degradacgao da fibra ...............cevvvneee. 17
2.4 Formas de aplicagdo enzimatiCa ...........ceuvuuuuuiiiiiiieeee e 18
3. HIPOTESE E OBUETIVOS ..o, 21
3.1 HIPOIESE e —————— 21
3.2 ODbBJELIVO GEral ....cooiiiiiiiiiee e 21
3.3 Objetivo €SPECITICO .....ccoevieiecceece e 21
4. ARTIGO ...t e e e e e e e e e e 22
5. CONCLUSAO GERAL ......coiieeeeeee ettt 42

B. REFERENCIAS ......oooeeeeececeeee et 43



=

O 00 N o v b~ wWwN

W W W W N N N N N N N N NN P P R P P R p R Rp p
W N P O VW 00 N O 1 B W N P O O O N O L M W N L O

1. INTRODUGAO GERAL

Os ruminantes possuem um trato digestivo adaptado com capacidade de
aproveitar de forma eficiente carboidratos estruturais como fonte de energia
(REFAT et al., 2018). Essa capacidade em digerir tais nutrientes, foi adquirida ao
longo da evolugao e se deve principalmente ao desenvolvimento de estruturas
anatbmicas especializadas (pré-estdmagos) e a relagédo simbiotica da populagéo
microbiana diversificada presente no riumen. A populagéo microbiana é composta
por bactérias celuloliticas, protozoarios e fungos. Suas enzimas fermentam os
alimentos fibrosos, sintetizando nutrientes como proteinas, algumas vitaminas e
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), dentre eles principalmente o acético,
propiénico e o butirico os quais correspondem de 60 a
80% das necessidades energéticas dos ruminantes (CYSNEIROS et al., 2009;
ZILIO et al., 2019).

No entanto ainda que os microrganismos do rumen consigam digerir
componentes estruturais das fibras (celulose e hemicelulose) esse processo
raramente € completo atingindo apenas 70% em condigdes ruminais 6timas
(ARRIOLA et al., 2017). Isso devido a fatores relacionados a estrutura e
composi¢cado das forragens, bem como as interagdes fisico-quimicas entre a
matriz de hemicelulose e lignina, bem como os aspectos relacionados ao animal,
como a mastigacao, salivacao, temperatura e pH ruminal. Estes fatores podem
limitar a extens&o da digestéo da fibra no rumen diminuindo a disponibilidade de
energia, prejudicando o desempenho animal, com consequéncias no custo de
producao (ANTONIO et al., 2018). Beauchemin et al. (2003) reconheceram que
a colonizacao e penetracgao limitadas dos microrganismos celuloliticos e suas
enzimas na superficie exposta das particulas alimentares sao os principais
fatores que impedem a digestéao efetiva.

O uso de biotecnologias tem possibilitado avangos tecnoldgicos com
melhoras significativas da digestibilidade da parede celular utilizando enzimas
fibroliticas exogenas (EFE), como celulases e as xilanases. Estes aditivos
guando adicionados a dieta de ruminantes, melhoram a digestibilidade da fibra e
a taxa de degradacgado, através da potencializagdo da agdo das enzimas

produzidas pelos microrganismos do rumen. Como consequéncia, ha um
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aumento da disponibilidade de energia ao animal e inibicdo de fatores
antinutricionais (BEAUCHEMIN et al., 2003; GANDRA et al., 2017).

Pesquisas utilizando enzimas fibroliticas exégenas na dieta de ruminantes
vem sendo realizadas desde 1960 (BORROUGHS et al., 1960), e ja
demonstraram que a suplementagcdo em dietas de vacas leiteiras aumenta a
digestibilidade da matéria seca (MS) e da fibra em detergente neutro (FDN)
(BEAUCHEMIN et al., 1995; REFAT et al., 2018), bem como da produgao de leite
(ARRIOLA et al., 2017), palatabilidade da dieta em decorréncia da liberagdo de
agucares que ocorre na hidrélise das fibras, estimulando dessa forma o aumento
no consumo de MS (MEALE et al., 2014). Pesquisas desenvolvidas por Lewis et
al. (1995) trabalhando com vacas em lactagcdo consumindo forragem e
suplementacao enzimatica, demonstraram um aumento de 5 a 25% no consumo
de MS e na producéo de leite. Beauchemin et al. (1999) e Bassiouni et al., 2010
em um estudo com vacas em lactagao verificaram efeito da adicdo de enzima
fibrolitica sobre o tempo de retencado ruminal das particulas, sendo este menor
em comparacao ao tratamento controle.

Com relagao a produgao e composicao do leite Schingoethe et al. (1999)
demostrou aumento de 11% na producéo de leite e 20 e 13%, no teor de gordura
e proteina do leite respectivamente, com a adi¢cao de celulase e xilanase. No
entanto ARRIOLA et al. (2017) em uma meta-analise encontrou aumento da
producao, mas nenhuma diferenga na composicao do leite.

Considerando-se o comportamento alimentar de vacas leiteiras, outros
estudos demostraram alteracbes, com maior frequéncia de acesso aos
comedouros, bem como maior frequéncia de refeicdes em vacas suplementadas
com xilanase e celulase (HE et al. 2015; REFAT et al. 2018).

Outros estudos demonstram que a suplementagao com enzimas também
melhora o estado energético do animal, reduzindo o balango energético negativo
(BEN) por promover nutrientes rapidamente absorviveis, com isso ha diminuicéo
da concentragdo de betahidroxibutirato (BHBA) sérico devido a menor
mobilizagdo de gordura (DEAN et al., 2013). Isso porque as enzimas favorecem
a quebra do substrato liberando os produtos que serdo captados pelos
microrganismos mais rapidamente e dessa forma sintetizando AGCC,
promovendo energia e diminuindo o BEN (DEAN et al., 2013). Desta forma,
podendo aumentar os niveis de proteina e glicose sérica, demonstrando resposta
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positiva quanto ao uso de enzimas no estado nutricional do animal
(ELBODERNY et al., 2015).

No entanto, ainda ndao ha informacdes suficientes para garantir a
consisténcia e a magnitude destas respostas, uma vez que, ha variabilidade de
resultados encontrados na literatura em torno da aplicagdo de enzimas na dieta
para ruminantes, atividade enzimatica, tempo de suplementagao, tipo de dieta e
estagio de lactagao dos animais (SUJANI & SEREZINHE 2015). Assim, faz-se
necessario mais pesquisas a fim de se obter um produto final altamente
qualificado, que permita o uso em dietas para ruminantes e a comparagao entre
diferentes estudos.

Dessa forma, conduziu-se esse estudo, com objetivo de avaliar o efeito da
inclusdo de um produto da fermentacédo de fungos com atividade enzimatica
fibrolitica na dieta de vacas leiteiras sobre a digestibilidade, comportamento

alimentar, metabdlitos sanguineos, produgcédo e composic¢ao do leite.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Parede celular vegetal e a fibra na alimentagao de ruminantes

A parede celular vegetal € um termo histolégico utilizado para definir um
conjunto de compostos sendo esses, polissacarideos, proteinas e algumas
vitaminas, que juntos formam a estrutura da célula vegetal. A fibra € um termo
nutricional que indicam os componentes do alimento que possuem baixa
solubilidade em sistemas de solventes especificos (JUNG & ALLEN, 1995).

A fibra é a base da alimentagao dos ruminantes, pois desempenham papel
fundamental na producao, saude e bem-estar animal. Os diferentes tipos de fibra
constituem uma importante fonte de energia, estimula a mastigagao, salivagao,
ruminacado, motilidade ruminal, além de regular o consumo de alimento pelos
animais (SILVA et al. 2016).

A classificagao da parede celular se da de duas formas, a parede celular
primaria, mais externa da célula vegetal, responsavel pelo desenvolvimento e
crescimento das plantas, compostas de 80-90% por polissacarideos e 10-20%
de proteinas, sendo que dos polissacarideos destacam-se a celulose,
hemicelulose, pectina, acido fendlico interligados, sem deposi¢cdo de lignina
(VAN SOEST, 1994). Apos cessar seu crescimento a parede celular secundaria,
camada mais interna fundamental para o suporte mecanico, comeca a ser
depositada sobre a primaria, surgindo uma nova substancia a lignina (BRETT &
WALDRON, 1996). Segundo ALBERSHEIM et al. (1996) a parede celular
secundaria € composta por celulose, hemicelulose e lignina que comecga a se
depositar na célula com o inicio da formacao da parede secundaria.

As enzimas bacterianas comegam a colonizagédo e digestdo da parede
celular a partir da estrutura secundaria da fibra, onde ocorre a maior
concentragédo de lignina. Esta é menos digestivel para o animal, enquanto a
parede primaria colonizada posteriormente, possui maior concentracdo de
celulose e hemicelulose que sera melhor aproveitada pelo animal (ZILIO et al.,
2019).

A celulose € o componente organico mais abundante da natureza, quase

que exclusivamente na parede celular vegetal, € um homopolimero de glicose,
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ou seja, uma longa cadeia formada por moléculas de glicose unidas por liga¢des
glicosidicas B-1,4. Sua digestibilidade varia de totalmente indigestivel para
totalmente digestivel dependendo da amplitude da sua lignificagdo (VAN SUEST,
1994).

A hemicelulose € um heterossacarideo de baixo peso molecular que se
liga &s microfibrilas de celulose, especialmente em tecidos nao lignificados. E
formado por varios residuos de acgucares, Dxilose, D-manose, D-glicose,
Larabinose, D-galactose, L-ramnose. A Xilana, é a mais abundante das
hemiceluloses e encontra-se entre as moléculas de lignina e as fibras de celulose
(FILHO, 1994). A cadeia principal, pode ser linear ou ramificada e é formada de
residuos de xilopiranose que se unem por ligacdes do tipo p-1,4. A digestibilidade
da hemicelulose no rimen é semelhante a da celulose, uma vez que esta
diretamente ligada a quantidade de celulose presente na planta, no entanto, &
inversamente correlacionado com a amplitude de lignificacdo (VAN SUEST,
1994).

A lignina é um polimero ramificado formado por quatro alcoois (coniferil,
hidroxiconiferil, coumaryl e sinapil). Ela é depositada nas paredes celulares de
acordo com a maturidade da planta detendo alto peso molecular e rigidez, fator
esse limitante a digestibilidade, visto que o microbiota ruminal natural ndo é
capaz de degrada-la (TUNCER et al., 1999). A digestdo desses polissacarideos
da parede celular ocorre de forma em que haja um sinergismo entre as enzimas

celulases e xilanases (ZILIO et al. 2019).

2.2 Enzimas fibroliticas exdgenas na alimentagao de ruminantes

As enzimas sao proteinas globulares, de estrutura tridimensional, que
agem como catalisadores biolégicos, aumentando a velocidade das reagdes
quimicas no organismo, sem sofrerem alteracées durante o processo. S&o
altamente especificas para seus substratos e degradam todos os eventos
metabdlicos do organismo, causando hidrolise das ligagdes quimicas apods se
ligarem ao sitio ativo do substrato formando um complexo enzima-substrato que
sera convertido a enzima e produto (LEHNINGER, 2007).

15
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As enzimas sao essencias para 0s ruminantes, uma vez que esses
animais sao capazes de aproveitar com eficiéncia alimentos com alta quantidade
de fibra, devido aos microorganismos presentes no rumen, que realizam hidrolise
de alimentos complexos como a fibra em suas moléculas mais simples. Essas
moléculas como glicose, celobiose, xilose, resultardo em acidos graxos volateis
(AGV) que serao usados pelos microorganismos do rumen e pelo animal como
fonte de energia (KOZLOSKY, 2009).

As enzimas utilizadas como aditivos nutricionais s&o caracterizadas pelo extrato
enzimatico concentrado produzido por fermentagao fungica sendo as espécies
mais comuns (Aspergillus oryzae, Trichoderma reesei) ou fermentagao
bacteriana (Bacillus subtilis, Lactobacillus acidophilus, L. plantarum e
Streptococcus faecium, spp.) (QUEIROZ et al., 2004; PALOHEIMO et al., 2011).
Os fungos sao mais utilizados em fungao do seu rapido crescimento em meio de
cultivo, maior producéo de enzimas e de mais facil extragao e purificagao quando
comparadas as enzimas bacterianas (MEALE et al., 2014). A extragéo
enzimatica pode ser realizada através de fermentacdo em meio de cultivo em
estado sdlido (farelos, bagacos e palhas), mais adequado para o cultivo de
fungos que exigem menor teor de umidade, ou realizado através da fermentacao
submersa em estado liquido (melaco e caldos), mais comum em bactérias que
requerem alto teor de umidade (MEALE et al., 2014).

As enzimas fibroliticas exdgenas mais utilizadas na alimentagao de ruminantes
sao as celulases, que envolvem trés tipos de enzimas: as endo-f31,4-glucanases
ou endoglucanases, as exo-B-1,4-glucanase ou celobiohidrolases, ou apenas
exoglucanases e as -1,4-glucosidase que atuam de forma sinérgica na hidrélise
de celulose (ZHANG et al., 2007). As endoglucanases atuam nas regides de
menor organizagdo das microfibrilas da celulose formando celobiose, as
exoglucanases hidrolisam a cadeia de celulose a partir da extremidade nao
redutora produzindo celobiose; e as 3-glucosidades hidrolisam a celobiose e as
cadeias curtas de celoligossacarideos a partir de extremidades redutoras ou ndo
redutoras produzindo glicose (SILVA et al, 2016). As xilanases fazem a
degradacao da xilana componente estrutural da hemicelulose, e assim como as
celulases possuem um sistema enzimatico composto por endo-3-1,4-xilanases e
as [(-xilosidases que atuam de forma sinérgica para que ocorra a hidrolise

completa. As endo-B-1,4-xilanases realizam a hidrolise da cadeia principal da
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xilana, gerando oligossacarideos. As Bxilosidases hidrolisam
xilooligossacarideos pequenos e xilobiose, liberando xilose (VRIES & VISSER,
2001).

E importante ressaltar que os produtos enzimaticos fibroliticos, geralmente, sdo
combinagbes de atividades enzimaticas, ou seja, associagao de celulases e
xilanases (MCALLISTER et al. 2001). Sao produtos considerados seguros, uma
vez que, além de serem de origem natural, ndo s&o téxicos ou patogénicos, e

nao apresentam ac&o antibiotica (ARRIOLA et al. 2017).

2.3 Mecanismo de acao das enzimas fibroliticas exégenas e

degradacao da fibra

O uso de EFE como xilanases que catalisam a hidrélise de ligagcbes
1,4beta-D-xilosidicas em xilanos e as celulases que hidrolisam as ligagdes 3-1,4-
Dglicose em glicose, degradam a hemicelulose e a celulose das forragens,
respectivamente, proporcionando aumento da digestibilidade da fibra, melhor
utilizagao da mesma pelo animal (SUJANI & SERESINHE, 2015).

A hidrélise dos compostos que constituem a parede celular vegetal ocorre
quando as bactérias fibroliticas colonizam as particulas de alimento
recémingerido pelo animal, iniciando a degradacédo extracelular através da
sintese de enzimas que irdo hidrolisar celulose e hemicelulose até
monossacarideos, estes sdo capturados para dentro da célula bacteriana e sao
metabolizados intracelularmente através de rotas comuns (Glicdlise e Ciclo de
Krebs) originando os produtos essenciais para os ruminantes, os AGV
(propionato, acetato e butirato) (MEALE et al. 2014) .

No entanto, segundo BEAUCHEMIN & HOLTSHAUSEN (2011) o
mecanismo de ac¢ao das EFE adicionadas a dieta de ruminantes n&o é totalmente
conhecido. REFAT et al. (2018) demonstrou que a sua utilizagdo pode melhorar
a degradacao agindo diretamente na fibra, ou aumentar a digestao da MS e FDN
no rumen refletindo em aumento da producgéo de leite (ARRIOLA et al. 2017).
MARTINS et al. (2007) utilizando imagens de microscopia de varredura mostrou
aumento na colonizagdo da fibora com a adicdo das EFE melhorando a

colonizacao das particulas do alimento. Ja MORGAVI et al. (2000) sugere que
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as EFE potencializam a ag&do das enzimas enddégenas aumentando dessa forma
a hidrolise do fluido ruminal.

O aumento da atividade hidrolitica do fluido ruminal pelas EFE pode
ocorrer como sugere BEAUCHEMIN e RODE (1996) que observaram aumento
de 15% na atividade da celulase, e WALLACE (2001) que encontrou aumento de
5 % na atividade da xilanase. MORGOVI et al. (2000) observou melhora na
sinergia entre EFE e enzimas microbianas. No entanto, esses resultados
segundo SILVA et al. (2016) dependem da dose enzimatica adicionada e tempo
de suplementacgéo.

BEAUCHEMIN et al. (2003) sugere que assim que adicionada as EFE na
dieta, comega a acdo das enzimas sobre a fibra, degradando a FDN e FDA
resultando na diminuicdo do tempo despendido para colonizagdo e ataque
microbiano da fracdo degradavel da fibra alimentar. Dessa forma, além de
favorecer a utilizagdo de energia da dieta e a fermentagdo ruminal, as EFE
determinam maior disponibilidade de nutrientes (celobiose, glicose) uteis aos
microrganismos ruminais, resultando no crescimento da biomassa microbiana
ruminal total (BEAUCHEMIN et al. 2003). Isso, por sua vez, acelera o processo
de digestao, inclusive de componentes ndo-estruturais (como o amido, pectina,
agucares), e aumenta o nivel de proteina metabolizavel que é direcionado as
por¢des inferiores do trato digestivo (SUJANI & SEREZINHE, 2015).

2.4 Formas de aplicagao enzimatica

Existem algumas questbes relacionadas ao meétodo de aplicagao
adequado e dosagem ideal a ser especificada de maneira mais precisas
(ARRIOLA et al. 2017). No entanto, independente da forma, as EFE sao usadas
para melhorar a qualidade e a digestibilidade dos alimentos para ruminantes,
através da degradacgdo da fibra do alimento, seja por efeito associativo com
enzimas endogenas, ou por atuar indiretamente estimulando a colonizagao da
fibra por microrganismos ruminais (ANTONIO et al., 2018).

As formas de aplicagcdo das enzimas exdgenas sao bastante variaveis,
como demonstram os estudos com aplicacdo diretamente no alimento por um

periodo antes do fornecimento aos animais, como nas silagens (DEAN et al.,
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2013), aplicagdo no momento da alimentag&o, em ragdes totalmente misturadas
(TMR) (REFAT el al., 2018) ou sobre concentrado (DEAN et al., 2013).

Estudos relatam que a enzima fibrolitica aplicada na colheita de
forrageiras melhora o consumo de proteina bruta (PB), digestibilidade da PB, e
ingestao de matéria seca. Outros estudos relatam que a adigdo de enzimas antes
da alimentagdo melhora a digestao da fibra ruminal, alterando a estrutura da
alimentagao, tornando-a mais suscetivel a degradagéo pelos microrganismos,
melhorando a digestibilidade da dieta e aumentando a disponibilidade de
nutrientes a serem utilizados para sintese do leite (MORGAVI et al., 2000;
MEALE et al., 2014). As enzimas podem também ser aplicadas como aditivo em
racao para ruminantes no cocho, no intuito de aumentar a digestibilidade de
alimentos fibrosos e, consequentemente, o desempenho do animal. Quando
fornecidas dessa maneira, as enzimas fibroliticas formam ligagdes com os
substratos, que as protegem da degradacdo ruminal e podem aumentar a
digestibilidade da forragem (BEAUCHEMIN et al., 2003).

Estudos realizados por McAllister et al. (1999) sugerem que o
fornecimento da enzima diretamente no alimento seria mais eficaz do quando
administradas diretamente ao rumen, onde seria mais rapidamente eliminado
pelo fluido ruminal. Porém, observagdes de Morgavi et al. (2000) estudando o
efeito de enzima fibrolitica em um estudo in vitro com digesta ruminal de ovinos,
observou que o fator limitante na acdo da enzima sobre os alimentos nao foi a
estabilidade das enzimas no fluido ruminal. J& MEALE et al. (2014) relata que a
suplementagao com enzima fibrolitica diretamente no rimen aumenta a atividade
fibrolitica no liquido ruminal sem uma interacdo pré-alimentagcdo com enzima
alimentar.

Esses efeitos positivos com a suplementagdo ocorrem devido ao
aprimoramento da ligagdo da enzima ao substrato alimentar, que pode aumentar
a resisténcia das enzimas a protedlise e prolongar o tempo de permanéncia no
rimen para melhor agdo dos microrganismos responsaveis pela digestao
(BEAUCHEMIN et al., 2004).

Outro fator que também deve ser estudado € a dose enzimatica a ser
aplicado, ou seja, quantas unidades de atividade enzimatica devem ser
adicionadas por quilo de matéria seca a ser ingerida. Nsereko et al. (2002)
especularam que a aplicagado de um nivel moderado de enzimas na alimentagao
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de ruminantes causou uma ruptura benéfica da estrutura da superficie dos
alimentos, antes e ap6s a ingestao. Silva et al. (2016) demonstrou que a adi¢ao
de niveis elevados de enzimas podem ser menos eficazes do que niveis mais
baixos. Ja Beauchemin et al. (2003), sugere que o nivel 6timo pode depender
da dieta.

Um dos principais entraves para a realizagao de pesquisas nesta area € a
inconsisténcia de resultados, isso devido a variedade de produtos enzimaticos e

condigbes experimentais.
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3. HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipétese

A suplementagéo dietética com um produto da fermentagcdo de fungos
com atividade enzimatica fibrolitica melhora a digestibilidade dos nutrientes da
dieta, refletindo no comportamento alimentar, perfil metabdlico, aumento da

produgao e melhora na qualidade do leite.

3.2 Objetivo geral

Avaliar o efeito da inclusdo de um produto da fermentacdo de fungos em
estado solido na dieta de vacas leiteiras sobre a digestibilidade, comportamento
alimentar, metabdlitos sanguineos, bem como sobre a produ¢do e composi¢cao

do leite.

3.3 Objetivo especifico

v" Avaliar o efeito da suplementacdo com produto da fermentacao de fungos
em estado solido com atividade enzimatica fibrolitica, sobre o consumo de
matéria seca (MS) e o comportamento alimentar de vacas leiteiras da raga
holandés.

v" Avaliar o efeito da suplementagdo com produto da fermentagéo de fungos
em estado soélido com atividade enzimatica fibrolitica, sobre a
digestibilidade da dieta de vacas leiteiras da raga holandés.

v" Avaliar o efeito da suplementacdo com produto da fermentacao de fungos
em estado solido com atividade enzimatica fibrolitica, sobre a producéao e
composic¢ao do leite de vacas leiteiras da raca holandés.

v" Avaliar o efeito da suplementacdo com produto da fermentacao de fungos
em estado sélido com atividade enziméatica fibrolitica, sobre os metabolitos

do sangue de vacas leiteiras da raga holandés.
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4.1 Comportamento alimentar, perfil metabdlico, produg¢ao e composicao do
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RESUMO

A suplementacdo de enzimas fibroliticas exdgenas na dieta de ruminantes pode melhorar
o aproveitamento de nutrientes pelos animais e consequentemente melhorar seu
desempenho produtivo. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo de
um produto da fermentag¢do de fungos seco em estado solido com atividade enzimatica
fibrolitica residual (MAXFIBER®, Provita Supplements, Pinneberg/Alemanha), sobre a
digestibilidade, comportamento alimentar, desempenho produtivo, qualidade do leite e o
perfil metabolico de vacas leiteiras entre 40 e 70 dias em lactagdo. Trinta e seis vacas
holandesas multiparas foram divididas em dois grupos: um grupo suplementado com 10
g / vaca / dia de produto com atividade enzimatica fibrolitica (GS; n = 18), com inclusao
na ragdo total misturada (TMR), e um grupo controle (GC; n = 18) sem suplementagao.
Os resultados foram analisados em um desenho de blocos ao acaso ao longo de um
periodo experimental de 23 dias. A produgdo de leite foi avaliada diariamente e amostras
de leite e sangue foram coletadas nos dias 0, 14, 19 e 23 do periodo experimental para
avaliar a composi¢do e qualidade do leite e dos metabdlitos do sangue. O consumo € o
comportamento alimentar foram avaliados diariamente com o uso de cochos automaticos.
As vacas que receberam dieta suplementada com o produto enzimadtico apresentaram

maior producao de leite, menor contagem de células somaticas (CCS) no leite (p = 0,003)
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e menor percentual de gordura do leite (p = 0,01). Na avaliacdo do comportamento
alimentar, houve maior frequéncia de acesso aos comedouros e refei¢des didrias (p =
0,001) nos animais que receberam as enzimas na dieta. A glicemia tendeu a aumentar (p
=0,09) no grupo tratado. O tratamento ndo teve efeito significativo sobre o consumo de
MS e digestibilidade da dieta. A suplementa¢do com um produto oriundo da fermentacao
de fungos com atividade enzimatica fibrolitica aumentou a produgao de leite e reduziu a
CCS no leite, aumentou a frequéncia de acesso aos alimentadores e¢ a frequéncia de

consumo. No entanto, nao foi capaz de melhorar a digestibilidade da fibra da dieta.

Palavras-chave: celulose, fibra, nutrigao de precisao, fermentacdo em estado solido,

xilanase
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1. Introducao

Maximizar a producdao e aumentar a produtividade por vaca exige uma melhor
eficiéncia alimentar fazendo com que o manejo nutricional seja 0 processo mais oneroso
para o sistema (Peters et al. 2015). As forragens sdo a base da alimentag¢do dos ruminantes,
uma vez que esses animais podem utilizar os componentes da parede celular vegetal
(celulose, hemicelulose) como fonte de energia para o metabolismo e desempenho, bem
como para promover a atividade motora do rumen (Refat et al. 2018). Esse
aproveitamento s6 ¢ possivel devido a atividade microbiana do rumen (bactérias e
enzimas fibroliticas), que desempenha um papel fundamental no processo de fermentagao
para a digestdo do alimento ingerido (Sujani e Seresinhe 2015; Zilio et al. 2019).

Porém esse processo de degradagdo da fibra no sistema digestivo dos ruminantes nao
¢ completo, atingindo apenas 70% mesmo em condi¢des ideais de pH e temperatura
(Arriola et al., 2017). Essa limitagdo na digestdo da fibra indica que ha um limite na
secre¢dao endogena de enzimas fibroliticas ou dificuldade dessas em digerir totalmente a
fragdo fibrosa da dieta (Sujani e Seresinhe, 2015). Neste sentido, o uso de enzimas
fibroliticas exdgenas ¢ uma ferramenta importante para otimizar a digestibilidade ruminal
das fibras, complementando a atividade das enzimas endogenas, expondo sitios da parede
celular a aderéncia bacteriana que permitird uma digestdo mais eficiente, melhorando a
utilizagdo do alimento pelos ruminantes (Gandra et al., 2017).

Pesquisas demonstraram que a suplementacdo com enzimas fibroliticas aumenta
a digestibilidade da matéria seca (MS) e da fibra em detergente neutro (FDN) em vacas
leiteiras com reflexos positivos na producdo de leite (Arriola, et al., 2017). Além disso
estudos in vitro (Refat et al., 2018), in situ (Krueger et al., 2008; Antonio et al., 2018) e
in vivo (Salem et al., 2013; Lunagariya et al., 2019), demonstram melhora na degradacao
de fibras e aumento da sintese de proteina microbiana (El-Bordeny et al., 2015), com
efeitos diretos no aumento da taxa de passagem do alimento no ramen (Krueger et al.,
2008).

Diante deste contexto, hipotetizamos que a suplementagao dietética com enzimas
fibroliticas melhoraria a digestibilidade dos nutrientes da dieta, e o perfil metabdlico,
refletindo em aumento da produgdo e melhora na qualidade do leite. Este estudo teve
como objetivo avaliar o efeito da inclusdo de um produto da fermentagao de fungos em

estado solido na dieta de vacas leiteiras de alta producdo sobre a digestibilidade,
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comportamento alimentar, metabolitos sanguineos, bem como sobre a producdo e

composicao do leite.

2. Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Pelotas, registrado sob o Cédigo 46050-2019 sendo conduzido
em uma fazenda comercial localizada no municipio de Rio Grande, Rio Grande do Sul,

Brasil (32°16'S, 52 © 32' E), durante os meses de setembro a novembro de 2019.

2.1.  Animais e instalacoes

Foram utilizadas 36 vacas multiparas da raca holandé€s, entre 40 a 70 dias em
lactacdo (DEL), com peso médio de 700 + 20,5kg, distribuidas aleatoriamente em dois
grupos, sendo esses categorizados em: Grupo Controle (GC) e Grupo Suplementado (GS),
ambos com 18 animais, acompanhadas durante um periodo de 23 dias nos meses de
setembro e novembro de 2020.

Os animais foram mantidos em sistema intensivo de produ¢ao, alocados em galpao de
sistema compost barn, com cama de maravalha, durante 23 dias, sendo os grupos
manejados conjuntamente durante o periodo experimental, os quais receberam a mesma
dieta (Tabela 1), duas vezes ao dia, com agua ad libitum. Para o GS houve a inclusdo a
inclusdo de 10g/animal/dia de um produto da fermentagdo de fungos seco com atividade
enzimadtica fibrolitica, produzidas a partir das linhagens de Aspergillus niger,

Aspergillus tubingensis, Aspergillus orzyae, Aspergillus sojae e Neurospora intermedia
(MAXFIBER®, Provita Supplements, GmbH, Pinneberg/Germany), contendo atividades
de xilanase, endoglucanase e exoglucanase, adicionada a racdo total misturada (TMR)

diretamente no cocho 10 minutos antes da primeira oferta do dia.

25



496
497

498

499
500

501

502

503
504
505
506
507

Tabela 1: Ingrediente ¢ composicdo quimica da TMR utilizado durante o periodo

experimental para vacas do grupo suplementado e controle.

Item Montante
Ingrediente (TMR) Kg/animal/dia
Agua 8
Grao de milho moido fino 1
Farelo de soja 2,9
Casca de soja 2,6
Farelo de arroz 1,9
Milho grao imido 2
Silagem de Milho 27
Pré-secado azevém 2
Residuo de arroz 1
Composicio quimica (TMR) (%)
DM 91.74
MM 9,37
PB 12,71
EE 5,54
FDN 35,04
FDA 18,89
LIG 1,59

TMR: racdo total misturada ; DM: matéria seca, MM: matéria mineral, PB: proteina bruta,
EE: extrato de éter; FDN: Fibra de detergente neutro, FDA: Fibra de detergente acido,

LIG: Lignina

2.2. Coletas e analises

As amostras de sangue foram coletadas nos dias 0, 14, 19 e 23 do periodo

experimental apds a primeira ordenha do dia, essas foram realizadas através de puncao do

complexo arteriovenoso da coccigea, em tubos sem anticoagulante para avaliacdo dos

niveis circulantes de acidos graxos nao esterificados (NEFA), beta hidroxibutirato (BHB),

ureia, albumina e proteinas totais, € em um tubo contendo fluoreto de sddio para avaliagao
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circulante de glicose. Imediatamente apds a coleta, as amostras de sangue foram
centrifugadas a 3500 rpm durante 15 minutos para obtenc¢ao do soro e acondicionados em
microtubos de 1,5mL do tipo eppendorff e congeladas para posterior analises.

As andlises do perfil proteico (ureia, albumina e proteinas totais) e glicose foram
realizadas através de analise colorimétrica por kit comercial (Labtest, Belo Horizonte,
Brasil) e as andlises de acidos graxos ndo esterificados (AGNE) e B-hidroxibutirato
(BHBA) através de kits comerciais (Wako NEFA-HR, Wako Chemicals USA®,
Richmond, EUA, e BHBA, Ranbut, Randox® Laboratories Ltd, Reino Unido) de acordo
com o método descrito por Ballou et al. (2009). As leituras das amostras do perfil proteico
e energético foi realizado através do analisador bioquimico automatico (Labmax Pleno®,
Labtest - Centerlab, Sao Paulo, Brasil).

Assim como as coletas de sangue, as coletas de leite também foram realizadas nos
dias (0, 14, 19 e 23) do experimento, colhidas nas duas ordenhas do dia (manha e noite)
em frascos contendo conservante bronopol, mantidas refrigeradas e enviados para o
laboratorio Lableite da EMBRAPA Clima Temperado, de Pelotas, Rio Grande do Sul,
Brasil, para analises de composi¢do (gordura, proteina, lactose e solidos totais) e
qualidade do leite (contagem de células somaticas (CCS)).

A avaliacao do consumo e comportamento alimentar dos animais foram obtidos
diariamente durante 23 dias por um periodo de 24hs por dia, através de .alimentadores
inteligentes (Intergado®), de forma automadtica e individualizada. Foi mensurado o
consumo dos animais, tempo de consumo (min/dia), frequéncia de consumo (nimero de
visitas aos cochos com consumo), frequéncia de acesso aos cochos e duragao das refeicdes
(min/refeicdo), sendo esta Glltima, calculada através do tempo de consumo divididos pela
frequéncia de consumo dos animais.

Diariamente foram coletadas amostras de dieta para analise do teor de matéria
seca, realizado no laboratério de Nutricdo animal do Nucleo de Pesquisa, Ensino e
Extensdo em Pecuaria da Universidade Federal de Pelotas. Semanalmente foram colhidas
amostras para andlise da digestibilidade da matéria seca, realizada in vitro com e sem
adicdo do produto da fermentagdo de fungos com atividade enzimatica fibrolitica
(MAXFIBER®, Provita Supplements, Pinneberg/Germany) através do método descrito
por Tilley e Terry (1963) pelo Laboratorio de Bromatologia e Nutricdo de Ruminantes,

na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.
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2.3.  Analise Estatistica

Todos os dados estatisticos foram analisados por meio do programa estatistico
SAS® (Statistical Analysis System) por meio de analise de varidncia (Mixed Model) para
avaliar o efeito do tratamento, dia e suas interacdes € as comparagdes das médias dos
grupos quando significativa, foram realizadas por meio do teste Tukey HSD,
considerando P < 0,05 como significativo e P < 0,10 como tendéncia. As variaveis que
ndo apresentaram distribui¢do normal (CCS e consumo de MS) foram transformadas em
base logaritmica e as variaveis (gordura, solidos totais e CCS) foram analisadas por meio
de uma analise de covariancia com um modelo incluindo o efeito continuo da covariavel
(uma medida da mesma variavel antes do inicio do tratamento), e a melhor estrutura de
covariancia foi definida pelo critério de informagao de Akaike (AIC).
As anélises envolvendo medidas repetidas ao longo do tempo foram feitas usando o

procedimento PROC MIXED do SAS 9.4, e o seguinte modelo estatistico foi considerado:

Yijk =p +Ti+ Pj+ Ak+ e(a)ijk+ Fm+ TPim+ e(b)ijkm, (Equagao 1)

onde: yijk representa a observacao para o animal k em um dado tratamento i em
um periodo j; 1 representa o efeito fixo do tratamento (i = 1-4); j representa o efeito fixo
do periodo (j = 1-4); Akl ¢ o efeito aleatdrio do animal dentro do bloco (k = 1-36); Fm
representa o efeito fixo do tempo (m =0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16); TPim ¢ o efeito fixo
de interagdo entre o tratamento e o tempo m; e e(b) ijkm representa o erro aleatorio
associado a cada observacao.

A matriz de covariancia foi estimada usando o menor valor encontrado pelo
critério de Akaike. Além disso, contrastes lineares e quadraticos foram obtidos para

avaliar o efeito dose-resposta da adi¢do de enzimas fibroliticas ex6genas EFE.

3. Resultados

O consumo de ra¢do e o comportamento alimentar das vacas leiteiras durante o

periodo experimental sdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados da ingestdo de matéria seca e comportamento alimentar no grupo

suplementado com 10g / vaca / dia de um produto da fermentacdo de fungos em estado
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solido, com atividade enzimatica fibrolitica (MAXFIBER®, Provita Supplements GmbH,

Pinneberg / Alemanha) e vacas do grupo controle sem suplementagao.

MédiatSE ~ Média+SE Valor P

Parametro GS

GC Grupo Dia G*P
Consumo, (kg / dia) 20.67 £0.31 20.25+0.31 0.326 0.001  0.156
Tempo consumo (min/dia) 122.18+2.41 118.59+2.23  0.326 0.001  0.176
Freq. de acesso cochos/dia 67.52+140 60.71+1.12 0.001 0.618 0.487
Freq. consumo (N ° dia) 26.45+0.53 23.66+046 0.001 0.001  0.801
Taxa de consumo (kg / min) 0.194+0,005 0.196+£0.005  0.663 0.001  0.006
Duracgao da refei¢ao (min / ref) 5.839+015  5.924+0.18 0.051 0.001  0.162

GC: grupo controle; GS: grupo suplementado; G * P: interagdo de grupo e periodo

Nao houve diferenca no consumo de MS entre o grupo suplementado e grupo
controle (P=0.32), bem como na taxa de consumo (P= 0.66), indicando que a
suplementagdo enzimatica ndo alterou a ingestdo de MS. Assim como no consumo, a
suplementagdo enzimatica ndo melhorou a digestibilidade da dieta, sendo que as médias
para as dietas dos grupos suplementado e controle foram 62.014+4.54 e 60.270+4.99,
respectivamente, ndo apresentando diferencgas significativas (P=0.50). Mas proporcionou
um aumento na frequéncia de acesso aos cochos (P = 0,001) pelos animais, bem como
uma maior frequéncia de refei¢des diarias (P = 0,001) no grupo suplementado.

A Tabela 3 mostra que a aplicacdo de enzimas aumentou a produgao de leite (P =
0,05) em relagdo ao grupo controle (Figura 1), e reduziu o teor de gordura do leite (P =
0,011) e CCS (P = 0,003) no grupo suplementado (Figura 2). Os demais pardmetros
avaliados (solidos totais, lactose e proteina) ndo diferiram significativamente entre os

grupos.

Tabela 3: Resultados dos parametros de producdo e composicao do leite de vacas
leiteiras do grupo suplementado com 10g / vaca / dia de um produto de fermentagao de
fungo em estado sdlido, com atividade enzimatica fibrolitica residual (MAXFIBER®,
Provita Supplements GmbH, Pinneberg / Alemanha) e vacas do grupo controle sem

suplementagao.
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Média + SE Média + SE Valor P
Parametro GS GC Grupo Coleta  G*P
Produgdo Leite (kg/dia) ~ 41.59+0.44  40.58+0.42 0.052 0.001  0.943
Lactose (%) 438+0.02  437+0.04 0.661 0316  0.493
Gordura (%) 434+0.11 477+0.11  0.011 0.001  0.047
Proteina (%) 293+0.02  296+0.03 0471 0.009 0.546
Sélidos totais (%) 12.65+0.15 12.93+0.15 0200 0.001  0.435
CCS (cel/mL) 540.08+115.4 637.57+102.3 0.003  0.865  0.692

GC: grupo Controle; GS: grupo suplementado; G * P: interagdo de grupo e periodo; CCS:
contagem de células somaticas

551
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Yield Milk (kg/day)
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Group: 0.05
Day: <0.001
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Figura 1: Efeito da suplementacdo com 10g / vaca.dia de um produto de fermentacao

de fungos com atividade enzimatica fibrolitica residual sobre a produc¢ao de leite das

vacas do grupo suplementado (MAXFIBER®, Provita Supplements GmbH, Pinneberg /

Alemanha) e grupo controle.
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Figura 2: Efeito da suplementacdo com 10g / vaca.dia de um produto de fermentacao
de fungos com atividade enzimatica fibrolitica residual sobre a CCS no leite de vacas do
grupo suplementado (MAXFIBER®, Suplementos Provita, Pinneberg / Alemanha) e

grupo controle.

A Tabela 4 mostra os resultados dos parametros metabdlicos do sangue, A
suplementagao de EFE neste estudo nao teve efeito no NEFA sérico (P =0,21) e BHB (P
= 0,70). Houve tendéncia no aumento da glicemia (P = 0,09) no grupo suplementado e

nao houve diferenga nos niveis de proteina entre os grupos.

Tabela 4: Resultados dos pardmetros sanguineos de vacas leiteiras do grupo
suplementado com 10g / vaca / dia de um produto da fermentacdo de fungos em estado
solido, com atividade enzimatica fibrolitica residual (MAXFIBER®, Provita

Supplements GmbH, Pinneberg / Alemanha) e vacas do grupo controle sem

suplementagao.
Média+SE Média+SE Valor P

Parametro GS GC Grupo  Coleta G*C
Proteina Total (g/dL) 6.68 £0.15 7.00£0.12 0.100 <.0001 0.145
Albumina (g/dL) 2.79+0.13 293+£0.10 0.402 0.095 0.952
Ureia (mg/dL) 41.27+3.34 36.59+0.79 0.177 0.296 0.354
Glicose (mg/dL) 50.59+1.20 4980+ 1.32 0.094 0.659 0.958
NEFA (mmol,dL) 0.39+0.03 0.48+0.06 0.216 0.007 0.709
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BHBA (mg/dL) 0.91 +£0.07 0.95+0.07 0.705 <.0001 0.121

GC: grupo controle; GS: grupo suplementado; G * P: interagdo grupo coleta

4. Discussao

Os resultados de consumo e digestibilidade do presente estudo, sdo semelhantes
aos encontrados por Elwakeel et al. (2007) e Mohamed et al. (2013) que constataram que
a suplementagdo da dieta de vacas leiteiras com enzimas fibroliticas adicionadas 8 TMR
no momento da alimenta¢do ndo causaram alteragdes significativas na ingestdo de MS.
Arriola et al. (2011), Dean et al. (2013) e Tirado-Gonzalez et al. (2017) também nao
observaram efeitos da adicdo de enzimas na ingestdo de MS. Esse resultado pode ser
esperado, em partes, pelo fato de que o consumo de MS em dietas suplementadas com
enzimas exdgenas pode resultar em aumento no uso dos nutrientes através da degradagao
da fibra da dieta, ocasionando um maior aproveitamento desses nutrientes pelos animais,
levando a uma maior saciedade e uma melhor conversao alimentar (Holstshausen et al.
2011; Lunagariya et al. 2019). Outra alternativa seria que a suplementacdo enzimatica ndo
influenciou a palatabilidade da dieta com a liberagao de agucares através da hidrolise das
fibras, e portanto, ndo estimulou o aumento no consumo (Gado et al. 2009).

Cantet et al. (2015) ndo observaram beneficios da adicdo de celulase na digestibilidade
in vitro de forragens de baixa qualidade, e Silva et al. (2016) ndo encontrou nenhum efeito
na digestibilidade da dieta de vacas leiteiras suplementadas com EFE. No entanto, eles
observaram um aumento na producao de 4cidos graxos voléteis (AGV) sugerindo maior
aproveitamento do substrato pelos microrganismos ruminais. Outros estudos mostraram
que a suplementacdo de TMRs de vacas leiteiras com enzimas exdgenas aumenta a
digestibilidade da matéria seca (MS), matéria organica (MO) e fibra em detergente neutro
(FDN) da dieta (Gado et al. 2009; Arriola et al. 2011; Salem et al. 2013; Arriola et al.
2017). Isto corrobora com a nossa hipotese de que dietas suplementadas com enzimas
fibroliticas tivessem melhora da digestibilidade, devido a complementacdo da atividade
enzimatica enddgena expondo sitios da parede celular a aderéncia bacteriana, o que
permitiria uma digestdo mais completa da dieta (Gandra et al., 2017) aumentando a
degradacao da fibra, estimulando uma mais rapida taxa de passagem do alimento pelo

ramen (Krueger et al., 2008), podendo resultar em aumento no consumo de MS.

32



658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690

O aumento do consumo também poderia ser esperado neste estudo, visto que houve um
aumento na frequéncia de acesso aos cochos pelos animais, bem como uma frequéncia
maior de refeigdes diarias no grupo suplementado. Portanto, demonstrar que esses
animais apresentaram maior atividade de cocho, sugere aumento da atividade enzimatica
no ramen e melhora na taxa de passagem, o que resultaria em aumento do consumo, visto
que o consumo de ragdo compreende ndo s6 a quantidade de ragdo ingerida, mas também
o numero de refei¢cdes diarias, frequéncia e duragdo (Refat et al. 2018). No entanto, no
presente estudo nao houve efeito do tratamento sobre o consumo de alimento. Esses
resultados demonstram que, independentemente do consumo, os animais do grupo
suplementado tornaram-se mais ativos. Isso esta de acordo com estudos anteriores, onde
houve aumento do acesso ao comedouro em animais suplementados com enzimas
fibroliticas (He et al. 2015). O monitoramento do comportamento alimentar ¢ importante
no sistema de produgdo, pois ndo s6 fornece a quantidade de alimento consumida pelo
animal em 24 horas, mas também fornece informagdes importantes sobre o bem-estar e
as possiveis alteragdes de saude enfrentadas por eles, sendo uma importante ferramenta
no diagnostico e previsdo de doencas (Steensels et al. 2017; Refat et al. 2018).

A aplicagdo de enzimas aumentou a produgdo de leite e reduziu o teor de gordura
do leite ¢ CCS no grupo suplementado. Os demais parametros avaliados (sélidos totais,
lactose e proteina) ndo foram significativamente diferentes entre os grupos. Esses
resultados estdo de acordo com Lewis et al. (1999), Yang et al. (2000), Gado et al. (2009),
and Arriola et al. (2017), que encontraram um aumento na produc¢do de leite, explicado
pelo aumento do consumo e digestibilidade da dieta. Este ndo foi o caso do presente
estudo, portanto, o aumento na produgdo de leite pode ter sido devido ao melhor
aproveitamento dos nutrientes no trato digestivo e no rumen, refletindo em aumento na
energia liquida ganha para a producao de leite (Mohamed et al. 2013).

A composi¢do do leite (exceto gordura) foi semelhante nos dois grupos, tal fato
pode ser devido, a digestibilidade da dieta ndo foi alterada e também ndo afetou a
densidade energética dos componentes do leite. O baixo percentual de gordura encontrado
no grupo suplementado com o produto oriundo da fermentacao de fungos com atividade
enzimatica fibrolitica, estd de acordo com outros estudos que apresentaram uma reducao
deste solido ao aplicar altas dosagens de enzimas ricas em xilanase e celulase nas dietas
para vacas leiteiras. Neste caso a reducdo de gordura no leite se deu devido ao aumento

da taxa de passagem da fibra pelo rimen, diminuindo a proporg¢ao de acetato ruminal, que
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¢ o principal &cido graxo precursor lipogénico na glandula mamaria (Smith, 1983; Refat
et al. 2018).

Além disso, Dean et al. (2013) relataram redugdo na propor¢ao de acetato em
relacdo ao propionato devido a aplicacdo de um produto enzimdtico fibrolitico
diretamente no TMR, indicando que a adi¢do da enzima tornou a fermentacdo mais
gluconeogénica e, portanto, melhorou a eficiéncia energética da fermentacdo. Essa
alteragdo na proporcao dos acidos pode melhorar a utilizagao dos nutrientes pelos animais,
principalmente para vacas leiteiras no inicio da lactacdo, quando a demanda por nutrientes
¢ maior do que a ingestao (Gado et al. 2009). Sendo assim, especula-se que essa diferenca
na propor¢do dos acidos graxos volateis no presente estudo e o aumento da taxa de
passagem do alimento pelo rumen explicaria 0 menor teor de gordura no leite e uma
tendéncia no aumento de glicose no grupo suplementado.

A diminui¢do da CCS no leite no grupo suplementado com o produto enzimatico,
esta de acordo com Tewoldebrhan et al. (2017) que observou redugao nos niveis de CCS
no leite para o grupo suplementado com enzima -mananase em comparacdo ao grupo
controle e Sederevicius (2006) que também encontrou diminui¢ao dos niveis de CCS no
leite de vacas suplementadas com lisozima. Esses resultados podem ser explicados pelo
efeito da capacidade estimulante do sistema auto litico microbiano causado pelas enzimas
e pela melhora do estado energético do animal favorecendo o sistema imune e a atividade
fagocitaria de forma sistémica (Cross, 2002). Dessa forma, compreendendo que as células
somaticas sdo as células do sistema imunoldgico e fazem parte do mecanismo de defesa
natural do organismo do animal, os seus niveis no leite podem ser um indicador eficaz da
satide do ubere (Kasikei et al., 2012), mesmo ndo sendo tdo sensivel quanto a cultura
bacteriana, uma CCS decrescente em vacas do grupo suplementado pode ser um
indicativo de que a suplementagdo com enzimas fibroliticas proporcionou uma melhor
condicao de satde a esses animais.

A suplementacdo de EFE neste estudo ndo teve efeito sobre os niveis séricos de
NEFA e BHB, que sdo indicadores de aumento da mobilizagdo de gordura ou aumento
do balango energético devido a melhor oxidagcdo dos corpos cetonicos. No entanto, as
vacas neste estudo apresentaram balangos energético positivo que ndo foram afetados pelo
tratamento. Houve tendéncia de aumento da glicemia no grupo suplementado e ndo houve
diferenca nos niveis de proteina entre os grupos. Portanto, a suplementacdo com
EFE nao melhorou os processos metabolicos para aumentar a digestibilidade aparente de

nutrientes, especialmente proteinas. Esses resultados estdo de acordo com Peters et al.
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2015, que nao encontrou nenhum efeito significativo do tratamento com EFE no BHB,
proteina total e enzimas hepaticas em vacas leiteiras, e com El-Bordeny et al. 2015, que
nao encontrou nenhum efeito significativo sobre os pardmetros bioquimicos no sangue de
bufalos leiteiros suplementados com enzimas fibroliticas. Holtshausen et al. (2011) e
Dean et al. (2013) observaram que o tratamento com EFE reduziu significativamente a
concentracdo plasmatica de BHB, indicando um efeito positivo na redugdo da
mobilizagdo de gordura. El-Bordeny et al. (2015) encontraram um aumento significativo
nos niveis de proteina e glicose sérica, mostrando uma resposta positiva ao uso de enzimas
exogenas no estado nutricional do animal, com aumento no nivel de proteina e melhora
na disponibilidade de energia. Por outro lado, Holtshausen et al. (2011) observaram que
o tratamento com EFE reduziu significativamente a concentragcdo plasmatica de BHB,
indicando um efeito positivo na redu¢do da mobiliza¢do de gordura.

A tendéncia para maiores concentracdes de glicose no grupo suplementado, pode
ser devido a melhoria da utilizacdo de energia e carboidrato solivel no rimen, absorvido
pela parede ruminal, passando pra circulacdo sanguinea, resultando em maior glicose
disponivel, bem como, devido a maior propor¢do de propionato no ramen, que ¢ um
precursor glicogénico de oxaloacetato resultando em aumento da concentragdo de glicose
no sangue (Dean et al. 2013).

O processo de fermentagdo enzimatica em estado sélido (SSF) tem sido usado ha
milhares de anos na nutricdo humana, para tornar os alimentos mais estaveis nas
prateleiras e aumentar seu valor nutricional. De acordo com os resultados gerais
encontrados neste experimento utilizando MAXFIBER® na alimentacdo animal, sugerese
que h4 uma provavel altera¢do na fermentagdo bacteriana ruminal, com aumento dos
carboidratos fermentaveis, resultando em aumento da producdo de leite e aumento da
eficiéncia nos animais. No entanto, essas afirmacdes ndo sdo confirmadas, porque as
analises do ambiente ruminal ndo foram realizadas neste estudo, mas as melhorias na
fermentacdo ruminal podem refletir esses achados.

Essa inconsisténcia observada entre os estudos pode ser atribuida a diferengas na
atividade enzimatica, nivel de aplicacdo, estdgio de lacta¢do das vacas, modo e tempo de
aplicagdo da enzima (Beauchemin et al. 2004), sugerindo que mais estudos sao

necessarios para elucidar a acdo de produtos enzimaticos exdgenos.
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5. Conclusao

A suplementacdo com um produto da fermentacdo de fungos em estado solido
com atividade enzimatica fibrolitica residual na TMR de vacas leiteiras, melhorou o
desempenho alimentar das vacas, aumentando a frequéncia de acesso aos alimentadores

e frequéncia de refei¢des por dia, aumentou producao de leite € diminuiu a CCS no leite.
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5. CONCLUSAO GERAL

A suplementagdo com um produto oriundo da fermentagao de fungos com
atividade enzimatica fibrolitica aumentou a producgao de leite e reduziu a CCS no
leite, aumentou a frequéncia de acesso aos alimentadores e a frequéncia de
consumo. No entanto, nao foi capaz de melhorar a digestibilidade da fibra da
dieta.

De maneira geral a aplicagdo das enzimas na dieta de vacas leiteiras no
momento do fornecimento aos animais no presente estudo apresentou
resultados promissores. No entanto, o volume de estudos no Brasil sobre o efeito
de enzimas exdgenas sobre o desempenho animal ainda € incipiente. Assim,
novas pesquisas que contribuam para o entendimento de mecanismos de agao
das enzimas utilizadas na nutricdo de ruminantes visando maximizar o
desempenho animal devem ser estimuladas afim de avaliar criteriosamente a
acao dessas enzimas e estreitar a variacdo existente entre resultados de

diferentes pesquisas.
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