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RESUMO GERAL

Utilizacao de enzimas exdgenas na nutricao de ovinos

O presente trabalho foi dividido em quatro experimentos objetivando avaliar diferentes
tipos de enzimas exdgenas em niveis crescentes de inclusdo na dieta de ovinos e
avaliar seus efeitos sobre o consumo, a digestibilidade, o balan¢o de nitrogénio e
energia, o comportamento ingestivo e os metabdlitos sanguineos. Os experimentos
foram conduzidos na Universidade Federal de Uberlandia no setor de ovinos e
caprinos da fazenda Capim Branco de fevereiro a maio de 2017. Os tratamentos
consistiram em dieta controle e quatro niveis de inclusdo de enzimas 0,5; 1,0; 1,5 e
2,0%. Os produtos comerciais avaliados foram AMAIZE™ (enzima amilolitica),
FIBROZYME® (enzima fibrolitica), (ALLZYME® SSF) (complexo enzimatico), e um MIX
desses trés produtos em proporgdes iguais. Para condugao dos experimentos todos
os animais utilizados foram alojados em gaiolas metabdlicas individuais, durante
sessenta dias. Todos os ensaios foram conduzidos em delineamento em quadrado
latino (5x5), com cinco tratamentos e cinco repeticbes. No experimento | avaliou-se
a inclusdo da enzima amilolitica (AMAIZE™) na dieta. Foram utilizadas cinco
borregas, com peso vivo inicial médio de 54,04 + 4,5 kg e aproximadamente oito
meses de idade. Houve diferenga significativa para o coeficiente de digestibilidade
aparente da matéria seca, matéria orgénica, carboidratos totais, carboidratos nao
fibrosos, nutrientes digestiveis totais e digestibilidade da energia bruta. A
digestibilidade de energia bruta apresentou efeito quadratico com ponto de maxima
em 0,82% de inclusdo da enzima, mesmo comportamento observado para a
digestibilidade da matéria seca. Os demais parametros avaliados nao foram
influenciados pelo acréscimo de enzima amilolitica na dieta. No experimento I
avaliou-se a inclusdo da enzima fibrolitica (FIBROZYME®) na dieta. Foram utilizadas
cinco borregas, com peso inicial médio de 46,48 + 5,60 kg e aproximadamente sete
meses de idade. As concentragdes de creatinina apresentaram comportamento linear
decrescente de 0,22 mg/dL para cada 0,5% de inclusdo da enzima, os outros
parametros avaliados nio sofreram alteracdes com a inclusdo da enzima fibrolitica na
dieta. No experimento lll avaliou-se a adigdo de um complexo enzimatico composto
por pectinase, protease, fitase, betaglucanase, xilanase, celulase e amilase
(ALLZYME® SSF) na dieta. Foram utilizadas cinco borregas, com peso inicial médio
de 61,16 + 5,80 kg e aproximadamente oito meses de idade. Houve diferenca
significativa para os metabdlitos sanguineos albumina e aspartatoaminotransferase
(AST) apresentando comportamento linear decrescente, com reducao de 0,085 mg/dL
e 8,9 UI/L para cada 0,5% de inclusdo do complexo enzimatico, para albumina e AST,
respectivamente, o complexo enzimatico nao foi efetivo em alterar o consumo e a
digestibilidade dos nutrientes. No experimento IV avaliou-se a adigcdo do MIX de
enzimas que era composto por trés produtos comerciais nas seguintes proporgdes /;-
AMAIZE™:; 1/3-FIBROZYME®; e />-ALLZYME® SSF. Foram utilizados cinco borregos,
com peso inicial médio de 25,89 * 2,6 kg e aproximadamente quatro meses de idade.
N&o houve diferencga significativa para o consumo de matéria seca em fung¢ao do peso
%PV-! e peso metabdlico PV-%7%. Nao houve diferencga significativa para o coeficiente



de digestibilidade aparente da matéria seca e escore fecal. O peso das fezes na
matéria natural diferiu significativamente com a inclusdo do MIX de enzimas. O
consumo de agua aumentou linearmente com a inclusdo do MIX apresentando
acréscimo de 183 mL para cada 0,5% de inclusdo. Houve diferenga significativa para
os metabolitos sanguineos glicose e aspartatoaminotransferase apresentando
comportamento linear decrescente com a inclusdo da do MIX de enzimas. A apenas
os produtos MIX de enzimas e AMAIZE™ foram capazes de causar efeito
significativas no consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes. Para que a
enzima tenha efeito positivo e exerga seu papel de lise no ambiente ruminorreticular
€ necessario que se utilize produtos capazes de degradar substratos especificos como
amido ou celulose, dessa maneira, pode-se amplificar as taxas de degradacgéo ruminal
de nutrientes melhorando o desempenho animal.

Palavras-chave: aditivos, alfa-amilase, amido, dieta alto concentrado, ruminantes.



ABSTRACT

Exogenous enzymes in sheep nutrition

The present study was divided into four experiments aiming to evaluate the effects of
different types and dietary levels of exogenous enzymes on feed intake, digestibility,
nitrogen and energy balance, feeding behavior and blood metabolites in sheep. The
experiments were conducted at the Federal University of Uberlandia in the Sheep and
Goat Research Center of the Capim Branco farm from February to May 2017. The
treatments consisted of a control diet and four inclusion levels of enzymes (0.5; 1.0;
1.5 and 2.0%). The commercial products evaluated were AMAIZE™ (amylolytic
enzyme), FIBROZYME® (fibrolytic enzyme), ALLZYME® SSF (enzyme complex), and
a MIX of these three products in equal proportions. All animals were housed in
individual metabolic cages for sixty days. All experiments were conducted using a Latin
square design (5x5), with five treatments and five replicates. The dietary inclusion of
the amylolytic enzyme (AMAIZE™) was evaluated in experiment |. Five ewe lambs
with a mean initial body weight of 54.04 + 4.5 kg and aged eight months were used.
There was a significant difference for apparent digestibility coefficient of dry matter,
organic matter, total carbohydrates, non-fibrous carbohydrates, total digestible
nutrients, and gross energy digestibility. Enzyme level had a quadratic effect on gross
energy digestibility, reaching its peak at 0.82% of enzyme inclusion. The same trend
was observed for dry matter digestibility. The remaining parameters were not
influenced by the dietary inclusion of the amylolytic enzyme. The dietary inclusion of
the fibrolytic enzyme (FIBROZYME®) was evaluated in experiment Il. Five ewe lambs
with a mean initial body weight of 46.48 + 5.60 kg and aged seven months were used.
Creatinine concentration decreased linearly by 0.22 mg/dL with each 0.5% addition of
enzyme, whereas the remaining parameters were not affected by the dietary inclusion
of the fibrolytic enzyme. The dietary inclusion of an enzyme complex composed of
pectinase, protease, phytase, beta-glucanase, xylanase, cellulase, and amylase
(ALLZYME® SSF) was evaluated in experiment lll. Five ewe lambs with a mean initial
body weight of 61.16 + 5.80 kg and aged eight months were used. There was a
significant difference for the blood metabolites albumin and aspartate
aminotransferase (AST), with linear reductions of 0.085 mg/dL and 8.9 IU/L with each
0.5% addition of the enzyme complex, respectively. However, the enzyme complex
was not effective in altering the feed intake and nutrient digestibility in lambs. The
dietary inclusion of an enzyme MIX composed of three commercial products at the
equal proportions (‘/s-AMAIZE™:; 1/;-FIBROZYME®; and '/;-ALLZYME® SSF) was
evaluated in experiment IV. Five male lambs with a mean initial body weight of 25.89
* 2.6 kg and aged four months were used. There was no significant difference for dry
matter intake as a percent of body weight (%BW-") and metabolic weight (BW?75).
There was no significant difference for apparent digestibility coefficient of dry matter
and fecal score. The fecal output weight (organic matter basis) differed significantly in
lambs fed different inclusion levels of the enzyme MIX. The water intake increased
linearly by 183 mL with each 0.5% addition of the enzyme MIX. The blood metabolites
glucose and aspartate aminotransferase reduced linearly with the inclusion of the



enzyme MIX. Only the enzyme MIX and AMAIZE™ products caused significant effects
on apparent digestibility and nutrient intake. Products capable of degrading specific
substrates such as starch or cellulose are necessary for enzymes to function properly
and to exert their lytic effects on the ruminoreticular environment, resulting in higher
ruminal degradation rates of nutrients and improved animal performance.

Keywords: additives, alpha-amylase, high-concentrate diet, ruminants, starch.
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1. INTRODUGAO

A demanda mundial por produtos de origem animal tem aumentado em ritmo
acelerado, gerando a necessidade de aplicacdo de estratégias para melhorar a
produtividade animal (SUJANI e SERESINHE, 2015). O sistema de confinamento é
uma estratégia que tem ganhado espago nas ultimas décadas, gragcas as novas
tecnologias que permitem a utilizagdo de dietas para ruminantes com alta quantidade
de graos sem prejudicar a saude ruminal (CERVIERI et al., 2009).

Dietas de maior concentragdo energética aumentam a eficiéncia de uso da
energia metabolizavel para ganho, isto &, maior parcela da energia consumida é
depositada na carcaga, seja na forma de proteina ou gordura. Embora os animais
ruminantes tenham evoluido para consumirem dietas a base de forragem é possivel
utilizar dietas com elevado teor de concentrado ou, até mesmo, com auséncia de
volumoso, entretanto, tal estratégia demanda manejo nutricional mais refinado e
acompanhamento técnico rotineiro (PAULINO et al., 2013).

Para minimizar problemas em dietas com elevado teor de concentrado, o0 uso
de aditivos sdo uma das ferramentas utilizadas para manipular a fermentacéo ruminal
(VAN NEVEL, 1992), devido a ampla variedade de produtos disponiveis no mercado.
O uso de microrganismos como aditivos em alimentos n&o é recente, pesquisas
iniciais sobre a suplementacao de dieta de ruminantes com enzimas exdgenas tiveram
inicio na década de 1960, considerando principalmente as enzimas amiloliticas
(McCARTHY et al., 2013) e proteoliticas (VERA et al., 2012).

As enzimas exdgenas podem promover melhorias nos parametros da cinética
ruminal (ELGHANDOUR et al., 2013) e na digestibilidade dos nutrientes (TANG et al.,
2008, YANG et al., 2011), além de permitirem a manipulagdo dos produtos finais da
fermentacao (TRICARICO et al., 2008) sem alterar a composigao da dieta. Isso ocorre
devido aos mecanismos e/ou processos bioquimicos e fisiolégicos que precisam ser
melhor compreendidos (YANG et al., 2011) como diferengas na atividade enzimatica,
taxa e composigao da aplicacdo, modo e tempo de contato enzimatico, atividade
ruminal in vitro e estabilidade enzimatica neste ambiente, e especificidade enzima-
substrato (BEAUCHEMIN et al., 2003; ADESOGAN, 2014).

Enzimas, amiloliticas, fibroliticas e proteoliticas sédo utilizadas para melhorar o
valor nutritivo de silagens de cereais (YANG et al., 2011), uma vez que estas estéo
entre os principais alimentos utilizados na nutricdo de ruminantes no Brasil
(BERNARDES e REGO, 2014). Para se alcancgar beneficio maximo com o uso de

10



enzimas exogenas na nutricdo de ruminantes, deveria ser utilizado na dieta
quantidade expressiva de diferentes enzimas, ou uma enzima com agao sobre
diversos substratos, visto que as ragdes de ruminantes sdo compostas por uma
enorme variedade de alimentos incluindo volumosos, concentrados, sub e coprodutos
(TAKIYA, 2016).

A utilizacdo de ovinos em estudos de digestibilidade facilitam as pesquisas
sobre a inclusdo de novos produtos que podem ser introduzidos na alimentacao de
ruminantes, e permite maior elucidagao sobre os efeitos da inclusdo de enzimas
exdgenas nas dietas de ruminantes, o que auxilia os nutricionistas a identificarem
preparagdes enzimaticas ideais e dosagens eficazes antes de criarem produtos
comerciais lucrativos para a industria (EUN e BEAUCHEMIN, 2005).

Ha muitas incégnitas a serem exploradas em relagdo a adicdo de enzimas
exdgenas em dietas de ruminantes. Os efeitos dos aditivos microbianos no
desempenho e no metabolismo sdo variaveis devido a diversos fatores, dentre eles
pode-se destacar a diversidade de composi¢cado dos produtos microbianos, das dietas
e da categoria animal avaliados (SILVA DE OLIVEIRA et al., 2005).

Objetivou-se com essa revisao fornecer uma visao geral e simplificada sobre
aspectos relacionados as enzimas exdgenas e sua utilizacdo em dietas de

ruminantes, visando direcionar pesquisas futuras sobre esse tema.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Enzimas: aspectos gerais

O interesse da industria da agricultura no uso enzimas teve inicio na década de
20. O isolamento e cristalizagdo da primeira enzima (uréase) foi realizada pelo Dr.
James B. Sumner (1926). Porém, s6 na década de 50, os cientistas norte-americanos
iniciaram pesquisas pioneiras sobre os efeitos benéficos da adicdo de enzimas na
alimentacao animal (RYAN, 2018).

Nos ultimos trinta anos, os avangos na compreensdo dos processos quimicos
e metabdlicos associados a substratos especificos em ingredientes de ragao
permitiram que as empresas produzissem enzimas para substratos-alvos. Além disso,
o desenvolvimento das tecnologias de fermentag&o, microbiologia e biologia molecular
possibilitaram a producdo de enzimas alimentares com menor custo, tornando

possivel a inclusdo em formulagdes comerciais (RAVINDRAN, 2013).
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Os tipos e atividade das enzimas produzidas variam dependendo da cepa
microbiana usada para fermentacdo, do substrato empregado e das condigbes de
cultura utilizadas. Em comparagdo com o0s meios coletados, esses produtos
enzimaticos sao relativamente concentrados, purificados e com elevada fungao
especifica (THAMMIAH et al., 2017).

As principais enzimas alimentares do mercado sao: as fitases, as xilanases e
as B-glucanases (celulases). No entanto, pode-se registrar o aumento de outras
enzimas, como: mananases, a-galactosidases, pectinases, amilases e proteases
(MENEZES-BLACKBURN e GREINER, 2015).

Os aditivos enzimaticos nao possuem funcgao nutricional direta, mas melhoram
a digestibilidade dos nutrientes. Dentre os beneficios relacionados as enzimas
exdgenas na dieta de ruminantes destacam-se o aumento na eficiéncia alimentar,
desmame precoce pelo melhor desenvolvimento do rumen, rapida adaptagdo dos
microrganismos ruminais a alteragdes na dieta, prevengao na ocorréncia de disturbios
gastrintestinais (diarreias), além de melhorar a capacidade imunoldgica
(CAMPESTRINI et al., 2005).

2.2. Classificagao e caracteristicas especificas

Enzimas sdo proteinas globulares com alto peso molecular produzidas por
células vivas e tém a capacidade de catalisar reagdes bioquimicas coordenadas. Sao
classificadas em holoproteinas, formadas exclusivamente por aminoacidos, e
heteroproteinas, que possuem uma parte nao proteica, o cofator que é necessario a
atividade catalitica (COURI e DAMASO, 2008).

No contexto dos aditivos alimentares para ruminantes, as enzimas sao
utilizadas para catalisar reagdes de degradacdo pelas quais os alimentos sao
reduzidos a seus componentes quimicos (i.e., agucares simples, aminoacidos, acidos
graxos). Estes, por sua vez, sao utilizados para o crescimento celular, seja por
microrganismos ruminais ou pelo hospedeiro animal (McALLISTER et al., 2001).

Para melhor compreender os limites do uso de enzimas alimentares, é
necessario primeiro considerar as caracteristicas especificas das enzimas. A natureza
proteica tem implicacdes importantes quanto sua estabilidade durante a fabricacao de

alimentos e ao longo do transito no trato gastrointestinal (RAVINDRAN, 2013).
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O processo catalitico de qualquer enzima é influenciado por fatores como a
concentracao do substrato, concentragcdo da enzima, pH, temperatura e presenca de
ativadores ou inibidores (ROJO-RUBIO et al., 2007).

Baixas concentracbes de substrato reduzem a velocidade da reacéao
enzimatica. Ao contrario, a velocidade tende a aumentar proporcionalmente com a
inclusdo de substrato em funcdo da frequéncia de colisbes entre a enzima e as
moléculas reagentes. O efeito da adicdo de substrato se torna nulo a medida que a
enzima alcanca a velocidade maxima em se combinar com o reagente e formar
produtos, atingindo o ponto de saturagao. (Inserir citagcdo — sobre o0 modo de agao)

Da mesma forma que ocorre para a maioria das reagdes quimicas, a velocidade
das reagbes catalisadas por enzimas geralmente aumenta com a elevagédo da
temperatura devido ao aumento na energia cinética das moléculas e,
consequentemente, a maior probabilidade de interagao entre a enzima e o substrato.
Porém, a altas temperaturas a maioria das enzimas sofrem mudangas
conformacionais devido ao rompimento de liga¢des e interagdes fracas, um processo
denominado desnaturagao, que € irreversivel (NELSON e COX, 2014).

O efeito do pH na atividade das enzimas se deve ao fato de essas serem
constituidas por grupos quimicos, principalmente aminoacidos, que podem ser
ionizados e adquirir cargas temporarias, o que promove alteragdes nos grupos
funcionais presentes na cadeia lateral, afetando o sistema “chave-fechadura”. O pH
otimo de uma enzima nao é necessariamente idéntico ao do seu meio intracelular
normal, isso sugere que a inter-relagéo pH atividade pode ser um fator de controle
intracelular da atividade enzimatica (CHAMPE et al., 2009).

Grande parte do poder catalitico das enzimas se deve a capacidade destas em
interagir com o substrato em orientagdes favoraveis nos complexos enzima-substrato
(ES). A inibicdo enzimatica é um importante fator que tem sido explorado
comercialmente. As enzimas podem ser inibidas por substancias que se ligam a
enzima livre ou ao complexo enzima-substrato ou competem pelo sitio catalitico da
enzima (MONTEIRO e SILVA, 2009).

Vale destacar que as enzimas variam consideravelmente nas condicdes
necessarias de reacao dependendo de sua fonte (fungos vs. bactérias vs. leveduras).
A fonte, portanto, tem grande influéncia sobre o grau de adaptagdo das enzimas em
relacdo as condi¢des prevalentes no trato digestivo, o que determina sua eficacia
(RAVINDRAN, 2013).
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2.2.1. Producao das enzimas

Por mais de trés décadas, enzimas tém sido empregadas para melhorar a
eficiéncia da utilizacdo de alimentos, e assim, solucionar problemas praticos no uso
de ragcbes como a redugao da presenga de fatores antinutricionais, aumento da
digestibilidade dos constituintes da ragao, redugcéo da viscosidade no trato digestivo,
inclusdo de ingredientes de baixo custo e minimizacdo de riscos ambientais
relacionados com a eliminagéo de residuos (MENEZES-BLACKBURN e GREINER,
2015).

A produgcdo em larga escala de enzimas exdgenas combina as ciéncias
microbiologia, genética, bioquimica e engenharia com o principio basico fermentagao
(SADHU e MAITI, 2013). Fermentagdo € a técnica biolégica de conversdo de
substratos complexos em compostos simples por varios microrganismos, como
bactérias e fungos (SUBRAMANIYAM e VIMALA, 2012). O método de fermentacgéao é
dividido em duas categorias, Fermentagdo no Estado Sdlido (FES) e Fermentagao
Submersa (FSm) (MURAD e AZZAZ, 2010).

A FES € o cultivo de microrganismos em substratos soélidos umidos como farelo,
bagaco, palha de arroz, pasta de papel. Neste sistema, a agua esta presente no
substrato sélido cuja capacidade de retengdo varia com o tipo de material. Os
substratos sdo utilizados de forma lenta e constante, podendo ser usados por longos
periodos de fermentagdo. Assim, esta técnica suporta a liberacdo controlada de
nutrientes. A FES é mais adequada para fermentagdo que envolve fungos e
microrganismos que requerem menor conteudo de umidade (SUBRAMANIYAM e
VIMALA, 2012).

Em contraste, a FSm utiliza substratos liquidos de fluxo livre como melago e
caldo de cultura. Neste sistema, tanto os nutrientes como os microrganismos sao
submersos em agua. Os substratos sdo utilizados rapidamente e precisam ser
constantemente suplementados com nutrientes. Os compostos bioativos sao
secretados no caldo de fermentacgao e a purificagao de produtos € considerada mais
facil. Essa técnica € mais adequada para microrganismos como bactérias, que exigem
alto teor de umidade (MURAD e AZZAZ, 2010).

A maior parcela das enzimas comerciais € produzida pelo método FSm, por
permitir maior controle sobre as condi¢cées durante a fermentacéo. Por outro lado, o
método FES desenvolve um contato firme com o substrato insoluvel, atingindo, assim,

maior concentragédo de substrato para fermentacao (SUJANI e SERESINHE, 2015).
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As culturas resultantes sdo submetidas a processamento a jusante (i.e.,
centrifugacéo, filtragcdo, desidratagdo) para assegurar que nenhum DNA recombinante
geneticamente modificado seja detectado no produto final e que os residuos de
fermentagao indesejaveis sejam removidos (SELINGER et al., 1996).

A proteina ativa é entdo formulada para estabilidade utilizando compostos tais
como sorbitol e cloreto de sddio para assegurar as caracteristicas gerais do produto.
A tolerancia térmica pode ser melhorada pelo uso de varias técnicas de revestimento,
com a produgdo de um produto final granulado. Frequentemente, as enzimas de
alimentacao sao fornecidas em uma variedade de concentragbes, como produtos
liquidos (geralmente para aplicagao apos peletizagédo) ou produtos secos (ADEOLA e
COWIESON, 2011).

Dentre as vantagens da utilizagdo de microrganismos na produgao de enzimas
estdo o rapido crescimento celular, curto tempo para producao de metabdlitos, cepas
com alto potencial de produgao, meio de crescimento barato e facil extracdo do
produto (REIS et al., 2015).

As enzimas alimentares comerciais para ruminantes sdo produzidas utilizando
sistemas de fermentacdo de espécies naturais e geneticamente modificadas
derivadas principalmente de fungos (Trichoderma reesei, T. longibrachiatum,
Aspergillus niger, A. oryzae, e Pichia pastoris), e bactérias (Bacillus subtilis, B. lentus,
Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. bulgaricus, Enterecoccus faecium spp.,

Escherichia coli e Penicillium funiculosum) (RIBEIRO et al., 2016).

2.3. O futuro dos aditivos enzimaticos na producao de ruminantes

A identificacdo das espécies, assim como o estudo do metabolismo das
bactérias ruminais teve inicio apdés a Segunda Guerra Mundial através do
desenvolvimento de técnicas de cultivo bacteriano em meio anaerdbico (KOZLOSKI,
2011). Apesar disso, estima-se que menos de 15% das bactérias do rumen tenham
sido cultivadas em laboratério (MORGAVI et al., 2013). A solugéo para este entrave
tem sido examinar as comunidades microbianas como um todo ao invés de isolar
espécies especificas. Esta abordagem recente foi denominada “meta-omics”
(RIBEIRO et al., 2016).

O termo "meta-omics" indica um grupo definido de técnicas usadas para
caracterizar comunidades de organismos: meta-genémica, meta-transcriptémica,

meta-protedmica e metabolémica (PERSOH, 2015). A metagenémica é o estudo de
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todos os genes presentes no ecossistema e a metatranscriptdmica o estudo de genes
transcritos, a metaproteOmica cataloga o complemento de proteina total da
comunidade, e, por fim, a metaboldbmica quantifica os metabdlitos (WALLACE et al.,
2017).

A meta-genbmica € a mais avancada dessas tecnologias e envolve o
isolamento de fragmentos de DNA gendmico de uma amostra da populagdo ruminal,
que é sequenciada, para identificar computacionalmente os microrganismos e
reconstruir a comunidade microbiana. Essa abordagem pode ser usada néo sé para
identificar os tipos de microrganismos presentes, mas também fornece informagdes
sobre sua funcdo metabdlica naquele momento especifico, possibilitando a
compreensao de como as comunidades microbianas se adaptam ao seu ambiente
(RIBEIRO et al., 2016).

A utilizagao destas tecnologias para examinar o rimen possibilitou avangos no
entendimento sobre a degradacdo da lignocelulose. Porém, até o momento,
informagdes sobre os tipos de microorganismos e enzimas que estdo presentes no
ramen nao foram utilizadas para formular produtos de enzimas fibroliticas que
funcionem sob as condigdes do rumen (i.e., faixa de pH 5,5-6,8; temperatura 39 £ 1°C)
ou que atuem sinergicamente com as enzimas enddgenas (RIBEIRO et al., 2016).

Um produto enzimatico bem-sucedido tera de promover o aumento da
biodegradagao dos polissacarideos da parede celular vegetal no rumen, como as
esterases do acido ferulico e as enzimas envolvidas na remogao da cadeia lateral da
hemicelulose. As esterases microbianas cortam algumas das cadeias laterais e
quebram as ligagdes cruzadas dos polimeros vegetais e, portanto, estdo relacionadas
com a solubilizagdo da lignina e o aumento do acesso de outras enzimas a celulose e

hemicelulose, aumentando a digestibilidade da forragem (JUNG e ALLEN, 1995).

2.4. Enzimas exégenas na producao de ruminantes de interesse zootécnico

Devido acdo da microbiota ruminal, os ruminantes sdo Unicos em sua
capacidade de converter a biomassa lignoceluldsica, constituida principalmente por
trés tipos de polimeros: (celulose, hemicelulose e lignina), em carne e leite para
consumo humano (FLINT et al., 2008).

Dessa forma essa elevada capacidade é comercialmente explorada, o mercado
mundial de enzimas para alimentos € dominado (cerca de 90%) pelas carboidrases e
fitases, sendo as carboidrases o grupo mais importante utilizado como aditivo nas
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dietas de ruminantes (ADEOLA e COWIESON, 2011). Carboidrases sao enzimas que
catalisam reacdes de degradacao dos carboidratos, ou seja, reduzem os carboidratos
de alto peso molecular em residuos de menor peso molecular e baixa complexidade
(NELSON e COX, 2014).

As preparagdes enzimaticas para ruminantes frequentemente sio referidas
como celulases ou xilanases. Contudo, nenhum desses produtos comerciais séo
preparagcdes de enzimas unicas, atividades enzimaticas secundarias tais como
amilases, proteases ou pectinases estao invariavelmente presentes (BEAUCHEMIN
et al., 2010).

Isso & vantajoso por permitir uso diversificado de substratos que serdo alvo de
um unico produto, mas apresenta problemas quanto ao controle de qualidade e
extrapolacao de resultados de pesquisa entre diferentes preparagdes, uma vez que,
esses produtos ndo sdo padronizados para atividades secundarias (McALLISTER,
2001).

2.4.1. Enzimas fibroliticas

A maioria das enzimas fibroliticas produzidas comercialmente foi desenvolvida
para as industrias de alimentos, papel e celulose, téxtil, combustiveis e quimica (BHAT
e HAZLEWOOD, 2001). Apesar disso, em termos de alimentagao para ruminantes, as
enzimas fibroliticas sdo as mais pesquisadas pela comunidade cientifica com o intuito
de reduzir a fragdo fibrosa do alimento e/ou aumentar a digestibilidade desta fragéo
no ambiente ruminal e, assim, elevar a disponibilidade de energia das forragens aos
ruminantes (REIS et al., 2015).

A celulase esta entre as enzimas hidroliticas de importancia industrial. Refere-
se a uma familia de enzimas (enzimas fibroliticas) que agem em conjunto para
hidrolisar a fibra da parede celular da planta em glicose, celobiose ou
celoligossacarideos (MURAD e AZZAZ, 2010).

As enzimas celuloliticas tém sido tradicionalmente divididas em trés classes:
endoglucanases, exoglucanases e p-glicosidases. Endoglucanases hidrolisam
ligacbes glicosidicas B-1,4 de cadeias de celulose intramoleculares para produzir
novas extremidades. As exoglucanases clivam processualmente cadeias de celulose
nas extremidades para liberar celobiose soluvel ou glicose. E as B-glucosidases
hidrolisam a celobiose em glicose (KNOWLES et al., 1987).
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Dean et al. (2013) investigaram o efeito do método de aplicagdo de uma enzima
fibrolitica no desempenho de vacas em lactagdo. Os animais foram distribuidos em
cinco tratamentos: 1) controle (sem adigdo de enzima); 2) enzima aplicada na
ensilagem de capim bermuda (EES), 3) enzima adicionada na mistura com o
concentrado (EC), 4) enzima adicionada a ragao total (ERT), e 5) enzima incluida na
silagem de capim bermuda (ES). Os autores reportaram que o0 consumo, a
digestibilidade e a producao de leite ndo foram afetados pela adigdo de enzima. No
entanto, em comparacao a dieta controle, as vacas alimentadas com ERT tiveram
menor concentragdo de B-hidroxibutirato (BHB) no sangue, e tenderam a ter maiores
concentragdes de proteina e gordura no leite e menor concentragdo de N-ureico no
sangue. O pH ruminal tendeu a ser menor em vacas alimentadas com EC (pH=5,5), e
a concentragdo ruminal de nitrogénio amoniacal (N-NHs) foi menor em vacas
alimentadas com a dieta ERT. A concentragéao total de acidos graxos volateis e a razao
acetato: propionato foram menores nas vacas que receberam ERT.

Peters et al. (2015) avaliaram o efeito de enzimas fibroliticas exdégenas (EFE)
sobre o desempenho e parametros sanguineos no inicio e tergco-médio da lactagao de
vacas Holandesas. Nao foram encontradas diferengas na digestibilidade da matéria
seca (MS), matéria organica (MO), fibra insoluvel em detergente neutro (FDN) e fibra
insoluvel em detergente acido (FDA), entre o controle e a suplementagcédo de EFE na
ragao total. Também nao foram observadas alteragcdes na ingestdo de matéria seca
(IMS), producédo de leite, leite corrigido para gordura e a energia corrigida para
producao de leite. Como nao houve efeito da EFE sobre a IMS e o balango energético,
o tratamento n&o influenciou os parametros sanguineos observados, BHB, proteina
total, bilirrubina total e enzimas hepaticas (aspartato aminotransferase e gama-
glutamil transferase).

Esta inconsisténcia na resposta em distintos estudos tem sido atribuida a
diferencas especificas da atividade enzimatica, taxa de aplicacdo e composicéao,
estagio de lactagédo de vacas leiteiras, modo e tempo de liberacado de EFE, atividade
microbiana ruminal, estabilidade de EFE no rumen, tipo de alimentacao, e a porgao
da dieta a qual EFE s&o aplicadas (BEAUCHEMIN et al., 2003; ADESOGAN, 2005).

He et al. (2014) avaliaram o efeito da adigdo de uma enzima fibrolitica exégena
(EFE) em bovinos confinados alimentados com uma dieta contendo graos secos de
destilaria com soluveis (DDGS) de trigo. Os animais alimentados com DDGS de trigo

tiveram menor digestibilidade da MS total. O aumento da adi¢gado da EFE teve efeito
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linear positivo sobre a digestibilidade do amido sem afetar a digestibilidade de outros
nutrientes. Também reduziu a concentracdo de N-NH3 mas nao afetou a
concentragdo de acidos graxos volateis (AGV), além de, aumentar linearmente o
desaparecimento ruminal in situ da MS e da FDN apds 48h de incubagao. Os animais
alimentados com DDGS apresentaram menor conversao alimentar e maior numero de
figados com abcessos em relagéo ao grupo controle. O aumento da aplicagdo de EFE
nas dietas DDGS de trigo ndo afetou o CMS, o peso vivo final ou o0 ganho médio diario
(GMD), mas tendeu a melhorar linearmente a eficiéncia alimentar e diminui a
incidéncia de figados com abscesso.

Lépez-Aguirre et al. (2016) avaliaram o efeito de trés produtos de enzimas
fibroliticas (celulase, xilanase e mistura 1:1 entre ambas) com trés niveis de dosagem
(0, 1 e 3 pL. 0,5 gMS™") através de fermentagdo in vitro da dieta de ovinos em
crescimento. A producéao de gas apresentou efeito linear para o tipo de enzima e a
dose utilizada. A interagcdo entre os tratamentos foi significativa para a produgéo de
gases de 72h e 96h de incubagéao, sugerindo potencial para alterar a digestibilidade
da fibra insoluvel em detergente acido (FDA) e da matéria seca (MS).

Yuangklang et al. (2017) analisaram o desempenho e a digestdo de
macronutrientes em caprinos alimentados com ragao total misturada (RTM) a base de
palha de arroz e suplementagao com enzimas fibroliticas. Os autores observaram que
a adicado de enzimas fibroliticas a ragdo aumentou a digestibilidade aparente de FDN
e FDA em 10,0 e 9,1%, respectivamente. A suplementacdo enzimatica elevou as
concentragbes de AG totais no liquido ruminal, com um aumento associado na
propor¢cao de acetato e contagem de bactérias totais, sem afetar o pH do fluido
ruminal. Também houve aumento na concentragdo de N-NHs3 do fluido ruminal apos
a alimentacgao contendo enzimas, mas a diferencga absoluta em relagcdo ao controle foi
pequena. A suplementagdo com EFE aumentou o0 GMD em 34,7% e a eficiéncia de

utilizagao da ragédo em 28%.

2.4.2. Enzimas amiloliticas

O amido € um polissacarideo de reserva das plantas e é constituido por amilose
e amilopectina. A amilose € um polimero nao-ramificado de glicose (com ligagdes
glicosidicas a-1,4), enquanto a amilopectina é altamente ramificada (contendo
ligacbes a-1,6). Esses polissacarideos sédo hidrolisados por amilases bacterianas do

tipo a e B e por a-glicosidases. As a-amilases sao endoglicosidases, tendo a maltose
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como produto final. As B-amilases sdo exoglicosidases e liberam glicose. Ja as a-
glicosidases hidrolisam ambas ligagcbes (a-1,4 e a-1,6) de oligossacarideos, como a
maltose e maltotriose (KOZLOSKI, 2011).

Algumas espécies de bactérias podem fermentar dextrinas e maltose, bem
como amido, mas n&do podem usar a maioria dos mono e dissacarideos. Outras,
incapazes de iniciar a fermentacdo do proprio amido, podem associar-se com 0s
principais responsaveis e talvez contribuir indiretamente com a remogao de produtos
finais soluveis de fermentacéo (JRSKOV e RYLE, 1990).

Noziere et al. (2014) avaliaram o efeito da inclusdo de amilase exégena na
digestéo de dietas de baixo (20% na MS) e alto (30% na MS) amido em vacas leiteiras.
A digestibilidade ruminal do amido aumentou 6,5% com a amilase exdogena (AE),
porém, essa diferenga foi compensada no intestino, e a digestibilidade total do amido
nao diferiu entre os tratamentos. A dieta com alto teor de amido teve efeito negativo
na digestibilidade da FDN e FDA. A adigdo da amilase aumentou a digestibilidade
ruminal verdadeira da MO, mas n&o afetou o fluxo de N-microbiano no duodeno. A AE
reduziu a proporcao de acetato e butirato e aumentou a de propionato, particularmente
na dieta rica em amido, onde tendeu a aumentar a concentragcdo de AGV totais no
ramen. O principal efeito observado nas fermentacdes fecais foi uma reducdo na
concentragao total de AGV em dietas de alto amido suplementadas com amilase,
havendo efeito oposto com a dieta com baixo teor de amido.

Vargas-Rodriguez et al. (2014) investigaram os efeitos da amilase e sacarose
na dieta sobre a produtividade de vacas leiteiras alimentadas com baixo teor de amido
(21% na MS). A producao e a composigao do leite ndo foram alteradas pela inclusao
de sacarose ou amilase. Ndo houve diferengca na produgado de leite corrigida para
sélidos e gordura, embora o efeito direto da amilase tenha se aproximado da
significancia para ambas as variaveis, sugerindo pequeno aumento na suplementacao
desta. A eficiéncia alimentar aumentou numericamente com o tratamento com amilase
(1,57 £ 0,12) ou sacarose (1,60 + 0,12), mas a combinag&o dos dois resultou em
eficiéncia alimentar similar ao tratamento controle (ambos 1,50 + 0,12). A inclusdo de
amilase ou sacarose nao afetou a IMS, a produtividade ou a eficiéncia alimentar.

Andreazzi et al. (2018) analisaram o efeito da amilase exdgena na lactagao de
vacas alimentadas com dieta rica em amido (32% na MS). A amilase aumentou a
producdo de leite (32,3 vs. 33,0 kg/d") e reduziu a IMS (20,7 vs. 19,7 kg/d),

aumentando a eficiéncia alimentar (1,52 vs. 1,63). Também aumentou a sintese de
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lactose do leite (1,49 vs. 1,56 kg/d) e a concentragao de glicose no plasma (59,3 vs.
68,6 mg/dL). As secre¢des de gordura e proteina do leite n&o diferiram. Embora, o N-
ureico do leite ndo tenha diferido, a amilase reduziu a concentragdo de ureia no
sangue sugerindo aumento na degradagdo ruminal do amido. No entanto, a
digestibilidade aparente do amido no trato total (96,3%) e da FDN (44,4%), perfil de
fermentacdo ruminal e rendimento microbiano estimado pela excrecao urinaria de
alantoina nao diferiram.

Lee-Rangél et al. (2006) avaliaram o efeito da adigcdo de enzima exdgena
glucoamilase durante diferentes periodos de tempo (15 e 50 dias de experimentagao)
e o desempenho de ovinos alimentados com uma dieta a base de sorgo. Nao houve
diferenga para o ganho de peso, IMS e conversao alimentar. A digestibilidade da MS
e da MO tenderam a aumentar quando a enzima foi adicionada por 50 dias. A
digestibilidade do amido nao foi influenciada pela suplementagdo com glucoamilase,
0 que pode ser explicado devido as condi¢cdes ruminais serem diferentes daquelas

necessarias a 6tima atividade do Aspergillus niger (pH=4,5 e T=50°C).

2.4.3. Complexos enzimaticos

Os complexos enzimaticos geralmente sao utilizados visando uma maior agéo
sobre diferentes substratos, ou seja, um maior numero de enzimas seria capaz de
degradar conjuntamente diversos tipos de substratos, visto que as dietas dos
ruminantes em sua grande maioria sdo compostas por diferentes tipos de alimentos.

Oliveira et al. (2015) avaliaram o desempenho de bovinos suplementados com
um complexo enzimatico amilolitico e um produto contendo complexo multienzimatico,
de leveduras e mananoligossacarideos. Nao foram observadas diferengas para GMD,
IMS, digestibilidade in vitro da matéria seca (DIMS), conversao alimentar e rendimento
de carcaga. A porcentagem de amido residual fecal n&do foi influenciada pela
suplementagdo com enzimas amiloliticas exdégenas dos tratamentos amilase e
complexo enzimatico. A suplementacdo com as enzimas nao influenciou o
desempenho dos animais.

Brito (2010) investigou o desempenho de cordeiros suplementados com niveis
crescentes de complexo enzimatico (0,3, 0,9 e 2,7 g/lKg de MS). Os niveis de enzimas
nao apresentaram efeito sobre a IMS, GMD e a CA. A digestibilidade da FDN
apresentou tendéncia de aumento linear com melhora de 11% para o ultimo nivel de

acréscimo de enzimas em relagao ao controle. O complexo enzimatico ndo afetou as
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concentragdes plasmaticas de fésforo e glicose. Em relagdo a carcaga, os animais
suplementados com enzimas apresentaram menores valores para rendimento de
carcaga quente e fria em relagdo ao grupo controle. N&do houve influéncia para os

valores de area de olho de lombo e espessura da gordura subcutanea das carcagas.

3. CONSIDERAGOES GERAIS

A falta de resultados sobre o desempenho em ruminantes pode estar ligada ao
tipo de enzima utilizada, qualidade do alimento, tempo de ag¢ao sobre o substrato, pH,
temperatura e dosagem da enzima na dieta, esses fatores tornam-se imprescindiveis
no planejamento e utilizagdo de enzimas na dieta de ruminantes.

O conhecimento sobre o funcionamento das enzimas na alimentagcdo de
ruminantes ainda é insipiente, mostrando apenas que novas pesquisas devem ser
realizadas a fim de elucidar os mecanismos que regem a funcionalidade real dessas

moléculas.
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CAPITULO 2 - CONSUMO, DIGESTIBILIDADE, BALANGO DE NITROGENIO E
ENERGIA, COMPORTAMENTO INGESTIVO E METABOLITOS SANGUINEOS DE
BORREGAS ALIMENTADAS COM NiVEIS CRESCENTES DE ENZIMA
AMILOLITICA EXOGENA NA DIETA

Trabalho formatado de acordo com as normas do Programa de P6s-Graduagéo em
Ciéncia Animal (PPGcat) Tropical da Universidade Federal do Tocantins
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Consumo, digestibilidade, balango de nitrogénio e energia, comportamento
ingestivo e metabdlitos sanguineos de borregas alimentadas com niveis
crescentes de enzima amilolitica exégena na dieta

Resumo - Objetivou-se avaliar o consumo, a digestibilidade, o balango de nitrogénio
e energia, o comportamento ingestivo e os metabdlitos sanguineos de borregas
alimentadas com niveis crescentes de enzima amilolitica exdgena na dieta. O ensaio
foi realizado em delineamento em quadrado latino (5x5), com cinco tratamentos e
cinco repetigdes. Foram utilizadas cinco borregas mestigas Santa Inés x Dorper com
peso vivo inicial médio de 54,04 + 4,5 kg e aproximadamente oito meses de idade.
Para condugé&o do experimento todos os animais utilizados foram alojados em gaiolas
metabdlicas individuais, durante sessenta dias. Os tratamentos consistiram em dieta
controle e quatro niveis de inclusdo de enzima amilolitica 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%. A
enzima foi administrada diariamente aos animais no momento de oferta da dieta. Nao
foram observadas diferengas para o consumo dos nutrientes em (g.animal-'.dia™),
peso vivo (%PV-') e peso metabdlico (PV275). Houve diferenca significativa para o
coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca, matéria organica,
carboidratos totais, carboidratos n&o fibrosos, nutrientes digestiveis totais e
digestibilidade da energia bruta com inclusdo de enzima exdgena. A digestibilidade de
energia bruta apresentou efeito quadratico com ponto de maxima em 0,82% de
inclusdo da enzima, mesmo comportamento observado para a digestibilidade da
matéria seca. Nao houve efeito significativo para o balango de nitrogénio. A densidade
da urina teve efeito linear crescente e acréscimo de 0,001 kg/L para cada 0,5% de
inclusdo de enzima. O peso das fezes na matéria natural e escore fecal respondeu de
forma quadratica aos niveis de inclusdo de enzimas na dieta. O comportamento e
selegdo de particulas pelos animais nao foi afetado. Os metabdlitos sanguineos
avaliados, assim como a glicemia ndo foram alterados com a inclusdo da enzima
amilolitica na dieta. A inclusdo da enzima amilolitica exdgena na dose de 1% da
matéria seca da dieta melhora a digestibilidade aparente da matéria seca,
carboidratos totais, carboidratos n&o fibrosos, nutrientes digestiveis totais e
digestibilidade da energia bruta e ndo compromete o consumo de nutrientes, o
balanco de nitrogénio, a glicemia e o comportamento ingestivo de borregas.

Palavras-chave: alfa-amilase, amido, nutricdo, ovinos, selegao
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Feed intake, digestibility, nitrogen and energy balance, feeding behavior and
blood metabolites of ewe lambs fed diets with increasing levels of exogenous
amylolytic enzyme

Abstract — The objective of this study was to evaluate the feed intake, digestibility,
nitrogen and energy balance, feeding behavior, and blood metabolites of ewe lambs
fed diets with increasing levels of exogenous amylolytic enzyme. The experiment was
conducted using a Latin square design (5x5), with five treatments and five replicates.
Five Santa Inés x Dorper crossbred ewe lambs with a mean initial body weight of 54.04
+ 4.5 kg and aged eight months were used. All animals were housed in individual
metabolic cages for sixty days. The treatments consisted of a control diet and four
inclusion levels of an amylolytic enzyme (0.5; 1.0; 1.5 and 2.0%). The enzyme was
administered daily during feed supply. There was no significant difference for nutrient
intake in g.animal'.day', as a percent of body weight (%BW-") and metabolic weight
(BWO7%), There was a significant difference for apparent digestibility coefficient of dry
matter, organic matter, total carbohydrates, non-fibrous carbohydrates, total digestible
nutrients, and gross energy digestibility with enzyme inclusion. Enzyme level had a
quadratic effect on gross energy digestibility, reaching its peak at 0.82% of enzyme
inclusion. The same trend was observed for dry matter digestibility. There was no
significant effect of enzyme inclusion on the nitrogen balance. The urine density
increased linearly by 0.001 kg/L with each 0.5% of the enzyme. Enzyme inclusion had
a quadratic effect on fecal output weight (organic matter basis) and fecal score. The
feeding behavior and feed selectivity were not affected. The blood metabolites
evaluated, as well as the blood glucose level, were not altered by the dietary inclusion
of the amylolytic enzyme. The inclusion of the exogenous amylolytic enzyme at 1% of
dietary dry matter improves the apparent digestibility of dry matter, total carbohydrates,
non-fibrous carbohydrates, total digestible nutrients, and gross energy digestibility.
Moreover, it does not compromise the nutrient intake, nitrogen balance, blood glucose
level and feeding behavior of ewe lambs.

Keywords: alpha-amylase, feed selectivity, nutrition, sheep, starch.
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1. INTRODUGAO
Os ruminantes sao caracterizados pela especificidade em converter alimentos

de baixa qualidade (forrageiras) em produtos altamente nutritivos para os seres
humanos (KOZLOSKI, 2011). Devido a isso, as dietas sao formuladas com elevada
inclusdo de volumoso, com intuito de aproveitar a eficiéncia microbiana na degradagéao
da fibra e reduzir os custos com a alimentagdo. Contudo, a atual competicdo no
mercado para atender a crescente demanda por produtos de origem animal,
associado ao aumento da produgao nacional de graos e ao custo elevado de forragens
conservadas, tem induzido a producédo de ruminantes em sistemas de confinamento
com alta proporgéo de concentrado na dieta (CERVIERI et al., 2009).

Todavia, € necessario ponderar que o ambiente ruminal possui limitagcdes para
0 uso de dietas com alto percentual de concentrado, por provocar alteragées no pH,
perfil enzimatico e producédo de metabdlitos, que podem ser prejudiciais aos animais
hospedeiros. As amilases sdo enzimas que hidrolizam as moléculas de amido em
polimeros compostos por unidades de glicose (REDDY et al., 2003), e estao
associadas com o aumento na disponibilidade dos nutrientes e, assim, maior eficiéncia
alimentar com reflexo no desempenho animal.

Porém, o entendimento sobre a atuacdo das enzimas exdgenas no
metabolismo dos ruminantes ainda n&o esta totalmente esclarecido (REIS et al.,
2015). Poucos trabalhos a respeito da utilizagdo de enzimas amiloliticas na nutricao
de ruminantes estao disponiveis na literatura, e além disso, as respostas encontradas
para o desempenho animal ndo sdo conclusivas. A divergéncia entre os resultados
tem sido associada a quantidade de enzimas ofertada, a porcentagem de amido na
dieta, ao aporte energético dos animais e as caracteristicas especificas necessarias
para o 6timo funcionamento das enzimas que n&o coincidem com as condi¢gdes do
rumen.

Diante do exposto, o trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o
consumo, a digestibilidade, o balango de nitrogénio e energia, o comportamento
ingestivo e os metabolitos sanguineos de borregas alimentadas com niveis crescentes

de enzima amilolitica exdégena na dieta.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local

O experimento foi conduzido no setor de ovinos e caprinos situado nas
dependéncias da Fazenda Capim Branco pertencente a Universidade Federal de
Uberlandia - UFU, Uberlandia, Minas Gerais. O experimento foi realizado durante os
meses de fevereiro a maio de 2017. Todos os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da UFU, registrado pelo protocolo
de n° 017/16.

2.2 Animais

Foram utilizadas cinco borregas mestigcas Santa Inés x Dorper com peso inicial
médio de 54,04 = 4,5 kg, escore da condicdo corporal médio de 4,5, e
aproximadamente, oito meses de idade. No periodo de adaptacao, todos os animais
foram vermifugados, identificados, pesados e distribuidos aleatoriamente em gaiolas
metabdlicas, as quais eram providas de comedouro, bebedouro, cocho com sal
mineral e dispositivo apropriado para coleta de fezes e urina. O experimento teve
duracao de sessenta dias, divididos em cinco periodos de 12 dias: cinco dias de
adaptacao dos animais as dietas experimentais e as gaiolas metabdlicas; cinco dias
de coleta sanguinea, e das excretas (fezes e urina); um dia para analise do
comportamento ingestivo; e o ultimo dia para avaliagdo da curva glicémica dos
animais, totalizando sete dias de coleta de dados.

Os animais foram pesados em balanga propria para a espécie no primeiro dia
do experimento e no ultimo dia de cada periodo de coleta, obtendo-se, assim, o peso
dos animais ao inicio e término de cada periodo experimental. O peso foi utilizado
para célculo do consumo em gramas por quilo de peso vivo (%PV-') e peso metabdlico

(PV-975) ajustando-se a quantidade de sobras a partir deste.

2.3 Alimentagao

Aa dietas foram calculadas para atender as exigéncias nutricionais de borregas
de porte médio, com ganho médio de 200 g.animal.dia-' (NRC, 2007). A ragdo era
fornecida duas vezes ao dia, as 08h:00 e as 16h:00, na forma de ragao total misturada
(RTM), e o consumo era ajustado de acordo com as sobras do dia anterior, sendo

admitido sobras de 5 a 10% do total fornecido.
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Os animais receberam agua e sal mineral ad libitum. As dietas eram compostas
por silagem de milho e concentrado em uma proporgao percentual 20V:80C. O
concentrado era composto por milho moido, farelo de soja, sal mineral e ureia (Tabela
1).

Tabela 1 — Proporc¢ao dos ingredientes na composi¢ado do concentrado experimental
e composi¢cao bromatoldgica da silagem e do concentrado.

Ingredientes g.Kg'!
Milho Moido 605,0
Farelo de Soja 360,0
Ureia 10,0

Sal Mineral 25,0
Alimentos MS PB FDN FDA NDT EE
Concentrado 897,0 245,0 248,0 73,0 818,8 314.,0
Silagem 340,0 65,0 566,0 336,0 631,7 24,0

Matéria Seca = MS; Proteina Bruta = PB; Fibra em Detergente Neutro = FDN; Fibra em Detergente
Acido = FDA; Nutrientes Digestiveis Totais = NDT; Extrato Etéreo = EE; Minimo = min.; Maximo =
max.

2.4 Enzima

A enzima utilizada é um produto comercial (AMAIZE™) composto por alfa-
amilase com 600 u*/g do produto (Tabela 2). Os niveis de enzimas foram calculados
de acordo com as recomendacgodes do fabricante, sendo cada porcentagem de enzima
ajustada em fungdo do consumo de matéria seca por animal por dia (kg.animal-'.dia-
"). Para composigdo dos tratamentos, foram utilizados dois niveis acima e um nivel
abaixo da recomendacao comercial do fabricante (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0%) e o controle,
sendo o nivel recomendado 1,0%. A quantidade minima de unidades de atividade
enzimatica alfa-amilase para cada tratamento foi 712; 1425; 2138; e 2851,
respectivamente para os tratamentos 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0%. A enzima foi misturada a

racao no momento do fornecimento para os animais.

Tabela 2 — Descrigdo do produto AMAIZE™ pelo fabricante.

Produto Amaize Fonte
Enzima alfa-amilase Produto seco de fermentacéao
Min. 600 u*/g de Aspergillus oryzae

*Uma unidade de atividade enzimatica alfa-amilase equivale a quantidade de enzima que dextriniza 1
grama de amido soluvel por minuto, a pH 4,8 e 30°C.
Aspecto: AMAIZE™ é um p6 de coloragdo marrom.

2.5 Coleta de Dados
Nos baldes coletores de urina foram adicionados 100 mL de acido cloridrico

(HCI 2N) na véspera de cada coleta, evitando-se, assim, possiveis processos

fermentativos que gerassem perda de nitrogénio por volatilizagdo. O volume total de
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urina foi medido com proveta graduada. Para cada animal foi retirada uma aliquota de
20% do volume total colhido diariamente e a amostra foi acondicionada em frasco
plastico (uma amostra composta por animal por periodo experimental) e
imediatamente congelada para posteriores analises. Também foi realizada a
mensuracao da densidade da urina através de refratdmetro portatil.

As fezes passaram por um processo de avaliagao de escore o qual foi realizado
visualmente por um unico avaliador, obedecendo a seguinte escala conforme Gomes
(2008): 1 — fezes ressecadas e sem brilho; 2 — fezes normais; 3 — fezes ligeiramente
amolecidas; 4 — fezes amolecidas perdendo o formato e coladas umas as outras
(cacho de uva); 5 — fezes amolecidas e sem formato normal (fezes de suinos); e 6 —
fezes diarreicas. Esse procedimento foi realizado durante os cinco dias de coleta.

A coleta total de fezes foi realizada diariamente. O peso da producao total era
registrado, sendo reservada aliquota de 20%. Ao final de cada fase do experimento,
foram preparadas amostras compostas, por animal, que foram embaladas em sacos
plasticos individuais e armazenadas a -10°C. No final do ensaio, as amostras
compostas, foram descongeladas a temperatura ambiente por 12 horas, colocadas
em bandejas de aluminio e levadas a estufa de ventilagao forgada (55°C) até atingirem
peso constante para determinar a matéria pré-seca. Posteriormente, as amostras
foram moidas em moinho de facas com peneira de 1 mm e acondicionadas em
recipientes plasticos para futuras analises.

As amostras de silagem, concentrado e sobras de alimento foram retiradas e
pesadas diariamente e ao final dos cinco dias de coleta, foram misturadas e
homogeneizadas para obtengdo da amostra composta para cada animal por periodo
experimental. Apos isso, as amostras foram secas em estufa de ventilagdo forcada a
55°C, sendo, posteriormente, moidas em moinho de facas com peneira de 1 mm e
acondicionadas para futuras analises laboratoriais.

Durante as fases de coleta foram disponibilizados 6 L de dgua animal-'.dia™' em
bebedouros individuais, sendo acrescentadas e registradas quantias adicionais de
acordo com a ingestdo dos animais. As sobras de agua foram mensuradas
diariamente através de proveta graduada, sendo os valores registrados para calcular
o volume de agua consumida. Dentro do galpao foi colocado um recipiente de mesmo
volume dos bebedouros (6 L) para se mensurar a evaporag¢ao que, posteriormente, foi

descontada do volume diario consumido para cada animal.

34



2.6 Analises Bromatolégica

As analises laboratoriais foram realizadas nas dependéncias do Laboratério de
Nutricdo Animal da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia de UFT. Para as
determinagdes de matéria seca, cinzas, extrato etéreo e proteina bruta do material
analisado seguiu-se a metodologia proposta por AOAC (1995). Ja para a quantificagao
da fibra em detergente neutro, fibra em detergente acido, celulose, hemiceluloses e
ligninas utilizou-se a metodologia proposta por Van Soest et al. (1991). Para estimativa
dos carboidratos totais (CHT) usou-se a equagao proposta por Sniffen et al. (1992),
segundo a qual, CHT= 100 - (%PB + %EE + %MM) e, para a estimativa dos
carboidratos nao fibrosos (CNF) da silagem foi usada a equagé&o preconizada por Hall
et al. (1999), qual seja, CNF = %CHT - %FDNcp, sendo FDNcp a por¢gédo de FDN
corrigida para cinzas e proteina e em razdo da presencga de uréia nas dietas, os
carboidratos n&o-fibrosos (CNF) dos concentrados foram estimados como proposto
por Hall et al. (2000), em que %CNF = 100 — [(%PB - %PB derivada da uréia + % de
uréia) + %EE + %FDN + %cinzas].

Para o calculo dos nutrientes digestiveis totais (NDT) no ensaio de

digestibilidade utilizou-se a equagao sugerida por Weiss (1999):

NDT = [PBD + CNFD + FDNcpD + (EED = 2,25)]

Onde, PBD; CNFD; FDNcpD e EED significam, respectivamente, consumo de
PB, CNF, FDN e EE digestiveis, com a FDN corrigida para cinzas e proteina.

ApOs a pré-secagem das amostras de sobras e fezes, em estufa a 105°C por
24 horas, foi possivel calcular a matéria seca definitiva e o teor dos nutrientes, e
posteriormente, a digestibilidade aparente destes.

Primeiramente, foi calculado o consumo de nutrientes a partir da formula

proposta por Maynard et al. (1984):

CNut = (Cons X %Cons) — (Sob X %Sob)

Onde:
CNut = consumo do nutriente (kg);

Cons = quantidade de alimento consumido (kg);
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%Cons = teor do nutriente no alimento fornecido (%);
Sob = quantidade de sobra retirada (kg);

%Sob = teor do nutriente nas sobras (%).

Os coeficientes de digestibilidade de matéria seca, matéria organica, proteina
bruta, extrato etéreo, fibra em detergente neutro, fibra em detergente acido, celulose,
hemiceluloses e energia bruta foram feitos a partir da seguinte férmula, de acordo com
Silva e Ledo (1979).

(Ingerido — Excretado)
CDap = Ingerido * 100

Onde:

CDap = coeficiente de digestibilidade aparente (%);

Ingerido = média da quantidade de nutrientes do alimento ingerido (ofertado — sobras)
(kg/dia);

Excretado = média da quantidade de nutriente nas fezes (kg/dia).

O teor de nitrogénio (N) na urina foi determinado pelo método Kjeldahl (SILVA
e QUEIROZ, 2002), com as seguintes adaptagdes:

* Em um mL de amostra de urina, foram adicionados 5 mL de &acido
sulfurico (H2SO4) e mistura catalitica em um tubo de ensaio;

* Iniciou-se a digestdo das amostras em 50°C e aumentou-se a
temperatura gradualmente (a cada 50 °C) até ocorrer a mudancga de cor
da amostra;

* Posteriormente, fez-se a destilagdo das amostras, adicionando um
pouco de agua destilada a amostra digerida. No aparelho de destilagao
adicionou-se 25 mL de hidroxido de sédio 50% (NaOH) e 20 mL de &cido
borico (HsBO3s) em erlenmeyer. O volume de amostra destilada coletada
foi de 100 mL;

* Apoés a destilagao, a amostra foi titulada utilizando acido cloridrico (HCI)
a 0,1N, adicionando o acido até observar mudancga na cor;

* A quantidade de acido gasto na titulagao foi utilizada para calcular o teor
de N da amostra, através da formula:
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VXFCxXN x0,014
%N = P x 100

Onde:

V = volume de HCI 0,1N gasto na titulagao;

FC = fator de correcdo do HCI 0,1N;

N = normalidade do acido utilizado na titulagdo; 0,014 = miliequivalente-grama do
nitrogénio;

P = peso da amostra em gramas.

Posteriormente, foi calculado o consumo de N (CN) através da formula:

CN = [(N fornecido (g) - N das Sobras(g)

O balango de nitrogénio (BN), ou nitrogénio retido, foi obtido utilizando-se a
férmula proposta por Zeoula et al. (2006), considerando-se as quantidades de
nitrogénio consumido (NC); nitrogénio excretado nas fezes (NF) e nitrogénio

excretado na urina (NU).
BN = [(N fornecido g - N das sobras g) - (N nas fezes g + N na urina g)]
A partir destes valores, foi realizado o calculo para nitrogénio de excregéo total
(NET) e nitrogénio enddégeno basal (NEB) de acordo com o AFRC (1993), que
considera o N enddgeno tecidual e as perdas dérmicas de N como 0,35 e 0,018 do

peso metabdlico, respectivamente.

Assim, os valores foram expressos como:

NET(g.d)™* = (NF + NU)

NEB(g.d)™! = (0,35 + 0,018) x PV°75

A energia bruta (EB) foi obtida em calorimetro adiabatico modelo PARR 6200.

Os valores da energia digestivel (ED) foram calculados utilizando-se a técnica direta
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de determinagao de energia com bomba calorimétrica. Para isso, foi medida a energia
contida nas fezes, no alimento ofertado e nas sobras do alimento.

A energia metabolizavel foi obtida através da férmula de Blaxter e Clapperton
(1965), na qual a ED é igual a EB ingerida menos a EB excretada nas fezes. Ja a EM
€ igual a ED menos a EB da urina mais a energia dos gases (EG).

A producdo de metano foi estimada pela seguinte equacéo:

Cm = 0,67 + 0,062 x D

Onde:
Cm = produgao de metano em kcal/ 100 kcal de energia consumida; e
D = digestibilidade aparente da energia bruta do alimento.

A estimativa da energia bruta da urina foi realizada segundo a equacao

proposta por Street et al. (1964):

EU.kcal.gm = 0.027 + 0.119 X (%NU)

2.7 Avaliagao Comportamental

Para a avaliagdo do comportamento ingestivo, os animais foram submetidos a
observacgao visual por 24 horas no penultimo dia de cada periodo de coleta de dados,
perfazendo um total de cinco avaliagbes comportamentais durante o experimento.
Durante o periodo noturno, o ambiente recebeu iluminagao artificial, e por isso, os
animais foram pré-adaptados durante um periodo de cinco dias. Foram observadas,
a cada cinco minutos, as variaveis de ingestao de alimento e de agua, ruminagéo e
ocio, de acordo com a metodologia proposta por Fischer et al. (1998). As observagdes
comportamentais foram realizadas por observadores treinados, em sistema de
revezamento, que se posicionavam de forma estratégica, de modo a nao influenciar o
comportamento natural dos animais. As observagdes foram iniciadas as 8h:00 da
manha com término no mesmo horario do dia seguinte. Os calculos das atividades
foram feitos em minutos por dia, admitindo-se que nos cinco minutos subsequentes a
cada observacdo o animal permaneceu na mesma atividade. Ja o tempo total de

mastigacao foi determinado somando-se os tempos de ingestdo e ruminagéao.
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A eficiéncia alimentar em funcdo do consumo de MS, FDN e FDA foi calculada
dividindo-se o consumo destas variaveis pelo tempo gasto em horas de ingestéo,

ruminagao e mastigacgéo.

EIng = (CMS/CFDN/CFDA)g + Ingestéo (h)

ERum = (CMS/CFDN/CFDA)g -+ Ruminagéo (h)

EMast = (CMS/CFDN/CFDA)g -+ Mastigacao (h)

Onde:
Elng = eficiéncia de ingestdo em grama por hora;
ERum = eficiéncia de ruminagdo em grama por hora;

EMast = eficiéncia de mastigagdo em grama por hora.

2.8 Tamanho de Particula

Para avaliagdo do tamanho de particula da ragao total misturada (RTM) e das
sobras utilizou-se o separador de particula modelo Penn State Particle Size (PSPS),
que continha quatro peneiras, nas quais ficavam retidos diferentes tamanhos de
particulas, sendo eles: >19 mm, entre 19 mm e 8 mm, entre 8 mm e 1,18 mm e
particulas <1,18 mm. O uso do PSPS seguiu a metodologia descrita por Kononoff et
al. (2003). Eram realizados cinco movimentos de vai e vem em um dos lados da
peneira, e entdo o conjunto era girado em 90°, isso se repetiu por oito vezes,
totalizando quarenta movimentos, o conteudo retido em cada peneira era entao
pesado.

Para essa avaliacdo, 2 kg de amostra das RTM's e das sobras foram,
individualmente, homogeneizadas e quarteadas ao final de cada periodo experimental
de forma a se obter quatro amostras de 500 g, as quais foram processadas no PSPS
para se obter a média do tamanho de particula para cada peneira, por tratamento em
cada fase. Na Tabela 3 esta apresentado o perfil de distribuicdo de particulas das
RTM'’s da dieta oferecida da silagem e do concentrado.
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Tabela 3 — Perfil de distribuicdo descritiva das particulas da RTM do ofertado, da
silagem e do concentrado (%) em fungédo dos tamanhos de particulas.

ltens >19 mm 19 mm<8 mm 8 mm<1,18 mm <1,18 mm
(%) (%) (%) (%)
RTM 2,8 14,3 46,6 36,3
Silagem 17,2 53,2 26,6 3,0
Concentrado 0,04 0,08 44,0 54,8

RTM = Racgao Total Misturada; Milimetros = mm.

2.9 Analises Sanguineas

As coletas de sangue foram realizadas sempre antes da primeira refeicdo do
dia, sendo trés coletas por periodo experimental de digestibilidade, para realizagdo de
média dos parametros sanguineos avaliados. As coletas foram feitas por venopungao
jugular com auxilio de vacuntainer® e tubo de ensaio com capacidade de 10 mL sem
anticoagulante. Posteriormente, as amostras de sangue foram centrifugadas por 10
minutos a 4.000 rpm e os plasmas obtidos eram armazenados em flaconetes,
devidamente identificados, sendo mantidos sob refrigeragéo a -8 °C. Os indicadores
bioquimicos determinados no sangue foram: creatinina, ureia, acido urico, proteinas
totais, albumina, colesterol, triglicerideos, aspartatoaminotransferase (AST), gama-
glutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA). As analises bioquimicas no
plasmaforam feitas utilizando-se kits comerciais da Labtest®, em espectrofotémetro da
marca Bioplus® 2000.

Para mensuragéo da glicemia referente a cada fase experimental, as coletas
de sangue foram realizadas por venopuncgao jugular em tubos siliconizados com
anticoagulante (Fluoreto de Sodio com EDTA 10%). O sangue foi centrifugado e o
plasma armazenado em flaconetes para posteriores analises de glicose. Os tempos
de coleta pré-estabelecidos foram 0 h (antes do fornecimento da racéo), 3h, 6h, 9h e
12h poés-prandial. As analises das amostras sanguineas obtidas durante o periodo
experimental foram procedidas no Laboratério de Analise de Alimentos pertencente

ao curso de Zootecnia da UFU, Campus Umuarama.

2.10 Delineamento e Analise Estatistica

O ensaio foi realizado em um delineamento em quadrado latino (5x5) para os
paréametros de fluxo descontinuado e em um delineamento em quadrado latino (5x5)
com medidas repetidas no tempo para os parametros de fluxo continuo (analises

sanguineas), sendo os tratamentos os niveis de inclusdo das enzimas nas dietas e as
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medidas repetidas no tempo, os tempos de coleta (0, 3, 6, 9 e 12h) com cinco

repeticdes, segundo os seguintes modelos estatisticos:

Yijl = p + Dj + Aj + Pl + eijl
Onde:

Yijl = valor referente a observagéo da repeticdo i no tratamento, na linha j e na coluna
I

M = média geral

Di = efeito dos tratamentos (dietas) i (i = 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0%)

Aj = efeito das linhas (animais) j (j = 1; 2; 3; 4; 5)

Pl = efeito das colunas (periodos) | (I = 1; 2; 3; 4; 5)

eijk = erro aleatério associado a observagao.

Yijlk = u + Dj + Aj + Pl + Tk + FTjk + eijlk
Onde:

Yijlk = valor referente a observagao da repeti¢cao i no tratamento, na linha j, na coluna
| e no tempo de coleta k

M = média geral

Di = efeito dos tratamentos (dietas) i (i = 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0%)

Aj = efeito das linhas (animais) j (j = 1; 2; 3; 4; 5)

Pl = efeito das colunas (periodos) | (I = 1; 2; 3; 4; 5)

Tk = efeito do tempo de coleta k (k = 3; 6, 9 e 12h)

DTik = interagc&do dos efeitos do tratamento j com o tempo de coleta k

eijlk = erro aleatério associado a observagao.

Os dados foram submetidos aos testes de Shapiro e Wilk (1965) e Bartlett
(1937) para testar os pressupostos de normalidade e homocedasticidade,
respectivamente. Apos aceitas as pressuposicoes citadas acima, os resultados foram
submetidos a analise de regressao para associar os niveis de enzimas na dieta aos
resultados e os tempos de coleta aos resultados. Observou-se como nivel de
significancia 0,05 de probabilidade de erro tipo |, para tomada de decis&o quanto ao

modelo que melhor explique os resultados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
O consumo de matéria seca (CMS), matéria organica (CMO), proteina bruta

(CPB), extrato etéreo (CEE), fibra em detergente neutro (CFDN), fibra em detergente
acido (CFDA), carboidrato total (CCHT), carboidrato n&o fibroso (CCNF), hemicelulose
(CHem), celulose (CCel) e nutrientes digestiveis totais (CNDT) em (g.animal-'.dia™,
%PV-! e g.kg.PV-075), nao foram influenciados (P>0,05) pela inclusdo da enzima na
dieta (Tabela 4). O CMS g.animal'.dia! médio encontrado no presente estudo foi de
1084,0 g.animal'.dia™! sendo inferior ao obtido por Lee-Rangél et al. (2006) que
avaliaram a adigdo de enzima glicoamilase e observaram média de 1283,2 g.animal
'.dia! para cordeiros mesticos Suffolk. Mota et al. (2011) trabalhando com cordeiros
mesticos Suffolk alimentados com dietas de alto grédo e enzima glicoamilase também
nao observaram melhoria na ingestdo de MS.

Um dos fatores que pode explicar este CMS abaixo do recomendado é que, a
medida que os animais foram se desenvolvendo ao longo do periodo experimental
houve uma queda linear para essas variaveis, ou seja, conforme se aumentou o peso,
as borregas reduziram a ingestdo de MS em relagdo ao PV. Como a ingestdo de
alimento de boa qualidade é controlada essencialmente pela exigéncia de mantenca
e producdo, este resultado fisiologico era esperado, uma vez que, com O
desenvolvimento dos animais, ha uma diminuicdo da energia necessaria para
produgdo, com consequente queda no consumo de alimento em relacdo ao peso
corporal.

Enzimas exégenas podem promover melhorias nos parametros da cinética de
fermentacao ruminal (ELGHANDOUR et al., 2013), assim sendo, esperava-se com a
inclusdo da enzima amilolitica, aumentar a ingestdo de matéria seca e
consequentemente a ingestao dos nutrientes da dieta, uma vez que as enzimas tém
funcao de degradagao aumentando a velocidade de quebra e digestdo dos nutrientes,
0 que por sua vez, retroalimenta a ingestdo de matéria seca por permitir uma maior
taxa de passagem de nutrientes digeridos.

Contudo, diversos fatores regem a variabilidade de resposta na utilizagdo de
enzimas, isso ocorre devido a mecanismos que ainda precisam ser melhor
compreendidos (YANG et al., 2011) como diferengas na atividade enzimatica, taxa e
composi¢cao da aplicagdo, modo e tempo de contato enzimatico, ambiente ruminal,
estabilidade enzimatica neste ambiente, e especificidade enzimatica (ADESOGAN,
2014).
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Na Tabela 5 pode-se observar que houve influéncia (P<0,05) dos tratamentos
sobre a digestibilidade aparente da matéria seca (DMS), matéria organica (DMO),
carboidrato total (DCHT), carboidrato nao fibroso (DCNF) e nutrientes digestiveis
totais (NDT). No presente trabalho a DMS foi de 77,67% para o controle e média de
81% com a adigdo de enzima, sendo que os maiores valores foram observados com
ainclusao de enzima nos niveis de 1,0 e 1,5%, apresentando DMS de 83,24 e 82,57 %,
respectivamente. Cabe ressaltar que, a DMS apresentou comportamento quadratico

e que o ponto de maxima estimado para DMS foi de 0,82% de inclusdo de enzima.

Tabela 5 - Digestibilidade aparente dos nutrientes em borregas alimentadas com
diferentes niveis de enzima amilolitica exdgena na dieta.

Tratamentos Valor de P
Variaveis cv
0% 0,5% 1,0% 15% 2,0% L Q DL
DMS (%) 77,67 80,80 83,24 82,57 80,64 0,048 0,008' 0,889 3,06
DMO (%) 84,35 87,21 88,90 88,36 87,26 0,043 0,0162 0,927 2,490
DPB (%) 86,13 87,77 89,44 89,28 88,08 0,141 0,088 0,911 2,780
DEE (%) 90,17 91,88 92,8 92,37 9193 0,111 0,064 0,904 1,800

DFDN (%) 65,12 71,06 75,02 73,02 71,20 0,093 0,037 0,853 7,690
DFDA (%) 59,34 6544 70,34 68,31 65,78 0,103 0,041 0,875 9,600
DHem (%) 68,29 74,16 77,60 7561 74,18 0,089 0,035 0,822 6,830
DCel (%) 57,26 63,67 68,89 66,73 64,04 0,104 0,041 0,871 10,400
DCHT (%) 83,30 86,69 88,44 87,75 86,64 0,042 0,015 0,892 2,770
DCNF (%) 92,00 94,19 94,57 94,75 93,89 0,029 0,010* 0,792 1,320
DNDT (%) 85,00 88,00 89,00 89,00 88,00 0,037 0,018° 0,946 2,220

Y =77,557441+9,09588X-3,774032X? (R?=98,43%);

2Y = 84,379395+7,184492X-2,896767 X? (R?=98,83%);

3Y = 83,390802+8,077888X-3,266243 X? (R>=98,30%);

4Y = 92,113007+4,477272X-1,803309X? (R?>=97,00%);

SY = 85,824501+6,429068X-2,563797 X? (R?=99,14%).

Digestibilidade da matéria seca — DMS; Digestibilidade da matéria organica — DMO; Digestibilidade da proteina
bruta — DPB; Digestibilidade do extrato etéreo — DEE; Digestibilidade da fibra em detergente neutro — DFDN;
Digestibilidade de carboidrato total — DCHT; Digestibilidade de carboidrato nao fibroso — DCNF; Digestibilidade de
hemicelulose — DHem; Digestibilidade de celulose — DCel; Digestibilidade de nutrientes digestiveis totais — DNDT;
Probabilidade do efeito do tratamento — P; Efeito: L: Linear e Q: Quadratico. Desvio da linearidade (DL);
Coeficiente de variagdo em % (CV).

O efeito quadratico para a DMS no presente trabalho pode ser explicado pela
dosagem da enzima na dieta em cada tratamento, uma vez que, sub-dosagens podem

nao apresentar efeito significativo sobre a degradagéo de um nutriente no ambiente
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ruminal, e super-dosagens podem exceder o limite maximo de enzimas e ocasionar
competicdo por sitios de adesao e degradagao enzimatica com 0s microrganismos
ruminais, diminuindo dessa forma, a eficiéncia ruminal e afetando a digestao total no
trato gastrointestinal (ROJO et al., 2007).

Crosby et al. (2006) trabalhando com ovelhas Criola x Suffolk recebendo niveis
crescentes (0,0; 0,6; 1,2; 1,8; 2,4 e 3,0g) de enzima amilolitica na dieta observaram
melhoria na digestibilidade aparente da matéria seca de 72,8% com o tratamento
controle para 81,7% com a adigdo de enzima.

Os pontos de maxima calculados para DMO e DNDT foram respectivamente
0,88 e 0,89% de inclusdo da enzima, estando bem proximo do ponto de maxima
calculado para DMS que foi 0,82%. Houve efeito (P<0,05) quadratico para a DCHT e
DCNF apresentando pontos de maxima calculados em 0,88 e 0,94% de inclusdo da
enzima, respectivamente. Com a utilizacdo de enzima amilolitica na dieta esperava-
se que houvesse um aumento na digestibilidade do amido afetando dessa forma a
DCNF linearmente, contudo isso nao ocorreu, mostrando que existe um limite maximo
de utilizacio e aproveitamento da enzima no ambiente ruminal.

As enzimas exogenas podem agir diretamente nos alimentos ou estimular
indiretamente a digestdo por potencializar as atividades das enzimas microbianas
(McALLISTER et al., 2001), demonstrando a possibilidade de haver sinergismo entre
enzimas exogenas e microbianas (MORGAVI et al., 2000). No presente trabalho,
observou-se aumento na digestibilidade de alguns componentes da dieta,
evidenciando a efetividade da enzima em aumentar a digestibilidade. O nivel de
enzima que obteve melhor resultado sobre a digestibilidade foi préximo a 1% de
inclusdo, ou seja, niveis abaixo desse ponto podem n&o conter enzimas suficientes
para alterar a digestibilidade e niveis acima podem gerar competicao entre enzimas
microbianas e exdgenas por sitios de ligagdo (BEAUCHEMIN et al., 2004).

O balango de nitrogénio em porcentagem para cada tratamento foi de 53,15;
59,83;57,42; 58,77 e 52,51% respectivamente para 0; 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0% de inclusédo
da enzima (Tabela 6). Observou-se que n&o houve influéncia (P>0,05) dos
tratamentos sobre as variaveis nitrogénio consumido (NC), nitrogénio nas fezes (NF),
nitrogénio excretado na urina (NU), nitrogénio absorvido (NA), balango de nitrogénio
(BN), nitrogénio de excregéao total (NET) e nitrogénio endégeno basal (NEB) (Tabela

6). Alguns trabalhos relatam que pode haver aumento na digestibilidade da PB com a
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adicdo de enzimas amiloliticas na dieta (SALEM, 2015), isso pode estar relacionado
a maior degradagdo do amido do grdo aumentando assim a exposicdo da matriz
proteica ao ataca dos microrganismos. Este fato se baseia na hipotese de que a
melhoria da digestibilidade de um componente da dieta pode fornecer substratos para
bactérias que degradam outros componentes, aumentado dessa forma a

degradabilidade de outros nutrientes no ambiente ruminal.

Tabela 6 - Balango de nitrogénio em borregas alimentadas com diferentes niveis de
enzima amilolitica exbégena na dieta.
Tratamentos Valor de P

Variaveis Cv
0% 05% 1,0% 15% 2,0% L Q DL

NC (g. animal'.dia') 41,15 41,55 39,15 41,55 39,10 0,623 0,926 0,709 14,150
NF (g.animal'.dia’) 833 7,30 6,31 6,60 7,24 0,180 0,076 0,910 19,900
NU (g.animal”.dia’) 10,93 9,38 10,36 10,51 11,32 0,593 0,362 0,758 23,430
NA (g.animal'.dia') 32,81 34,25 32,84 34,94 31,86 0,870 0,532 0,708 15,440
BN (g.animal'.dia’) 21,87 24,86 2248 24,42 20,53 0,668 0,285 0,587 22,050
NET (g.animal'.dia) 19,27 16,68 16,67 17,12 18,57 0,827 0,118 0,910 17,130
NEB (g.animal'.dia’) 8,11 805 8,03 8,10 8,11 0,752 0,148 0,642 1,120

Nitrogénio consumido — NC; Nitrogénio excretado nas fezes — NF; Nitrogénio excretado na urina — NU;
Balango de nitrogénio — BN; Nitrogénio de excrecéo total — NET; Nitrogénio endégeno basal — NEB;
Probabilidade do efeito do tratamento — P; Efeito: L: Linear e Q: Quadratico. Coeficiente de variagéo
em % (CV).

As médias do balango de energia se encontram na Tabela 7. Nao houve
diferenga (P>0,05) para as variaveis consumo de energia bruta (CEB), consumo de
energia digestivel (CED), consumo de energia metabolizavel (CEM) e balango
energético (BENERG), sendo as respectivas médias para essas variaveis 4237,56;
3422,64; 3135,83; e 2326,59 kcal.animal'.dia’. Houve efeito quadratico (P<0,05) do
tratamento sobre a digestibilidade da energia bruta (DEB), tendo ponto de maxima
calculado em 0,82% de inclusdo da enzima. Este efeito era esperado, visto que o
mesmo comportamento quadratico foi observado na DMS, que reflete diretamente a
quantidade de energia digerida. O valor de R? para a variavel EBU foi inferior a 50%,

nao permitindo aceitar a confiabilidade do modelo para essa variavel.
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Tabela 7 - Balangco de energia em borregas alimentadas com diferentes niveis de
enzima amilolitica exdgena na dieta.

Tratamentos Valor de P
Variaveis cv
0,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% L Q DL
CEB 4388,0 4278,2 4148,5 4274,4 4098,4 0,478 0,898 0,870 13,27
DEB% 77,63 80,79 83,24 82,71 80,49 0,043 0,009'" 0,907 3,26
CED 3392,6 3462,3 3448,7 3526,4 3283,0 0,831 0,537 0,902 14,70
EM 3124,9 3220,6 3143,5 3204,6 29855 0,668 0,547 0,908 15,12
EBU 262,19 236,0 299,4 316,02 291,86 0,045%2 0,572 0,119 15,68

BENERG 2134,9 2410,3 2449,6 2462,3 2175,7 0,837 0,153 0,955 19,35

Y = 77,484641+9,390004X-3,930678X? (R?=98,60%);
2Y = 253,2592+27,8568X (R?>=47,82 %).

Consumos de energia bruta — CEB; Digestibilidade aparente da energia bruta — DEB%; Consumos de
energia digestivel — CED: Consumos de energia metabolizavel — CEM; Energia da urina— EBU; Balango
energético — BENERG. Probabilidade do efeito do tratamento — P; Efeito: L: Linear e Q: Quadratico.
Coeficiente de variacdo em % (CV).

O consumo de agua, consumo de agua em fungao do consumo de matéria seca
e volume da urina n&do foram influenciados (P>0,05) pelos tratamentos (Tabela 8). CA
meédio foi de 5,661 L, considerado normal para animais em clima quente, segundo
Nunes (1998).

Pode-se observar que a densidade da urina sofreu influéncia (P<0,05) dos
tratamentos. Foi observado um comportamento linear crescente de 0,001 kg.L para
cada 0,5% de inclusdo da enzima. A densidade especifica da urina esta diretamente
relacionada com a capacidade dos rins do animal em concentra-la. A média de 1,015
kg.L para a densidade urinaria dos animais desse experimento estiveram dentro do
recomendado para pequenos ruminantes que varia de 1,015 a 1,045 kg.L
(CARVALHO, 2008).

Houve efeito (P<0,05) dos tratamentos para o peso das fezes na matéria natural
e escore fecal apresentando comportamento quadratico com a inclusdo da enzima
amilolitica na dieta. Os pontos minimos estimados para o peso das fezes e escore
fecal com 0,74 e 0,70% de inclusdo enzima respectivamente. Em valores absolutos,
o menor CA.animal'.dia! foi para o tratamento 1% de enzima que juntamente com o
escore fecal evidencia uma maior reabsorgéo de agua via intestino grosso, observado
pela aparéncia das fezes, onde esse tratamento obteve escore fecal 2, valor

considerado
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normal segundo Gomes (2008). Associando-se digestibilidade com escore fecal pode-
se inferir que uma menor quantidade de nutrientes chegando ao lumen do intestino
grosso, pode interferir na quantidade de agua a ser absorvida, aumentado a
reabsorgcado de agua e diminuindo a humidade nas fezes.

Na Tabela 9 sdo apresentados os valores relativos ao comportamento ingestivo
e a eficiéncia de alimentagao. Nao houve diferenga (P>0,05) entre os tratamentos para
ingestdo, ruminagdo e mastigagdo dos animais, sendo observadas médias em
porcentagem de 24 horas de 10,29%, 19,00% e 29,16%, respectivamente. A auséncia
de diferenga sobre as variaveis comportamentais com a adigdo da enzima pode estar
relacionada a semelhancga das dietas experimentais.

O tempo despendido em ingestdo e ruminagao esta diretamente relacionado
com a qualidade da dieta, nesse contexto animais consumindo alimentos com elevado
teor de concentrado passam menos tempo exercendo tais atividades.
Consequentemente, a qualidade da dieta tem influéncia direta sobre os tempos de
mastigacao, ja que esta é resultante da soma de ingestao e ruminagao.

Nao houve diferenga (P>0,05) para a variavel 6cio. Pode-se observar que o
tempo despendido em 6cio foi em média 1018,2 minutos, correspondendo a 70,7% do
tempo diario. Considerando-se que as dietas possuiam 80% de concentrado, era
esperado que os animais aumentassem o tempo em 6cio, contudo, essa porcentagem
esta abaixo do encontrado por outros autores que avaliaram o comportamento de
ovinos recebendo altas quantidades de concentrado na dieta e verificaram 79% e 80%
de ocio.dia”’ (MENDES et al., 2010; FORBES, 1983).

Nao houve diferenga (P>0,05) para a eficiéncia de ingestdo, ruminagao e
mastigacdo da MS (Tabela 9). Cirne et al. (2014) trabalhando com cordeiros
alimentados com dietas exclusivas de concentrado encontraram média para eficiéncia
de ingestdo de matéria seca de 415,2 g.h' valor abaixo da média encontrada no
presente trabalho de 463,3 g.h™', ressalta-se que nesse experimento 30% da dieta era

composto por silagem de milho.
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N&o houve diferenga (P>0,05) dos tratamentos sobre a eficiéncia de ingestao,
ruminagédo e mastigacao da FDN e FDA (Tabela 9). As dietas no presente trabalho
eram semelhantes diferindo apenas nas quantidades de enzima fornecida o que
justifica os resultados.

Na Tabela 10 é apresentado o perfil de distribuicdo de particulas, teores PB e
FDN das sobras. Pode-se observar que houve maior porcentagem de particulas na
peneira de 1,18 mm, e no fundo (particulas menores que 1,18 mm), podendo estar
relacionado a composicao da ragao.

As racdes eram compostas por 80% de concentrado que possuiam mais de
50% de particulas menores que 1,18 mm, isso pode explicar a maior concentragao de
particulas abaixo desse tamanho nas sobras. Particulas menores que 1,18 mm podem
passar diretamente pelo reticulo-rumen (POPPI et al., 1980), sem que seja necessario
nenhum dos mecanismos de redugdo de particula, como a mastigagdo durante o
processo de preensdo dos alimentos; a mastigacéo posterior, durante a ruminagao; a
digestao microbiana; e a ruptura devido a friccdo provocada pelas paredes do rumen,
sendo os dois primeiros 0s principais responsaveis pela diminuicdo do tamanho de
particula (FAICHNEY, 1986). Nao houve efeito dos tratamentos sobre os teores de PB
e FDN das sobras, mostrando que a inclusdo da enzima amilolitica exdgena nao

interferiu na seletividade dos animais.

Tabela 10 - Perfil de distribuicdo das particulas, teores (%) de PB e FDN das sobras
de alimento de borregas em fungdo dos tratamentos com inclusdo de enzima
amilolitica exégena na dieta.

Variaveis Tratamentos Valor de P oV
0% 05% 1,0% 15% 20% L Q DL
>19mm (%) 0,76 0,64 1,20 1,22 1,12 0,246 0,700 0,634 75,24
19<8mm (%) 8,15 8,13 9,77 8,67 10,94 0,263 0,769 0,716 40,37
8<1,18mm (%) 34,61 34,65 38,74 39,00 33,89 0,552 0,027 0,165 9,27
<1,18mm (%) 56,46 56,63 50,28 51,10 54,04 0,134 0,122 0,263 8,50
PBSobras 23,69 21,44 23,92 21,23 23,32 0,809 0,275 0,035 7,220
FDNSobras 12,92 14,36 14,51 15,89 14,88 0,078 0,297 0,67 13,770

Efeito Linear (L); Efeito Quadratico (Q); Desvio da linearidade (DL); Coeficiente de variacdo em % (CV);
Milimetros (mm).
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N&o houve diferenga (P>0,05) para creatinina, ureia e acido urico, sendo os
valores médios respectivos para esses metabdlitos de 1,053; 56,45; 0,043 mg/dL
situados dentro dos valores recomendados por Gonzélez e Silva (2006).

Nao houve efeito (P>0,05) para a variavel proteinas totais (PT). O valor médio
para PT foi de 4,48 g/dL estando abaixo do recomendado para a espécie ovina que é
de 6 — 7,9 g/dL (GONZALEZ e SILVA, 2006). Contudo, apesar dos valores de PB
estarem abaixo do que é recomendado a albumina sérica é considerada o indicador
mais sensivel para determinar o status nutricional proteico (PEIXOTO et al., 2010). No
presente estudo, ndo houve diferencga significativa para albumina, estando o valor
médio dentro do esperado para espécie 2,4 — 3,0 g/dL (GONZALEZ e SILVA, 2006).

A atividade enzimatica representada pela aspartatoaminotransferase (AST)
manteve-se no limite considerado normal para a espécie ovina de 60 — 280 UI/L de
acordo com Gonzalez e Silva (2006), mostrando que nenhum dos tratamentos
comprometeu o funcionamento hepatico. De acordo com Herdt (1988) a AST € uma
das enzimas preferenciais para avaliacdo hepatica mostrando-se bem sensivel, mas
com pouca especificidade. J&4 Gonzalez et al. (2000) afirmaram que a AST em niveis
elevados pode indicar transtornos hepaticos.

Pode-se observar na Tabela 11 para a gama-glutamiltransferase (GGT) que em
todos os tratamentos os valores estiveram acima do recomendado por Kaneko et al.
(2008) para a espécie ovina, situada na faixa de 20 — 52 Ul/L. A média encontrada
para a GGT no presente trabalho foi de 74,40 Ul/L e a auséncia de diferenca
significativa pode ser explicada pelo fornecimento de dieta unica, além do manejo e
ambiente semelhantes aos quais as borregas foram submetidas durante todo o
periodo experimental.

N&o houve diferenga (P>0,05) para a fosfatase alcalina (FA). O valor médio
para FA (104,86 UI/L) encontrado esta de acordo com o recomendado por Kaneko et
al. (2008), entre 68 — 387 UI/L. E importante ressaltar que os valores de referéncia
para todos os metabdlitos sanguineos supracitados ndo podem ser considerados
como normais para todas as categorias, visto que esses dados foram obtidos através
de avaliagdes pontuais de animais mantidos em ambiente controlado (MENDONCA et
al, 2008).
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Na Tabela 12 é apresentado o perfil glicémico de borregas alimentadas com
niveis crescentes de enzima amilolitica na dieta. Pode-se observar que ndo houve
diferenga significativa (P>0,05) para a glicemia, isso pode estar relacionado a
semelhanga das dietas nos diversos tratamentos e aos mecanismos que regem a
manutengao da glicemia em ruminantes (KOZLOSKI, 2011).

Os ruminantes possuem uma versatilidade bioquimica diferente dos néo-
ruminantes pois dispdem de varias rotas metabdlicas gliconeogénicas hepaticas para
a manutencgao dos niveis glicémicos na circulagdo no periodo pés-prandial e jejum
(KOZLOSKI, 2011). Conforme destaca Cunningham (2008), o controle deste
metabdlito € realizado pela insulina e pelo glucagon, sob influéncia do cortisol,

mantendo as médias dentro do intervalo da normalidade.

Tabela 12 — Glicemia de borregas (mg/dL) alimentadas com niveis crescentes de
enzima amilolitica exdgena na dieta.

Tempo (h) Valor de P
0 3 6 9 12 L Q DL
0,0% 64,20 62,20 60,20 70,40 61,20 0,900 0,916 0,350
0,5% 62,20 63,40 59,80 47,20 64,60 0,516 0,262 0,097
1,0% 61,40 69,20 64,00 70,40 57,60 0,715 0,157 0,462
1,5% 69,20 73,20 60,00 72,00 60,80 0,307 0,802 0,145 19,47
2,0% 60,00 56,00 66,00 71,20 58,80 0,466 0,300 0,201

Tratamentos

CV(%)

L 0,941 0,891 0,536 0,174 0,651
Q 0,797 0,096 0,838 0,308 0,979
DL 0,512 0,392 0,792 0,017 0,743

Efeito Linear (L); Efeito Quadratico (Q); Desvio da linearidade (DL); Coeficiente de variagéo (CV).

Os niveis de glicose plasmatica estiveram dentro do recomendado por Kaneko
et al. (2008), 50 — 80 mg/dL (Tabela 12). Sdo poucos os trabalhos referentes ao uso
de enzima amilolitica na nutricdo de ovinos e pouco se sabe sobre os mecanismos de
acao desses aditivos, dessa forma, faz-se necessario novas pesquisas que busquem

compreender e elucidar o funcionamento das enzimas no metabolismo de ruminantes.

4. CONCLUSAO
A inclusdo da enzima amilolitica exdgena na dose de 1% da matéria seca da

dieta melhora a digestibilidade aparente da matéria seca, carboidratos totais,
carboidratos ndo fibrosos, nutrientes digestiveis totais e digestibilidade da energia
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bruta e ndo compromete o consumo de nutrientes, o balango de nitrogénio, a glicemia

e o comportamento ingestivo de borregas.
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CAPITULO 3 - CONSUMO, DIGESTIBILIDADE, BALANGO DE NITROGENIO E
ENERGIA, COMPORTAMENTO INGESTIVO E METABOLITOS SANGUINEOS DE
BORREGAS ALIMENTADAS COM NiVEIS CRESCENTES DE ENZIMA
FIBROLITICA EXOGENA NA DIETA
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Trabalho formatado de acordo com as normas do Programa de P6s-Graduagéo em
Ciéncia Animal (PPGcat) Tropical da Universidade Federal do Tocantins

Consumo, digestibilidade, balango de nitrogénio e energia, comportamento
ingestivo e metabdlitos sanguineos de borregas alimentadas com niveis
crescentes de enzima fibrolitica exdgena na dieta

Resumo - O objetivo do presente trabalho foi avaliar o consumo, a digestibilidade, o
comportamento ingestivo e os metabdlitos sanguineos de borregas alimentadas com
niveis crescentes de enzima fibrolitica exdgena na dieta. O ensaio foi realizado em
delineamento em quadrado latino (5x5), com cinco tratamentos e cinco repeticoes.
Foram utilizadas cinco borregas mesticas Santa Inés x Dorper com peso inicial médio
de 46,48 + 5,60 kg e aproximadamente sete meses de idade. Para condugao do
experimento todos os animais utilizados foram alojados em gaiolas metabdlicas
individuais, durante sessenta dias. Os tratamentos consistiram em dieta controle e
quatro niveis de inclusdo de enzima fibrolitica 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%. A enzima foi
administrada diariamente aos animais no momento de oferta da dieta. Nao foi
observada diferenca significativa para os consumos de nutrientes em (g.animal-'.dia-
1), peso vivo (%PV-1) e peso metabdlico (PV-°7%). Ndo houve diferenca significativa
para o coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca, peso das fezes e
escore fecal. O consumo de agua, volume e densidade da urina ndo foram alterados.
O comportamento ingestivo e a eficiéncia de alimentagéo, ruminagao e mastigagéao
nao foram influenciados pelos tratamentos. Os perfis de distribuicido de particulas
das sobras de alimento apresentaram efeito quadratico com a inclusdo da enzima
fibrolitica. Houve diferenga significativa para o metabdlito sanguineo creatinina. A
inclusdo da enzima fibrolitica exdégena néo afetou a glicemia dos animais. A incluséo
de enzima fibrolitica ndo influencia o consumo, o comportamento ingestivo, a
eficiéncia alimentar e a glicemia de ovinos mas altera o perfil de distribuicdo de
particulas das sobras, a densidade da urina e a creatinina plasmatica.

Palavras-chave: fibra, ingestédo, nutrigdo, ovinos, xilanase
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Feed intake, digestibility, nitrogen and energy balance, feeding behavior and
blood metabolites of ewe lambs fed diets with increasing levels of exogenous
fibrolytic enzyme

Abstract - The objective of this study was to evaluate the feed intake, digestibility,
feeding behavior, and blood metabolites of ewe lambs fed diets with increasing levels
of exogenous fibrolytic enzyme. The experiment was conducted using a Latin square
design (5x5), with five treatments and five replicates. Five Santa Inés x Dorper
crossbred ewe lambs with a mean initial body weight of 46.48 + 5.60 kg and aged
seven months were used. All animals were housed in individual metabolic cages for
sixty days. The treatments consisted of a control diet and four inclusion levels of a
fibrolytic enzyme (0.5; 1.0; 1.5 and 2.0%). The enzyme was administered daily during
feed supply. There was no significant difference for nutrient intake in g.animal-'.day-
1, as a percent of body weight (%BW-") and metabolic weight (BW° 7). There was no
significant difference for apparent digestibility coefficient of dry matter, fecal output
weight, and fecal score. Water intake, urine volume and density were not altered by
addition of the fibrolytic enzyme. The feeding behavior and
feeding efficiency, rumination efficiency, and chewing efficiency were not influenced
by the treatments. Enzyme level had a quadratic effect on the particle size distribution
of orts. There was a significant difference in creatinine concentration. The dietary
inclusion of the exogenous fibrolytic enzyme did not affect the blood glucose level of
ewe lambs. The dietary inclusion of a fibrolytic enzyme does not influence the feed
intake, feeding behavior and efficiency, and blood glucose level in ewe lambs.
However, it alters the particle size distribution of orts, urine density, and plasma
creatinine concentration.

Keywords: dietary fiber, ingestion, nutrition, sheep, xylanase
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1. INTRODUGAO
A capacidade dos ruminantes em converter a biomassa vegetal inadequada em

carne e leite para consumo humano é de grande importancia social e agricola. No
entanto, a eficiéncia deste processo depende em grande parte da digestibilidade das
paredes celulares dos vegetais (MEALE et al., 2014).

O uso de aditivos no momento da ensilagem € uma técnica que tem se
mostrado promissora para a melhoria dos processos fermentativos da silagem
(LYNCH et al., 2015). No entanto, mesmo diante do avancgo tecnologico nesta area a
digestibilidade da fibra ainda limita o consumo de energia disponivel nas forragens
pelos ruminantes, contribuindo para uma maior excrecao de nutrientes no ambiente
(BEAUCHEMIN et al., 2003).

Nesse sentido, o uso de aditivos enzimaticos que otimizem a degradagéo
ruminal da fibra surge como proposta para melhorar o desempenho animal. O uso das
enzimas fibroliticas tem por intuito disponibilizar carboidratos soluveis provenientes da
hidrolise da parede celular (LYNCH et al., 2015), os quais podem ser utilizados como
fonte de energia para os ruminantes e, portanto, aumentar a eficiéncia da utilizagao
dos alimentos.

A utilizagao de enzimas fibroliticas em dietas com alto concentrado se justifica,
pelo fato de que as enzimas fibroliticas encontradas hoje no mercado, tem sua
funcionalidade em pH mais baixo, requisito esse encontrado no ambiente ruminal de
animais que consomem altas quantidades de concentrado e, alguns trabalhos indicam
também que ha um aumento da digestibilidade amido com a adicdo de enzimas
fibroliticas nas ragdes.

As enzimas fibroliticas sdo as mais estudas pela comunidade cientifica,
(ADESOGAN et al., 2014). Contudo, pouco se sabe sobre a real utilizagado de enzimas
na nutricdo de ruminantes, visto que o ambiente ruminal, por si s6, € um universo
complexo e dinamico. Compreender a complexidade do ecossistema do rumen e a
natureza das suas interacbes com as paredes celulares da planta é a chave para
otimizar a alimentagao dos ruminantes através do uso de enzimas exdégenas (MEALE
et al., 2014).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o consumo, a digestibilidade, o
balanco de energia e nitrogénio, o comportamento ingestivo e os metabdlitos
sanguineos de borregas alimentadas com niveis crescentes de enzima fibrolitica

exdgena na dieta.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local

O experimento foi conduzido no setor de ovinos e caprinos situado nas
dependéncias da Fazenda Capim Branco pertencente a Universidade Federal de
Uberlandia - UFU, Uberlandia, Minas Gerais. O experimento foi realizado durante os
meses de fevereiro a maio de 2017. Todos os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da UFU, registrado pelo protocolo
de n° 017/16.

2.2 Animais

Foram utilizadas cinco borregas mestigas Santa Inés x Dorper com peso inicial
médio de 46,48 + 5,60 kg e escore da condicdo corporal médio de 3,8 e,
aproximadamente, sete meses de idade. No periodo de adaptacao, todos os animais
foram vermifugados, identificados, pesados e distribuidos aleatoriamente em gaiolas
metabdlicas, as quais eram providas de comedouro, bebedouro, cocho com sal
mineral e dispositivo apropriado para coleta (fezes e urina). O experimento teve
duracao de sessenta dias, divididos em cinco periodos de 12 dias: cinco dias de
adaptacao dos animais as dietas experimentais e as gaiolas metabdlicas; cinco dias
de coleta sanguinea, e das excretas de fezes e urina; um dia para analise do
comportamento ingestivo; e o ultimo dia para avaliagdo da curva glicémica dos
animais, totalizando sete dias de coleta de dados.

Os animais foram pesados em balanga propria para a espécie no primeiro dia
do experimento e no ultimo dia de cada periodo de coleta, obtendo-se, assim, o peso
dos animais ao inicio e término de cada periodo experimental. O peso foi utilizado
para calculo do consumo em gramas por quilo de peso vivo (g. PV-') e peso metabdlico

(9. PV-%7%) ajustando-se a quantidade de sobras a partir deste.

2.3 Alimentacgao

Aa dietas foram calculadas para atender as exigéncias nutricionais de borregas
de porte médio, com ganho médio de 200 g.animal.dia-' (NRC, 2007). A ragdo era
fornecida duas vezes ao dia, as 08h:00 e as 16h:00, na forma de ragao total misturada
(RTM), e o consumo era ajustado de acordo com as sobras do dia anterior, sendo

admitido sobras de 5 a 10% do total fornecido.
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Os animais receberam agua e sal mineral ad libitum. As dietas eram compostas
por silagem de milho e concentrado em uma proporgdo percentual 20V:80C. O

concentrado era composto por milho moido, farelo de soja, sal mineral e ureia (Tabela

1),

Tabela 1 — Proporc¢ao dos ingredientes na composigdo do concentrado experimental
e composigao bromatoldgica da silagem e do concentrado.

Ingredientes g.Kg'’
Milho Moido 605,0
Farelo de Soja 360,0
Ureia 10,0

Sal Mineral 25,0
Alimentos MS PB FDN FDA NDT EE
Concentrado 897,0 245,0 248,0 73,0 818,8 314,0
Silagem 340,0 65,0 566,0 336,0 631,7 24,0

Matéria Seca = MS; Proteina Bruta = PB; Fibra em Detergente Neutro = FDN; Fibra em Detergente
Acido = FDA; Nutrientes Digestiveis Totais = NDT; Extrato Etéreo = EE; Minimo = min.; Maximo =
max.

2.4 Enzima

A enzima utilizada é um produto comercial (FIBROZYME®) composto por
xilanase com 100 u*/g do produto (Tabela 2). Os niveis de enzimas foram calculados
de acordo com as recomendacgodes do fabricante, sendo cada porcentagem de enzima
calculada em funcdo do consumo de matéria seca animal por animal por dia
(kg.animal'.dia'). Para composi¢do dos tratamentos, foram utilizados dois niveis
acima e um nivel abaixo da recomendag¢ao comercial do fabricante (0,0; 0,5; 1,0; 1,5;
2,0%) e o controle, sendo o nivel recomendado 1% para cada kg/MS ingerido. A
quantidade minima de unidades de atividade enzimatica xilanase para cada
tratamento foi 101,2; 202,4; 303,6; e 404,8, respectivamente para os tratamentos 0,5;
1,0; 1,5; e 2,0%. A enzima foi misturada a racdo no momento do fornecimento para os

animais.

Tabela 2 — Descrigédo do produto FIBROZYME?® pelo fabricante.
Produto Fibrozyme Fonte
Enzima Xilanase Levedura |nat_|va_da, Extrato de Yucca, Levedu[a
Min. 100 u*/ seca de cervejaria, Produto seco de fermentacéo
n. u'’9 de Trichoderma longibrachiatum

*Uma unidade de atividade enzimatica xilanase equivale a quantidade de enzima que libera 1 micromol
de xilose por minuto a partir de xilano a pH 5,3 e 50°C.
Aspecto: FIBROZYME® é um pé de coloragdo marrom. Densidade: 620 Kg/m3.

66



2.5 Coleta de Dados
Nos baldes coletores de urina foram adicionados 100 mL de acido cloridrico

(HCI 2N) na véspera de cada coleta, evitando-se, assim, possiveis processos
fermentativos que gerassem perda de nitrogénio por volatilizagdo. O volume total de
urina foi medido com proveta graduada. Para cada animal foi retirada uma aliquota de
20% do volume total colhido diariamente e a amostra foi acondicionada em frasco
plastico (uma amostra composta por animal por periodo experimental) e
imediatamente congelada para posteriores analises. Também foi realizada a
mensuragao da densidade da urina através de refratdmetro portatil.

As fezes passaram por um processo de avaliagao de escore o qual foi realizado
visualmente por um unico avaliador, obedecendo a seguinte escala conforme Gomes
(2008): 1 — fezes ressecadas e sem brilho; 2 — fezes normais; 3 — fezes ligeiramente
amolecidas; 4 — fezes amolecidas perdendo o formato e coladas umas as outras
(cacho de uva); 5 — fezes amolecidas e sem formato normal (fezes de suinos); e 6 —
fezes diarreicas. Esse procedimento foi realizado durante os cinco dias de coleta.

A coleta total de fezes foi realizada diariamente. O peso da producéo total era
registrado, sendo reservada aliquota de 20%. Ao final de cada fase do experimento,
foram preparadas amostras compostas, por animal, que foram embaladas em sacos
plasticos individuais e armazenadas a -10°C. No final do ensaio, as amostras
compostas, foram descongeladas a temperatura ambiente por 12 horas, colocadas
em bandejas de aluminio e levadas a estufa de ventilagao forgcada (55°C) até atingirem
peso constante para determinar a matéria pré-seca. Posteriormente, as amostras
foram moidas em moinho de facas com peneira de 1 mm e acondicionadas em
recipientes plasticos para futuras analises.

As amostras de silagem, concentrado e sobras de alimento foram retiradas e
pesadas diariamente e ao final dos cinco dias de coleta, foram misturadas e
homogeneizadas para obtengcdo da amostra composta para cada animal por periodo
experimental. Apos isso, as amostras foram secas em estufa de ventilagdo forcada a
55°C, sendo, posteriormente, moidas em moinho de facas com peneira de 1 mm e
acondicionadas para futuras analises laboratoriais.

Durante as fases de coleta foram disponibilizados 6 L de agua animal-'.dia™' em
bebedouros individuais, sendo acrescentadas e registradas quantias adicionais de
acordo com a ingestdo dos animais. As sobras de agua foram mensuradas

diariamente através de proveta graduada, sendo os valores registrados para calcular
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o volume de agua consumida. Dentro do galpao foi colocado um recipiente de mesmo
volume dos bebedouros (6 L) para se mensurar a evaporagao que, posteriormente, foi

descontada do volume diario consumido para cada animal.

2.6 Analises Bromatolégica

As analises laboratoriais foram realizadas nas dependéncias do Laboratério de
Nutricdo Animal da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia de UFT. Para as
determinagdes de matéria seca, cinzas, extrato etéreo e proteina bruta do material
analisado seguiu-se a metodologia proposta por AOAC (1995). Ja para a quantificagéo
da fibra em detergente neutro, fibra em detergente acido, celulose, hemiceluloses e
ligninas utilizou-se a metodologia proposta por Van Soest et al. (1991). Para estimativa
dos carboidratos totais (CHT) usou-se a equagéao proposta por Sniffen et al. (1992),
segundo a qual, CHT= 100 — (%PB + %EE + %MM) e, para a estimativa dos
carboidratos nao fibrosos (CNF) da silagem foi usada a equagao preconizada por Hall
et al. (1999), qual seja, CNF = %CHT - %FDNcp, sendo FDNcp a por¢cédo de FDN
corrigida para cinzas e proteina e em razdo da presenca de uréia nas dietas, os
carboidratos n&o-fibrosos (CNF) dos concentrados foram estimados como proposto
por Hall (2000), em que %CNF = 100 — [(%PB - %PB derivada da uréia + % de uréia)
+ %EE + %FDN + %cinzas].

Para o calculo dos nutrientes digestiveis totais (NDT) no ensaio de

digestibilidade utilizou-se a equagao sugerida por Weiss (1999):

NDT = [PBD + CNFD + FDNcpD + (EED = 2,25)]

Onde, PBD; CNFD; FDNcpD e EED significam, respectivamente, consumo de
PB, CNF, FDN e EE digestiveis, com a FDN corrigida para cinzas e proteina.

ApoOs a pré-secagem das amostras de sobras e fezes, em estufa a 105°C por
24 horas, foi possivel calcular a matéria seca definitiva e o teor dos nutrientes, e
posteriormente, a digestibilidade aparente destes.

Primeiramente, foi calculado o consumo de nutrientes a partir da férmula

proposta por Maynard et al. (1984):
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CNut = (Cons X %Cons) — (Sob X %Sob)

Onde:

CNut = consumo do nutriente (kg);

Cons = quantidade de alimento consumido (kg);
%Cons = teor do nutriente no alimento fornecido (%);
Sob = quantidade de sobra retirada (kg);

%Sob = teor do nutriente nas sobras (%).

Os coeficientes de digestibilidade de matéria seca, matéria organica, proteina
bruta, extrato etéreo, fibra em detergente neutro, fibra em detergente acido, celulose,
hemiceluloses e energia bruta foram feitos a partir da seguinte férmula, de acordo com
Silva e Leao (1979).

(Ingerido — Excretado)
Chap = Ingerido x 100

Onde:

CDap = coeficiente de digestibilidade aparente (%);

Ingerido = média da quantidade de nutrientes do alimento ingerido (ofertado — sobras)
(kg/dia);

Excretado = média da quantidade de nutriente nas fezes (kg/dia).

O teor de nitrogénio (N) na urina foi determinado pelo método Kjeldahl (SILVA
e QUEIROZ, 2002), com as seguintes adaptagdes:

* Em um mL de amostra de urina, foram adicionados 5 mL de acido
sulfarico (H2SO4) e mistura catalitica em um tubo de ensaio;

* Iniciou-se a digestdo das amostras em 50°C e aumentou-se a
temperatura gradualmente (a cada 50 °C) até ocorrer a mudancga de cor
da amostra;

* Posteriormente, fez-se a destilacdo das amostras, adicionando um
pouco de agua destilada a amostra digerida. No aparelho de destilagao
adicionou-se 25 mL de hidroxido de sédio 50% (NaOH) e 20 mL de acido
borico (HsBO3s) em erlenmeyer. O volume de amostra destilada coletada

foi de 100 mL;
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* Apés a destilagao, a amostra foi titulada utilizando acido cloridrico (HCI)
a 0,1N, adicionando o acido até observar mudanga na cor;
* A quantidade de acido gasto na titulagao foi utilizada para calcular o teor

de N da amostra, através da férmula:

VXFCXxN x0,014
%N = 3 x 100

Onde:

V = volume de HCI 0,1N gasto na titulagao;

FC = fator de correcdo do HCI 0,1N;

N = normalidade do acido utilizado na titulagdo; 0,014 = miliequivalente-grama do
nitrogénio;

P = peso da amostra em gramas.

Posteriormente, foi calculado o consumo de N (CN) através da férmula:

CN = [(N fornecido (g) - N das Sobras(g)

O balango de nitrogénio (BN), ou nitrogénio retido, foi obtido utilizando-se a
férmula proposta por Zeoula et al. (2006), considerando-se as quantidades de
nitrogénio consumido (NC); nitrogénio excretado nas fezes (NF) e nitrogénio

excretado na urina (NU).
BN = [(N fornecido g - N das sobras g) - (N nas fezes g + N na urina g)]
A partir destes valores, foi realizado o calculo para nitrogénio de excregéo total
(NET) e nitrogénio enddégeno basal (NEB) de acordo com o AFRC (1993), que
considera o N enddégeno tecidual e as perdas dérmicas de N como 0,35 e 0,018 do

peso metabdlico, respectivamente.

Assim, os valores foram expressos como:

NET(g.d)™* = (NF + NU)
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NEB(g.d)™! = (0,35 + 0,018) x PV°75

A energia bruta (EB) foi obtida em calorimetro adiabatico modelo PARR 6200.
Os valores da energia digestivel (ED) foram calculados utilizando-se a técnica direta
de determinag&o de energia com bomba calorimétrica. Para isso, foi medida a energia
contida nas fezes, no alimento ofertado e nas sobras do alimento.

A energia metabolizavel foi obtida através da férmula de Blaxter e Clapperton
(1965), na qual a ED é igual a EB ingerida menos a EB excretada nas fezes. Ja a EM
é igual a ED menos a EB da urina mais a energia dos gases (EG).

A producdo de metano foi estimada pela seguinte equacéo:

Cm=0,67+ 0,062 x D

Onde:
Cm = produgao de metano em kcal/ 100 kcal de energia consumida; e

D = digestibilidade aparente da energia bruta do alimento.

A estimativa da energia bruta da urina foi realizada segundo a equacéao

proposta por Street et al. (1964):

EU.kcal.gm = 0.027 + 0.119 x (%NU)

2.7 Avaliagao Comportamental

Para a avaliagdo do comportamento ingestivo, os animais foram submetidos a
observacgao visual por 24 horas no penultimo dia de cada periodo de coleta de dados,
perfazendo um total de cinco avaliacbes comportamentais durante o experimento.
Durante o periodo noturno, o ambiente recebeu iluminagao artificial, e por isso, os
animais foram pré-adaptados durante um periodo de cinco dias. Foram observadas,
a cada cinco minutos, as variaveis de ingestao de alimento e de agua, ruminagao e
ocio, de acordo com a metodologia proposta por Fischer et al. (1998). As observagoes
comportamentais foram realizadas por observadores treinados, em sistema de
revezamento, que se posicionavam de forma estratégica, de modo a nao influenciar o

comportamento natural dos animais. As observagdes foram iniciadas as 8h:00 da
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manha com término no mesmo horario do dia seguinte. Os calculos das atividades
foram feitos em minutos por dia, admitindo-se que nos cinco minutos subsequentes a
cada observagao o animal permaneceu na mesma atividade. Ja o tempo total de
mastigacéao foi determinado somando-se os tempos de ingestdo e ruminagéao.

A eficiéncia alimentar em funcdo do consumo de MS, FDN e FDA foi calculada
dividindo-se o consumo destas variaveis pelo tempo gasto em horas de ingestéo,

ruminagao e mastigagao.

Elng = (CMS/CFDN/CFDA)g + Ingestio (h)

ERum = (CMS/CFDN/CFDA)g -+ Ruminagdo (h)

EMast = (CMS/CFDN/CFDA)g + Mastigacao (h)

Onde:
Elng = eficiéncia de ingestdo em grama por hora;
ERum = eficiéncia de ruminagdo em grama por hora;

EMast = eficiéncia de mastigagcdo em grama por hora.

2.8 Tamanho de Particula

Para avaliagdo do tamanho de particula da ragao total misturada (RTM) e das
sobras utilizou-se o separador de particula modelo Penn State Particle Size (PSPS),
que continha quatro peneiras, nas quais ficavam retidos diferentes tamanhos de
particulas, sendo eles: >19 mm, entre 19 mm e 8 mm, entre 8 mm e 1,18 mm e
particulas <1,18 mm. O uso do PSPS seguiu a metodologia descrita por Kononoff et
al. (2003). Eram realizados cinco movimentos de vai e vem em um dos lados da
peneira, e entdo o conjunto era girado em 90°, isso se repetiu por oito vezes,
totalizando quarenta movimentos, o conteudo retido em cada peneira era entao
pesado.

Para essa avaliacdo, 2 kg de amostra das RTM's e das sobras foram,
individualmente, homogeneizadas e quarteadas ao final de cada periodo experimental
de forma a se obter quatro amostras de 500 g, as quais foram processadas no PSPS

para se obter a média do tamanho de particula para cada peneira, por tratamento em
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cada fase. Na Tabela 3 esta apresentado o perfil de distribuicdo de particulas das
RTM'’s da dieta oferecida da silagem e do concentrado.

Tabela 3 — Perfil de distribuicdo descritiva das particulas da RTM do ofertado, da
silagem e do concentrado (%) em funcé&o dos tamanhos de particulas.

ltens >19 mm 19 mMm<8 mm 8 mm<1,18 mm <1,18 mm
(%) (%) (%) (%)
RTM 2,8 14,3 46,6 36,3
Silagem 17,2 53,2 26,6 3,0
Concentrado 0,04 0,08 44,0 54,8

RTM = Racgao Total Misturada; Milimetros = mm.

2.9 Analises Sanguineas

As coletas de sangue foram realizadas sempre antes da primeira refeicao do
dia, sendo trés coletas por periodo experimental de digestibilidade, para realizagdo de
meédia dos parametros sanguineos avaliados. As coletas foram feitas por venopungao
jugular com auxilio de vacuntainer® e tubo de ensaio com capacidade de 10 mL sem
anticoagulante. Posteriormente, as amostras de sangue foram centrifugadas por 10
minutos a 4.000 rpm e os plasmas obtidos eram armazenados em flaconetes,
devidamente identificados, sendo mantidos sob refrigeragéo a -8 °C. Os indicadores
bioquimicos determinados no sangue foram: creatinina, ureia, acido urico, proteinas
totais, albumina, colesterol, triglicerideos, aspartatoaminotransferase (AST), gama-
glutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA). As analises bioquimicas no
plasmaforam feitas utilizando-se kits comerciais da Labtest®, em espectrofotémetro da
marca Bioplus® 2000.

Para mensuragéo da glicemia referente a cada fase experimental, as coletas
de sangue foram realizadas por venopuncgao jugular em tubos siliconizados com
anticoagulante (Fluoreto de Sédio com EDTA 10%). O sangue foi centrifugado e o
plasma armazenado em flaconetes para posteriores analises de glicose. Os tempos
de coleta pré-estabelecidos foram 0 h (antes do fornecimento da rac&o), 3h, 6h, 9h e
12h pdés-prandial. As analises das amostras sanguineas obtidas durante o periodo
experimental foram procedidas no Laboratério de Analise de Alimentos pertencente

ao curso de Zootecnia da UFU, Campus Umuarama.
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2.10 Delineamento e Analise Estatistica

O ensaio foi realizado em um delineamento em quadrado latino (5x5) para os
parametros de fluxo descontinuado e em um delineamento em quadrado latino (5x5)
com medidas repetidas no tempo para os parametros de fluxo continuo (analises
sanguineas), sendo os tratamentos os niveis de inclusdo das enzimas nas dietas e as
medidas repetidas no tempo, os tempos de coleta (0, 3, 6, 9 e 12h) com cinco

repeticdes, segundo os seguintes modelos estatisticos:

Yijl =y + Dj + Aj + PI + eijl
Onde:

Yijl = valor referente a observacgao da repeticado i no tratamento, na linha j e na coluna
I

M = média geral

Di = efeito dos tratamentos (dietas) i (i = 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0%)

Aj = efeito das linhas (animais) j (j = 1; 2; 3; 4; 5)

Pl = efeito das colunas (periodos) | (I = 1; 2; 3; 4; 5)

eijk = erro aleatorio associado a observagao.

Yijlk =y + Dj + Aj + Pl + Tk + FTjk + eijlk
Onde:

Yijlk = valor referente a observagao da repeti¢cao i no tratamento, na linha j, na coluna
| e no tempo de coleta k

M = média geral

Di = efeito dos tratamentos (dietas) i (i = 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0%)

Aj = efeito das linhas (animais) j (j = 1; 2; 3; 4; 5)

Pl = efeito das colunas (periodos) | (I = 1; 2; 3; 4; 5)

Tk = efeito do tempo de coleta k (k = 3; 6, 9 e 12h)

DTik = interagcao dos efeitos do tratamento j com o tempo de coleta k

eijlk = erro aleatério associado a observagao.
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Os dados foram submetidos aos testes de Shapiro e Wilk (1965) e Bartlett
(1937) para testar os pressupostos de normalidade e homocedasticidade,
respectivamente. Apos aceitas as pressuposi¢des citadas acima, os resultados foram
submetidos a analise de regressao para associar os niveis de enzimas na dieta aos
resultados e os tempos de coleta aos resultados. Observou-se como nivel de
significancia 0,05 de probabilidade de erro tipo |, para tomada de decis&o quanto ao

modelo que melhor explique os resultados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados dos consumos de nutrientes sao apresentados na Tabela 4. O

fornecimento de niveis crescentes de enzima fibrolitica na dieta de borregas néo
afetou (P>0,05) o consumo de matéria seca (CMS), matéria organica (CMO), proteina
bruta (CPB), extrato etéreo (CEE), fiora em detergente neutro (CFDN), fibra em
detergente acido (CFDA), carboidrato total (CCHT), carboidrato ndo fibroso (CCNF),
hemicelulose (CHem), celulose (CCel), e nutrientes digestiveis totais (CNDT) em
(g.animal.dia™!, %PV-1, g.kg.PV-07%),

Um dos fatores que podem explicar esse menor consumo de nutrientes foi a
idade fisiologica associada a escore condi¢ao corporal (ECC) dos animais, pois esses
apresentavam ECC médio de 4,5 em uma escala de 5. Este fato pode ter contribuido
para o0 menor consumo, levando-se em consideragao a densidade energética da dieta
e que os mesmos estavam em idade fisiolégica elevada e com as exigéncias de
produgao em declinio.

A média para o CMS no presente trabalho foi de 874,0 g.dia’. A ndo
significancia para o consumo dos nutrientes pode estar ligada a diversos fatores,
como, quantidade de enzimas fornecidas, estabilidade da enzima no ambiente
ruminal, tempo necessario para que as enzimas ajam sobre o substrato, pH e
temperatura 6tima no ambiente ruminal e competicdo por sitios de ligagdo com
enzimas microbianas (BEAUCHEMIN et al., 2004).

O consumo de matéria seca em fung¢ao do peso vivo (%PV) e peso metabdlico
(9.kg"PV-07%) apresentaram médias respectivas de 1,74% e 49,39 g.kg'PV-%75, Esses
valores estdo abaixo do que se espera para o consumo de animais dessa categoria.
Cabe ressaltar que os animais do presente trabalho estavam com escore da condicao

corporal médio de 3,8 indicando que os mesmos ja estavam em processo lipogénico
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de acumulo de reservas de gordura. Sabe-se ainda que o tecido adiposo exerce papel
fundamental no controle da saciedade via aumento da produgao de horménio leptina
que induz neurénios anorexigénicos a mandar informagdes para o cérebro inibindo o
apetite (NELSON e COX, 2014).

A digestibilidade dos nutrientes & apresentada na Tabela 5. N&o houve
influéncia (P>0,05) dos tratamentos sobre a digestibilidade da matéria seca (DMS),
matéria organica (DMO), proteina bruta (DPB), extrato etéreo (DEE), fibra em
detergente neutro (DFDN), fibra em detergente acido (DFDA), hemicelulose (DHem),
celulose (DCel), carboidrato total (DCHT), carboidrato n&o fibroso (DCNF) e nutrientes
digestiveis totais (DNDT), sendo médias 87,81; 91,06; 90,60; 71,07; 68,04; 75,22;
66,22; 87,41; 81,57; e 89,54%, respectivamente.

Adesogan et al. (2014) observaram em meta-analise, que 18 tipos de enzimas
fibroliticas comerciais apresentaram atividade 6tima de 78 a 83% em temperaturas de
50 a 77°C, e 61% tiveram atividades 6timas em pH de 4 a 5. Cabe ressaltar que a
temperatura ruminal situasse entre 39 a 42 °C e o pH pode variar de 5 a 7, de acordo
com o tipo de alimento ingerido, tempo de amostragem e frequéncia de fornecimento
de alimentos ao hospedeiro (BERCHIELLI et al., 2011).

A enzima utilizada no presente trabalho € uma xilanase. As xilanases sao uma
classe de enzimas que degradam o polissacarideo linear beta-1,4-xilano em xilose,
decompondo assim a hemicelulose, um dos principais componentes das paredes
celulares das plantas (SUBRAMANIYAN e PREMA, 2002). Dessa forma, esperava-se
um aumento na digestibilidade da hemicelulose e consequentemente da FDN, com a
inclusdo da enzima fibrolitica exégena (EFE) na dieta, o que nao foi observado. A
enzima xilanase testada no presente trabalho tem sua maxima atividade em pH 5,3 e
temperatura 50°C, este fato pode ter influenciado a auséncia de efeito da enzima
sobre o substrato desejado. Nesse contexto, pode-se inferir que a falta de efeito do
tratamento poderia estar ligada a baixa eficiéncia das enzimas fibroliticas no ambiente
ruminal. Contudo, diversos os resultados sao encontrados na literatura apresentando
uma grande inconsisténcia de dados sobre o desempenho animal com o uso de (EFE).

Hernandez et al. (2011) também nao observaram melhoria na digestibilidade
em cordeiros alimentados com dietas com 60% de concentrado com o uso de enzima
fibrolitica. Da mesma forma, Lynch et al. (2015) ndo encontraram efeitos positivos no
uso de EFE sobre a digestibilidade da silagem e feno de alfafa.
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Tabela 5 - Digestibilidade aparente dos nutrientes por borregas alimentadas com
diferentes niveis de enzima fibrolitica exégena na dieta.

Tratamentos Valor de P
Variaveis CcVv
0,0% 05% 1,0% 1,5% 2,0% L Q DL
DMS (%) 81,73 75,02 82,09 80,70 81,50 0,587 0,565 0,234 8,26
DMO (%) 87,28 84,38 89,00 89,03 89,38 0,258 0,808 0,364 5,25
DPB (%) 89,64 8991 9221 91,75 91,77 0,136 0,484 0,679 2,96
DEE (%) 89,91 90,00 90,93 90,99 91,19 0,355 0,883 0,946 2,89

DFDN (%) 70,30 66,84 72,32 72,29 73,60 0,355 0,790 0,684 12,46
DFDA (%) 65,67 69,87 66,78 68,26 69,60 0,469 0,908 0,541 8,68
DHem (%) 73,30 75,82 7591 74,90 76,19 0,569 0,722 0,846 7,76
DCel (%) 63,70 68,32 64,83 66,45 67,81 0,489 0,895 0,515 9,49
DCHT (%) 86,48 86,67 87,81 87,71 88,38 0,193 0,948 0,901 2,84
DCNF (%) 93,31 93,35 93,45 93,67 94,08 0,432 0,754 0,999 1,73
DNDT (%) 88,44 88,63 90,09 90,11 90,42 0,121 0,757 0,839 2,57

Digestibilidade da matéria seca — DMS; Digestibilidade da matéria organica — DMO; Digestibilidade da
proteina bruta — DPB; Digestibilidade do extrato etéreo — DEE; Digestibilidade da fibra em detergente
neutro — DFDN; Digestibilidade de carboidrato total — DCHT; Digestibilidade de carboidrato néo fibroso
— DCNF; Digestibilidade de hemicelulose — DHem; Digestibilidade de celulose — DCel; Digestibilidade
de nutrientes digestiveis totais — DNDT; Probabilidade do efeito do tratamento — P; Efeito: L: Linear e
Q: Quadratico. Desvio da linearidade (DL); Coeficiente de variacdo EM % (CV).

O balango de nitrogénio € apresentado na Tabela 6. Nao houve influéncia
(P>0,05) dos tratamentos sobre as variaveis, nitrogénio consumido (NC), nitrogénio
excretado na urina (NU), nitrogénio absorvido (NA), balan¢co de nitrogénio (BN),
nitrogénio de excrecgao total (NET) e nitrogénio endogeno basal (NEB). Observa-se
que o comportamento do BN foi similar ao CPB, ndo havendo efeito da adigdo da
enzima fibrolitica.

Alguns trabalhos relatam que pode ocorrer aumento na digestibilidade da PB
com a adigdo de enzimas fibrolitica na dieta (SALEM et al., 2015), este fato se baseia
na hipétese de que a melhoria da digestibilidade de um componente da dieta pode
fornecer substratos para bactérias que degradam outros componentes aumentado,
dessa forma, a degradabilidade de outros nutrientes no ambiente ruminal. O balango
de nitrogénio em porcentagem para cada tratamento foi 54,14; 49,15; 59,05; 46,35; e
51,28% respectivamente para 0; 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0% de inclusdo da enzima.
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Houve efeito (P<0,05) quadratico para o nitrogénio nas fezes (NF) com a
inclusdo da enzima na dieta. O ponto de minima calculado para essa variavel foi de
0,53% de inclusdo da enzima. Pode-se inferir que neste ponto houve maior
aproveitamento do nitrogénio ingerido. A utilizacdo de enzimas exdgenas pode
aumentar a quantidade de PB disponivel para o metabolismo microbiano (SALEM et
al., 2015), reduzindo a excregao de nitrogénio nas fezes. Todavia, essa diferenca n&o

causou efeito sobre o balango de nitrogénio.

Tabela 6 - Balango de nitrogénio em borregas alimentadas com diferentes niveis de
enzima fibrolitica exdgena na dieta.
Tratamentos Valor de P

Variaveis Ccv
0,0% 05% 10% 15% 20% L Q DL
NC (g.animal.dia™) 34,69 32,33 32,26 27,14 31,28 0,180 0,442 0,466 18,89
NF (g.animal™.dia™) 712 6,29 4,79 562 5,82 0,032 0,017' 0,280 16,01
NU (g.animal™'.dia™") 8,78 10,15 8,41 8,93 940 0,990 0,860 0,204 17,06
NA (g.animal'.dia™) 27,56 26,04 27,47 21,51 25,45 0,345 0,743 0,399 24,58
BN (g.animal”.dia™") 18,78 15,89 19,05 12,58 16,04 0,381 0,793 0,385 41,42
NET (g.animal'.dia’) 15,90 16,44 13,21 14,56 15,23 0,238 0,140 0,109 12,19

NEB (g.animal'.dia’) 6,88 6,89 692 691 6,86 0982 0,276 0,857 1,22

Y =7,213814-3,161568X+1,255231X? (R?=82,66%)

Nitrogénio consumido — NC; Nitrogénio excretado nas fezes — NF; Nitrogénio excretado na urina — NU;
Nitrogénio excretado no leite — NL; Balango de nitrogénio — BN; Nitrogénio de excregéao total — NET;
Nitrogénio endégeno basal — NEB; Probabilidade do efeito do tratamento — P; Efeito: L: Linear e Q:
Quadratico.

As médias do balango de energia se encontram na Tabela 7. Nao houve efeito
(P>0,05) para as variaveis consumo de energia bruta (CEB), consumo de energia
digestivel (CED), consumo de energia metabolizavel (CEM), energia bruta da urina
(EBU), balanco energético (BENERG) e digestibilidade da energia bruta (DEB), sendo
as respectivas médias para essas variaveis 3384,52; 2789,71; 2502,854; 281,11,
1913,79 g.animal'.dia™', e 81,89%.

No presente trabalho, a DEB médio foi de 80,21% valor considerado alto para
ruminantes. A auséncia de efeito significativo da EFE sobre a digestibilidade pode ser
explicada a medida que, uma sub-dosagem pode néo ter efeito sobre a degradagéo

de um nutriente no ambiente ruminal e uma super-dosagem pode exceder o limite
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maximo de enzima e, assim ocasionar competicado por sitios de adeséo e degradagao
enzimatica com os microrganismos ruminais reduzindo a eficiéncia ruminal e afetando

a digestao total no trato gastrointestinal (ROJO, et al. 2007).

Tabela 7 - Balango de nitrogénio em borregas alimentadas com diferentes niveis de
enzima fibrolitica exdgena na dieta.

Tratamentos Valor de P
Variaveis cv
0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% L Q DL
CEB 3640,14 3497,23 3435,97 3011,49 3337,81 0,176 0,534 0,520 15,86
DEB% 82,30 80,62 82,98 81,17 82,36 0,879 0,763 0,420 3,73
CED 2988,66 2864,09 2856,85 2456,58 2782,39 0,241 0,531 0,453 16,86
CEM 2720,70 2622,36 2551,61 2134,85 2484,75 0,184 0,507 0,421 19,21
EBU 262,19 236,06 299,43 316,02 291,86 0,125 0,572 0,119 15,68

BENERG 2075,00 1994,89 1978,31 1585,65 1935,10 0,284 0,516 0,373 22,68

Consumos de energia bruta — CEB; Digestibilidade aparente da energia bruta — DEB%; Consumos de
energia digestivel — CEDg: Consumos de energia metabolizavel — CEMg; Energia da urina — EBU;
Balango energético — BENERG. Probabilidade do efeito do tratamento — P; Efeito: L: Linear e Q:
Quadratico.

Nao houve efeito do tratamento sobre nenhum dos parametros avaliados
relacionados ao consumo de agua e balango hidrico (Tabela 8) O CA médio foi de
3,796 L.animal'.dia™! estando abaixo do valor considerado normal para animais de
clima quente, que € de 5 a 6 L.animal.”'dia”' (NUNES, 1998).

Nao houve alteragéo (P>0,05) do peso das fezes na matéria natural e escore
fecal. Esses resultados eram esperados ja que no houve diferenca para o CMS. E
importante ressaltar que o escore fecal médio (1,9) é proximo do recomendado para

fezes saudaveis, sendo o escore 2 considerado o ideal (GOMES, 2008).
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Na Tabela 9 sdo apresentados os dados relativos ao comportamento ingestivo
e eficiéncia alimentar de borregas alimentadas com diferentes inclusbes de enzima
fibrolitica exdgena na dieta. Nao houve diferencga significativa (P>0,05) para ingestao,
ruminagdo e mastigacao, sendo observadas médias em porcentagem de 24 h de
10,7%, 17,4% e 28,2%, respectivamente. Era esperado que os tempos de ruminagao
fossem afetados pela adicdo de enzima fibrolitica, visto que essa teoricamente
aumentaria a digestibilidade da fibra, principal fator de estimulo para ruminacgao.

Bowman et al. (2002) avaliaram vacas alimentadas com enzima fibrolitica e ndo
observaram diferenga significativa para ingestdo e ruminagdo. Uma hipotese para a
falta de efeito da adicdo de enzimas exdgenas sobre o comportamento de ruminantes
€ a sua degradacao e utilizagdo pelas bactérias ruminais como fonte de N, uma vez
que as enzimas sao proteinas (REIS et al., 2015).

A variavel é6cio nao foi alterada pelos tratamentos, os animais permaneceram
em media 71,79% do dia em 6cio, deferentemente ao que foi observado por Mendes
et al. (2010) com média de 79% do tempo em 6cio para ovinos alimentados com dieta
composta por 100% de concentrado. O menor tempo em 6cio para os animais do
presente trabalho pode estar relacionado com a porcentagem de inclusdo de
concentrado na dieta (80%).

Nao foi observada diferenga (P>0,05) para a eficiéncia alimentar de ingestéo,
ruminagdo e mastigacdo da matéria seca de borregas alimentadas com niveis
crescentes de enzima fibrolitica exdgena na dieta. Cirne et al. (2014) trabalhando com
cordeiros alimentados com dietas exclusivas de concentrado encontraram média para
eficiéncia de IMS de 0,415 g.h' valor superior @ média encontrada no presente
trabalho de 0,345 g.h-'. Ressalta-se que no presente experimento, 30% da dieta era

composto por silagem de milho.
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Na Tabela 10 é apresentado o perfil de distribuicdo das particulas (%) das
sobras de alimento. Houve diferenga (P<0,05) dos tratamentos para o tamanho de
particula 19<8 mm, que apresentou comportamento quadratico e ponto de maxima
estimado de 0,94% de inclusao da enzima. O seu perfil de distribuicdo das particulas
apresentou maior valor (11,28%) para o tratamento 1% e menor valor (4,92%) para o
controle. Tal fato pode estar relacionado com o aumento na taxa de degradagéo do
alimento no rumen e melhora na colonizagdo dos alimentos pelos microrganismos

ruminais em fungao do tratamento enzimatico (COLOMBATTO et al., 2003).

Tabela 10 — Perfil de distribuicdo de particulas das sobras de alimento em fungéo dos
tratamentos com inclusdo de enzima fibrolitica exégena na dieta.

Peneiras Tratamentos Valor de P oV
0,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% L Q DL
>19 mm (%) 1,00 0,79 0,78 0,74 0,72 0,505 0,755 0,973 76,73
19<8 mm (%) 492 7,30 11,28 7,49 8,26 0,004 0,039 0,070 42,15
8<1,18 mm (%) 38,63 40,82 40,53 41,29 38,24 0,931 0,053 0,660 6,58
<1,18 mm (%) 55,43 51,06 47,39 50,46 52,76 0,372 0,021 0,713 8,79
PB Sobras 22,61 23,93 23,57 24,30 22,83 0,787 0,220 0,730 8,82
FDN Sobras 12,66 14,84 12,84 14,38 13,51 0,641 0,415 0,147 13,27

Y = 4,914629+7,647886X-3,137143X? (R?=63,70%);
Efeito Linear (L); Efeito Quadratico (Q); Desvio da linearidade (DL); Coeficiente de variacao
(CV); Milimetros (mm).

Na Tabela 11 é apresentado o perfil bioquimico sanguineo dos animais. Houve
diferenca (P<0,05) apenas para a creatinina, que apresentou comportamento linear
decrescente de 0,22 mg/dL para cada 0,5% de inclusdo da enzima fibrolitica. Cabe
ressaltar que os valores encontrados no presente trabalho (1,02 mg/dL) sao inferiores
a faixa considerada normal para a espécie 1,2 a 1,9 mg/d, conforme Gonzalez e Silva
(2006). Apesar de menor, o nivel de creatinina plasmatica se aproximou do valor
minimo recomendado, o que pode indicar um bom funcionamento dos rins, visto que
alteracdes na concentragdo plasmatica de creatinina sdo ocasionadas inteiramente
por variagdes na excregao de creatinina, isto &, elas refletem a fungao renal (MEYER
e HARVEY, 2004).
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Na tabela 12 é apresentado o perfil glicémico de borregas alimentadas com
niveis crescentes de enzima fibrolitica. Pode-se observar que nao houve diferenca
significativa (P>0,05) na glicemia.lsso pode estar relacionado a semelhanga das
dietas nos diversos tratamentos e aos mecanismos que regem a manutengao da
glicemia em ruminantes (KOZLOSKI, 2011).

Os ruminantes apresentam uma versatilidade bioquimica com diversas rotas
metabdlicas gliconeogénicas hepaticas para a manutengéo dos niveis glicémicos na
circulagao no periodo poés-prandial e jejum (KOZLOSKI, 2011). O controle deste
metabdlito € realizado pela insulina e pelo glucagon, sob influéncia do cortisol,
mantendo as meédias dentro do intervalo da normalidade (CUNNINGHAM, 2008). No
presente trabalho, os niveis de glicose plasmatica estiveram proximo do padrédo de
normalidade 50 — 80 mg/dL sugerido por Kaneko et al. (2008).

Sao poucos os trabalhos na literatura referentes ao uso de enzimas fibroliticas
exdgenas na nutricdo de ovinos e pouco se sabe sobre os mecanismos de agao
desses aditivos em ruminantes, dessa forma faz-se necessario novas pesquisas que
busquem compreender e elucidar o funcionamento desses aditivos na nutricado de

ruminantes.

Tabela 12 — Glicemia de borregas (mg/dL) alimentadas com niveis crescentes de
enzima fibrolitica na dieta.

Tempo (H) Valor De P
Variaveis CV %
0 3 6 9 12 L Q DL
0,0% 78,20 85,60 77,60 76,00 72,20 0,395 0,594 0,787
0,5% 66,00 77,00 73,80 80,60 68,20 0,752 0,223 0,714
1,0% 78,60 81,60 88,20 8140 77,60 0,931 0,369 0,882

1,5% 65,40 79,40 78,20 69,40 69,40 0,937 0,238 0,633

2,0% 82,80 90,20 65,00 84,20 82,80 0,813 0,373 0,102 1976
L 0,662 0,556 0,295 0,791 0,260
Q 0,159 0,176 0,072 0,744 0,461
DL 0,130 0,744 0,271 0,205 0,375

Efeito Linear (L); Efeito Quadratico (Q); Desvio da linearidade (DL); Coeficiente de variagdo (CV).
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4. CONCLUSAO

A inclusdo de enzima fibrolitica nao influencia o consumo, o comportamento
ingestivo, a eficiéncia alimentar e a glicemia de ovinos mas altera o perfil de

distribuicao de particulas das sobras, a densidade da urina e a creatinina plasmatica.
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CAPITULO 4 - CONSUMO, DIGESTIBILIDADE, BALANGO DE NITROGENIO E
ENERGIA, COMPORTAMENTO E METABOLITOS SANGUINEOS DE
BORREGAS ALIMENTADAS COM NiVEIS CRESCENTES DE UM COMPLEXO
ENZIMATICO EXOGENO

Trabalho formatado de acordo com as normas do Programa de P6s-Graduagéo em
Ciéncia Animal (PPGcat) Tropical da Universidade Federal do Tocantins
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Consumo, digestibilidade, balango de nitrogénio e energia, comportamento e
metabdlitos sanguineos de borregas alimentadas com niveis crescentes de um
complexo enzimatico exégeno

Resumo — Objetivou-se com o presente estudo avaliar o consumo, a digestibilidade,
balanco de nitrogénio e energia, o comportamento e os metabdlitos sanguineos de
borregas alimentadas com niveis crescentes de um complexo enzimatico exdégeno na
dieta. O ensaio foi realizado em um delineamento em quadrado latino (5x5), com cinco
tratamentos e cinco repeticdes. Foram utilizadas cinco borregas mesticas Santa Inés
x Dorper com peso inicial médio de 61,16 £ 5,80 kg e aproximadamente oito meses
de idade. Para condugao do experimento todos os animais utilizados foram alojados
em gaiolas metabdlicas individuais, durante sessenta dias. Os tratamentos
consistiram em dieta controle e quatro niveis de inclusao 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0% de um
complexo enzimatico composto por pectinase, protease, fitase, betaglucanase,
xilanase, celulase e amilase adicionado na dieta. O complexo enzimatico foi
administrado diariamente aos animais no momento de oferta da dieta. Ndo foi
observada diferenga significativa para o consumo de nutrientes (g.animal-'.dia™),
consumo de matéria seca em fungdo do peso vivo (%PV-") e peso metabdlico (PV-
0.75), O coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca, peso das fezes e
escore fecal ndo foram afetados pelos tratamentos. Ndo houve alteragdes no consumo
de agua, volume e densidade de urina. A eficiéncia de ruminagao e mastigagao, assim
como, o comportamento dos animais n&o foi afetado com a inclusdo do complexo
enzimatico. A distribuicdo de particulas das sobras de alimento ndo apresentou efeito
com a inclusdo do complexo enzimatico. Houve diferenga significativa para os
metabdlitos sanguineos albumina e aspartatoaminotransferase apresentando
comportamento linear decrescente. A inclusdo do complexo enzimatico exdégeno nao
influencia o consumo de matéria seca, o consumo de agua, e o perfil de distribuicao
de particula de sobras das dietas. No entanto, a glicemia e a concentracéo sérica de
albumina e aspartatoaminotransferase foram afetadas.

Palavras-chave: amilase, ingestédo, nutricdo, ovinos, pectinase, proteases
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Feed intake, digestibility, nitrogen and energy balance, feeding behavior and
blood metabolites of ewe lambs fed diets with increasing levels of an
exogenous enzyme complex

Abstract — The objective of this study was to evaluate the feed intake, digestibility,
nitrogen and energy balance, feeding behavior, and blood metabolites of ewe lambs
fed diets with increasing levels of an exogenous enzyme complex. The experiment was
conducted using a Latin square design (5x5), with five treatments and five replicates.
Five Santa Inés x Dorper crossbred ewe lambs with a mean initial body weight of 61.16
+ 5.80 kg and aged eight months were used. All animals were housed in individual
metabolic cages for sixty days. The treatments consisted of a control diet and four
inclusion levels of an enzyme complex composed of pectinase, protease, phytase,
beta-glucanase, xylanase, cellulase, and amylase. The enzyme complex was
administered daily during feed supply. There was no significant difference for nutrient
intake in g.animal'.day"!, as a percent of body weight (%BW-') and metabolic weight
(BWO75). The apparent digestibility coefficient of dry matter, fecal output weight, and
fecal score, as well as the water intake, urine volume and density, were not affected
by dietary treatments. The feeding efficiency, rumination efficiency, and feeding
behavior were not influenced by the inclusion of the enzyme complex. Enzyme
inclusion did not affect the particle size distribution of orts. There was a significant
difference for the blood metabolites albumin and aspartate aminotransferase, with a
negative linear response. The dietary inclusion of the exogenous enzyme complex did
not affect the feed intake, water intake, and the particle size distribution of orts. On the
other hand, the blood glucose level and the serum concentration of albumin and
aspartate aminotransferase were altered by the dietary inclusion of the enzyme
complex.

Keywords: amylase, ingestion, nutrition, sheep, pectinase, proteases
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1. INTRODUGAO
A utilizacdo de enzimas exdégenas na nutrigdo de ruminantes vem sendo cada

vez mais estudadas, devido ao grande potencial que estas podem fornecer a nutrigcdo
e, consequentemente, a producédo animal por aumentar a disponibilidade ruminal dos
nutrientes e diminuir o desperdicio (REIS et al., 2015).

Para atingir maximo beneficio com o uso de enzimas na nutrigdo de ruminantes,
um grande numero de enzimas diferentes, ou uma enzima com agao sobre diversos
substratos poderia ser usado na dieta, visto que as ragdes de ruminantes sao
compostas por uma enorme variedade de alimentos incluindo volumosos,
concentrados, sub e coprodutos (TAKIYA, 2016).

As amilases sao enzimas que hidrolizam as moléculas de amido em polimeros
compostos por unidades de glicose (REDDY et al., 2003). As exopeptidases atuam na
quebra das ligagdes peptidicas proximas aos grupos amino ou carboxilico terminal da
proteina, enquanto as endopeptidases promovem a lise de ligagbes distantes dos
grupos amino ou carboxilicos terminais (NELSON e COX, 2014). As pectinases sao
utilizadas em conjunto com outras enzimas para reduzir a viscosidade da ragao
animal, a fim de aumentar a absorcéo e a liberagao de nutrientes através da hidrolise
das fibras (JAYME et al., 2011). Xilanases catalisam a hidrolise de ligagdes 1,4-beta-
D-xilossidicas em xilanos que sao constituintes da hemicelulose, um componente
estrutural das paredes celulares da planta (KAMBLE e JADHAV, 2012).

O complemento das dietas de ruminantes com enzimas exdgenas tem potencial
para melhorar a digestibilidade da parede celular da planta e, portanto, a eficiéncia da
utilizacdo dos alimentos (MEALE et al., 2014). Contudo, poucos trabalhos sao
encontrados na literatura referentes a utilizacdo de complexos enzimaticos na
alimentacao de ruminantes, sendo assim se faz necessario estudos que foquem em
como esses aditivos interagem no metabolismo e nutrigdo de ruminantes.

Objetivou-se com o presente trabalho foi avaliar o consumo, a digestibilidade,
o balango de energia e nitrogénio, o comportamento e os metabdlitos sanguineos de
borregas alimentadas com niveis crescentes de um complexo enzimatico exdégeno

comercial.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local

O experimento foi conduzido no setor de ovinos e caprinos situado nas
dependéncias da Fazenda Capim Branco pertencente a Universidade Federal de
Uberlandia - UFU, Uberlandia, Minas Gerais. O periodo experimental foi realizado
durante os meses de fevereiro a maio de 2017. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da UFU, registrado
pelo protocolo de n° 017/16.

2.2 Animais

Foram utilizadas cinco borregas mestigas Santa Inés x Dorper com peso inicial
médio de 61,16 + 5,80 kg e escore da condigéo corporal 4,4 e aproximadamente oito
meses de idade. No periodo de adaptacéo, todos os animais foram vermifugados,
identificados, pesados e distribuidos aleatoriamente em gaiolas metabdlicas, as quais
eram providas de comedouro, bebedouro, cocho com sal mineral e dispositivo
apropriado para coleta de fezes e urina. O experimento teve duracio de sessenta dias,
divididos em cinco periodos de 12 dias: cinco dias de adaptacao dos animais as dietas
experimentais e as gaiolas metabdlicas; cinco dias de coleta sanguinea e das excretas
de fezes e urina; um dia para analise do comportamento ingestivo; e o ultimo dia para
avaliacéo da curva glicémica dos animais, totalizando sete dias de coleta de dados.

Os animais foram pesados em balanca propria para a espécie no primeiro dia
do experimento e no ultimo dia de cada periodo de coleta, obtendo-se, assim, o peso
dos animais ao inicio e término de cada periodo experimental. O peso foi utilizado
para céalculo do consumo em gramas por quilo de peso vivo (g. PV-') e peso metabdlico

(9. PV-%7%) ajustando-se a quantidade de sobras a partir deste.

2.3 Alimentagao

Aa dietas foram calculadas para atender as exigéncias nutricionais de borregas
de porte médio, com ganho médio de 200 g.animal.dia”' (NRC, 2007). A ragéo era
fornecida duas vezes ao dia, as 08h:00 e as 16h:00, na forma de ragao total misturada
(RTM), e o consumo era ajustado de acordo com as sobras do dia anterior, sendo
admitido sobras de 5 a 10% do total fornecido.

Os animais receberam agua e sal mineral ad libitum. As dietas eram compostas

por silagem de milho e concentrado em uma proporgdo percentual 20V:80C. O
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concentrado era composto por milho moido, farelo de soja, sal mineral e ureia (Tabela
1.

Tabela 1 — Proporg¢ao dos ingredientes na composigdo do concentrado experimental
e composi¢cao bromatoldgica da silagem e do concentrado.

Ingredientes g.Kg'!
Milho Moido 605,0
Farelo de Soja 360,0
Ureia 10,0

Sal Mineral 25,0
Alimentos MS PB FDN FDA NDT EE
Concentrado 897.,0 245,0 248,0 73,0 818,8 314,0
Silagem 340,0 65,0 566,0 336,0 631,7 24,0

Materia Seca = MS; Proteina Bruta = PB; Fibra em Detergente Neutro = FDN; Fibra em Detergente
Acido = FDA; Nutrientes Digestiveis Totais = NDT; Extrato Etéreo = EE; Minimo = min.; Maximo =
max.

2.4 Enzima
As enzimas utilizadas compdem um produto comercial (ALLZYME® SSF)

constituido por pectinase, protease, fitase, betaglucanase, xilanase, celulase e
amilase (Tabela 2). Os niveis de enzimas foram calculados de acordo com as
recomendagdes do fabricante, sendo cada porcentagem de enzima calculada em
funcdo do consumo de matéria seca por animal por dia (CMS.animal-'.dia"'). Foram
utilizados dois niveis acima e um nivel abaixo da recomendacdo comercial do
fabricante (0; 0,5; 1; 1,5; 2,0%) e o controle, sendo o nivel recomendado 1%. O
complexo enzimatico foi misturado a racdo no momento do fornecimento para os

animais.

Tabela 2 — Descrigdo do produto ALLZYME® SSF pelo fabricante.
Produto Allzyme Composicao Basica
Pectinase (min) 4000 u*'/g
Protease (min.) 700 u*?/g
Fitase (min.) 300 u*3¥/g
Betaglucanase (min.) 200 u*4/g
Xilanase (min.) 100 u*%/g
Celulase (min.) 40 u*8/g
Amilase (min.) 30 u*’/g

*Uma unidade de atividade enzimatica equivale a quantidade de enzima que dextriniza 1 grama de

substrato soltvel por minuto, a pH 4,8 e 30°C. Aspecto: ALLZYME® SSF é um granulado de coloragéo
castanha de odor levemente maltado. Densidade volumétrica: 580 kg/m3.

Produto de fermentacao de
Aspergillus niger

Na Tabela 3 estdo apresentadas as quantidades de unidades de atividade
enzimatica de cada enzima na constituicdo total dos quatro niveis de complexo

enzimatico avaliados.
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Tabela 3 — Numero de unidades de atividade enzimatica para cada enzima por
tratamento.

Trat Pect Prot Fitase Betag Xila Celu Amil

0,5% 5368 939,4 402,6 268,4 134,2 53,68 40,26
1,0% 10736 1878,8 805,2 536,8 268,4 107,36 80,52
1,5% 16104  2818,2 1207,8 805,2 402,6 161,04 120,78
2,0% 21472 37576 16104 1073,6 536,8 214,72 161,04

Tratamento — Trat; Pectinase — Pect; Protease — Prot; Betaglucanase — Betag; Celulase — Cely;
Xilanase — Xila; Amilase — Amil.

2.5 Coleta de Dados
Nos baldes coletores de urina foram adicionados 100 mL de acido cloridrico

(HCI 2N) na véspera de cada coleta, evitando-se, assim, possiveis processos
fermentativos que gerassem perda de nitrogénio por volatilizagdo. O volume total de
urina foi medido com proveta graduada. Para cada animal foi retirada uma aliquota de
20% do volume total colhido diariamente e a amostra foi acondicionada em frasco
plastico (uma amostra composta por animal por periodo experimental) e
imediatamente congelada para posteriores analises. Também foi realizada a
mensuracao da densidade da urina através de refratdmetro portatil.

As fezes passaram por um processo de avaliagcao de escore o qual foi realizado
visualmente por um unico avaliador, obedecendo a seguinte escala conforme Gomes
(2008): 1 — fezes ressecadas e sem brilho; 2 — fezes normais; 3 — fezes ligeiramente
amolecidas; 4 — fezes amolecidas perdendo o formato e coladas umas as outras
(cacho de uva); 5 — fezes amolecidas e sem formato normal (fezes de suinos); e 6 —
fezes diarreicas. Esse procedimento foi realizado durante os cinco dias de coleta.

A coleta total de fezes foi realizada diariamente. O peso da producao total era
registrado, sendo reservada aliquota de 20%. Ao final de cada fase do experimento,
foram preparadas amostras compostas, por animal, que foram embaladas em sacos
plasticos individuais e armazenadas a -10°C. No final do ensaio, as amostras
compostas, foram descongeladas a temperatura ambiente por 12 horas, colocadas
em bandejas de aluminio e levadas a estufa de ventilagcao forgada (55°C) até atingirem
peso constante para determinar a matéria pré-seca. Posteriormente, as amostras
foram moidas em moinho de facas com peneira de 1 mm e acondicionadas em

recipientes plasticos para futuras analises.
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As amostras de silagem, concentrado e sobras de alimento foram retiradas e
pesadas diariamente e ao final dos cinco dias de coleta, foram misturadas e
homogeneizadas para obten¢gdo da amostra composta para cada animal por periodo
experimental. Apos isso, as amostras foram secas em estufa de ventilagao forgada a
55°C, sendo, posteriormente, moidas em moinho de facas com peneira de 1 mm e
acondicionadas para futuras analises laboratoriais.

Durante as fases de coleta foram disponibilizados 6 L de agua animal-'.dia"' em
bebedouros individuais, sendo acrescentadas e registradas quantias adicionais de
acordo com a ingestdo dos animais. As sobras de agua foram mensuradas
diariamente através de proveta graduada, sendo os valores registrados para calcular
o volume de agua consumida. Dentro do galp&o foi colocado um recipiente de mesmo
volume dos bebedouros (6 L) para se mensurar a evaporagao que, posteriormente, foi

descontada do volume diario consumido para cada animal.

2.6 Analises Bromatolégica

As analises laboratoriais foram realizadas nas dependéncias do Laboratério de
Nutricdo Animal da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia de UFT. Para as
determinagdes de matéria seca, cinzas, extrato etéreo e proteina bruta do material
analisado seguiu-se a metodologia proposta por AOAC (1995). Ja para a quantificagao
da fibra em detergente neutro, fibra em detergente acido, celulose, hemiceluloses e
ligninas utilizou-se a metodologia proposta por Van Soest et al. (1991). Para estimativa
dos carboidratos totais (CHT) usou-se a equagao proposta por Sniffen et al. (1992),
segundo a qual, CHT= 100 — (%PB + %EE + %MM) e, para a estimativa dos
carboidratos nao fibrosos (CNF) da silagem foi usada a equagéao preconizada por Hall
et al. (1999), qual seja, CNF = %CHT - %FDNcp, sendo FDNcp a por¢gédo de FDN
corrigida para cinzas e proteina e em razdo da presenga de uréia nas dietas, os
carboidratos nao-fibrosos (CNF) dos concentrados foram estimados como proposto
por Hall (2000), em que %CNF = 100 — [(%PB - %PB derivada da uréia + % de uréia)
+ %EE + %FDN + %cinzas].

Para o calculo dos nutrientes digestiveis totais (NDT) no ensaio de

digestibilidade utilizou-se a equagao sugerida por Weiss (1999):

NDT = [PBD + CNFD + FDNcpD + (EED = 2,25)]
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Onde, PBD; CNFD; FDNcpD e EED significam, respectivamente, consumo de

PB, CNF, FDN e EE digestiveis, com a FDN corrigida para cinzas e proteina.

ApOs a pré-secagem das amostras de sobras e fezes, em estufa a 105°C por
24 horas, foi possivel calcular a matéria seca definitiva e o teor dos nutrientes, e
posteriormente, a digestibilidade aparente destes.

Primeiramente, foi calculado o consumo de nutrientes a partir da féormula

proposta por Maynard et al. (1984):

CNut = (Cons X %Cons) — (Sob X %Sob)

Onde:

CNut = consumo do nutriente (kg);

Cons = quantidade de alimento consumido (kg);
%Cons = teor do nutriente no alimento fornecido (%);
Sob = quantidade de sobra retirada (kg);

%Sob = teor do nutriente nas sobras (%).

Os coeficientes de digestibilidade de matéria seca, matéria orgéanica, proteina
bruta, extrato etéreo, fibra em detergente neutro, fibra em detergente acido, celulose,
hemiceluloses e energia bruta foram feitos a partir da seguinte formula, de acordo com
Silva e Ledo (1979).

(Ingerido — Excretado)
CDap = Ingerido x 100

Onde:

CDap = coeficiente de digestibilidade aparente (%);

Ingerido = média da quantidade de nutrientes do alimento ingerido (ofertado — sobras)
(kg/dia);

Excretado = média da quantidade de nutriente nas fezes (kg/dia).

O teor de nitrogénio (N) na urina foi determinado pelo método Kjeldahl (SILVA

e QUEIROZ, 2002), com as seguintes adaptagdes:
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Onde:

Em um mL de amostra de urina, foram adicionados 5 mL de acido
sulfurico (H2SO4) e mistura catalitica em um tubo de ensaio;

Iniciou-se a digestdo das amostras em 50°C e aumentou-se a
temperatura gradualmente (a cada 50 °C) até ocorrer a mudancga de cor
da amostra;

Posteriormente, fez-se a destilagdo das amostras, adicionando um
pouco de agua destilada a amostra digerida. No aparelho de destilagao
adicionou-se 25 mL de hidroxido de sédio 50% (NaOH) e 20 mL de &cido
bdrico (H3BO3) em erlenmeyer. O volume de amostra destilada coletada
foi de 100 mL;

Apos a destilagao, a amostra foi titulada utilizando acido cloridrico (HCI)
a 0,1N, adicionando o acido até observar mudancga na cor;

A quantidade de acido gasto na titulagao foi utilizada para calcular o teor

de N da amostra, através da formula:

VX FCxN x0,014
%N = P x 100

V = volume de HCI 0,1N gasto na titulagao;
FC = fator de correcdo do HCI 0,1N;

N = normalidade do acido utilizado na titulagdo; 0,014 = miliequivalente-grama do

nitrogénio;

P = peso da amostra em gramas.

Posteriormente, foi calculado o consumo de N (CN) através da férmula:

CN = [(N fornecido (g) - N das Sobras(g)

O balango de nitrogénio (BN), ou nitrogénio retido, foi obtido utilizando-se a

férmula proposta por Zeoula et al. (2006), considerando-se as quantidades de

nitrogénio consumido (NC); nitrogénio excretado nas fezes (NF) e nitrogénio

excretado na urina (NU).

BN = [(N fornecido g - N das sobras g) - (N nas fezes g + N na urina g)]
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A partir destes valores, foi realizado o calculo para nitrogénio de excregéo total
(NET) e nitrogénio endogeno basal (NEB) de acordo com o AFRC (1993), que
considera o N enddgeno tecidual e as perdas dérmicas de N como 0,35 e 0,018 do
peso metabdlico, respectivamente.

Assim, os valores foram expressos como:

NET(g.d)™* = (NF + NU)

NEB(g.d)™! = (0,35 + 0,018) x PV %75

A energia bruta (EB) foi obtida em calorimetro adiabatico modelo PARR 6200.
Os valores da energia digestivel (ED) foram calculados utilizando-se a técnica direta
de determinag&o de energia com bomba calorimétrica. Para isso, foi medida a energia
contida nas fezes, no alimento ofertado e nas sobras do alimento.

A energia metabolizavel foi obtida através da férmula de Blaxter e Clapperton
(1965), na qual a ED é igual a EB ingerida menos a EB excretada nas fezes. Ja a EM
é igual a ED menos a EB da urina mais a energia dos gases (EG).

A producdo de metano foi estimada pela seguinte equacéo:
Cm=0,67+ 0,062 x D
Onde:
Cm = produgao de metano em kcal/ 100 kcal de energia consumida; e

D = digestibilidade aparente da energia bruta do alimento.

A estimativa da energia bruta da urina foi realizada segundo a equacao

proposta por Street et al. (1964):

EU.kcal.gm = 0.027 + 0.119 x (%NU)

2.7 Avaliagao Comportamental
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Para a avaliagdo do comportamento ingestivo, os animais foram submetidos a
observacao visual por 24 horas no penultimo dia de cada periodo de coleta de dados,
perfazendo um total de cinco avaliagbes comportamentais durante o experimento.
Durante o periodo noturno, o ambiente recebeu iluminagao artificial, e por isso, os
animais foram pré-adaptados durante um periodo de cinco dias. Foram observadas,
a cada cinco minutos, as variaveis de ingestdo de alimento e de agua, ruminagéo e
ocio, de acordo com a metodologia proposta por Fischer et al. (1998). As observagdes
comportamentais foram realizadas por observadores treinados, em sistema de
revezamento, que se posicionavam de forma estratégica, de modo a nao influenciar o
comportamento natural dos animais. As observagdes foram iniciadas as 8h:00 da
manha com término no mesmo horario do dia seguinte. Os calculos das atividades
foram feitos em minutos por dia, admitindo-se que nos cinco minutos subsequentes a
cada observagao o animal permaneceu na mesma atividade. Ja o tempo total de
mastigacao foi determinado somando-se os tempos de ingestdo e ruminagao.

A eficiéncia alimentar em fungdo do consumo de MS, FDN e FDA foi calculada
dividindo-se o consumo destas variaveis pelo tempo gasto em horas de ingestéo,

ruminagao e mastigagao.

Elng = (CMS/CFDN/CFDA)g + Ingestio (h)

ERum = (CMS/CFDN /CFDA)g = Ruminagdo (h)

EMast = (CMS/CFDN/CFDA)g + Mastigacao (h)

Onde:
Elng = eficiéncia de ingestdo em grama por hora;
ERum = eficiéncia de ruminagdo em grama por hora;

EMast = eficiéncia de mastigagcdo em grama por hora.

2.8 Tamanho de Particula

Para avaliagdo do tamanho de particula da ragao total misturada (RTM) e das
sobras utilizou-se o separador de particula modelo Penn State Particle Size (PSPS),
que continha quatro peneiras, nas quais ficavam retidos diferentes tamanhos de

particulas, sendo eles: >19 mm, entre 19 mm e 8 mm, entre 8 mm e 1,18 mm e
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particulas <1,18 mm. O uso do PSPS seguiu a metodologia descrita por Kononoff et
al. (2003). Eram realizados cinco movimentos de vai e vem em um dos lados da
peneira, e entdo o conjunto era girado em 90°, isso se repetiu por oito vezes,
totalizando quarenta movimentos, o conteudo retido em cada peneira era entdo
pesado.

Para essa avaliacdo, 2 kg de amostra das RTM's e das sobras foram,
individualmente, homogeneizadas e quarteadas ao final de cada periodo experimental
de forma a se obter quatro amostras de 500 g, as quais foram processadas no PSPS
para se obter a média do tamanho de particula para cada peneira, por tratamento em
cada fase. Na Tabela 4 esta apresentado o perfil de distribuicdo de particulas das
RTM'’s da dieta oferecida da silagem e do concentrado.

Tabela 4 — Perfil de distribuicdo descritiva das particulas da RTM do ofertado, da
silagem e do concentrado (%) em funcé&o dos tamanhos de particulas.

ltens >19 mm 19 mMm<8 mm 8 mm<1,18 mm <1,18 mm
(%) (%) (%) (%)
RTM 2,8 14,3 46,6 36,3
Silagem 17,2 53,2 26,6 3,0
Concentrado 0,04 0,08 44,0 54,8

RTM = Racgao Total Misturada; Milimetros = mm.

2.9 Analises Sanguineas

As coletas de sangue foram realizadas sempre antes da primeira refeicao do
dia, sendo trés coletas por periodo experimental de digestibilidade, para realizagéo de
meédia dos parametros sanguineos avaliados. As coletas foram feitas por venopungao
jugular com auxilio de vacuntainer® e tubo de ensaio com capacidade de 10 mL sem
anticoagulante. Posteriormente, as amostras de sangue foram centrifugadas por 10
minutos a 4.000 rpm e os plasmas obtidos eram armazenados em flaconetes,
devidamente identificados, sendo mantidos sob refrigeragéo a -8 °C. Os indicadores
bioquimicos determinados no sangue foram: creatinina, ureia, acido urico, proteinas
totais, albumina, colesterol, triglicerideos, aspartatoaminotransferase (AST), gama-
glutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA). As analises bioquimicas no
plasmaforam feitas utilizando-se kits comerciais da Labtest®, em espectrofotémetro da
marca Bioplus® 2000.

Para mensuragéo da glicemia referente a cada fase experimental, as coletas

de sangue foram realizadas por venopuncgao jugular em tubos siliconizados com
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anticoagulante (Fluoreto de Sédio com EDTA 10%). O sangue foi centrifugado e o
plasma armazenado em flaconetes para posteriores analises de glicose. Os tempos
de coleta pré-estabelecidos foram 0 h (antes do fornecimento da rac&o), 3h, 6h, 9h e
12h poés-prandial. As analises das amostras sanguineas obtidas durante o periodo
experimental foram procedidas no Laboratério de Analise de Alimentos pertencente

ao curso de Zootecnia da UFU, Campus Umuarama.

2.10 Delineamento e Analise Estatistica

O ensaio foi realizado em um delineamento em quadrado latino (5x5) para os
parédmetros de fluxo descontinuado e em um delineamento em quadrado latino (5x5)
com medidas repetidas no tempo para os parametros de fluxo continuo (analises
sanguineas), sendo os tratamentos os niveis de inclusdo das enzimas nas dietas e as
medidas repetidas no tempo, os tempos de coleta (0, 3, 6, 9 e 12h) com cinco

repeticdes, segundo os seguintes modelos estatisticos:

Yijl = p + Dj + Aj + Pl + eijl
Onde:

Yijl = valor referente a observagéo da repeticdo i no tratamento, na linha j e na coluna
I

M = média geral

Di = efeito dos tratamentos (dietas) i (i = 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0%)

Aj = efeito das linhas (animais) j (j = 1; 2; 3; 4; 5)

Pl = efeito das colunas (periodos) | (I = 1; 2; 3; 4; 5)

eijk = erro aleatdrio associado a observagao.

Yijlk = u + Dj + Aj + Pl + Tk + FTjk + eijlk
Onde:

Yijlk = valor referente a observagao da repeti¢cao i no tratamento, na linha j, na coluna
| e no tempo de coleta k

M = média geral

Di = efeito dos tratamentos (dietas) i (i = 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0%)

Aj = efeito das linhas (animais) j (j = 1; 2; 3; 4; 5)
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Pl = efeito das colunas (periodos) | (I = 1; 2; 3; 4; 5)
Tk = efeito do tempo de coleta k (k = 3; 6, 9 e 12h)
DTik = interac&do dos efeitos do tratamento j com o tempo de coleta k

eijlk = erro aleatério associado a observagao.

Os dados foram submetidos aos testes de Shapiro e Wilk (1965) e Bartlett
(1937) para testar os pressupostos de normalidade e homocedasticidade,
respectivamente. ApoOs aceitas as pressuposicoes citadas acima, os resultados foram
submetidos a analise de regressao para associar os niveis de enzimas na dieta aos
resultados e os tempos de coleta aos resultados. Observou-se como nivel de
significancia 0,05 de probabilidade de erro tipo |, para tomada de decis&o quanto ao

modelo que melhor explique os resultados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados dos consumos de nutrientes sao apresentados na Tabela 5. O

fornecimento de niveis crescentes do complexo enzimatico na dieta de borregas néo
afetou (P>0,05) o consumo de matéria seca (CMS), matéria organica (CMO), proteina
bruta (CPB), extrato etéreo (CEE), fiora em detergente neutro (CFDN), fibra em
detergente acido (CFDA), carboidrato total (CCHT), carboidrato nao fibroso (CCNF),
hemicelulose (CHem), celulose (CCel), e nutrientes digestiveis totais (CNDT)
(g.animal.dia™!, %PV-1, g.kg.PV-07%),

No presente ensaio, o consumo registrado para a %PV-' e PV075 estiveram
abaixo do recomendado para animais dessa categoria apresentando as respectivas
médias 1,81% PV-' e 51,45 g.kg.PV-%75. O escore da condigdo corporal médio foi de
4,5. Animais na fase de terminagdo apresentam menor consumo de MS em %PV-' e
em g.kg.PV-%7® em comparagdo a animais na fase de recria (NRC, 2000). A
composicédo corporal, especialmente a porcentagem de gordura corporal, parece
afetar a ingestdo de alimentos. A medida que o animal se aproxima da maturidade
mais gordura é depositada. Em geral, quanto mais gordo o animal, menor o consumo

de alimentos, para qualquer tamanho corporal (FERRELL e JENKINS, 1984).
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Na Tabela 6 estdo apresentados os coeficientes de digestibilidade aparente
dos nutrientes presentes na dieta. Nao houve diferenga (P>0,05) para o coeficiente de
digestibilidade aparente da matéria seca (DMS). Hernandez et al. (2011) néao
observaram melhoria na digestibilidade em cordeiros alimentados com dietas com
60% de concentrado com o uso de enzima fibrolitica. Da mesma forma, Lynch et al.
(2015) n&o encontraram efeitos positivos no uso de enzimas fibroliticas exdgenas
sobre o valor nutritivo e digestibilidade de silagem e feno de alfafa. Peters et al. (2015)
examinaram a influéncia da suplementacdo com enzimas fibroliticas na RTM antes da
alimentacao e n&o observaram diferenca na digestibilidade da matéria seca. Crosby
et al. (2006) trabalhando com ovelhas Criola x Suffolk recebendo niveis crescentes
(0,0; 0,6; 1,2; 1,8; 2,4 e 3,0 g) de um complexo enzimatico exdgeno observaram
melhoria na digestibilidade aparente da matéria seca de 72,8% para o tratamento
controle e de 81,7% para o tratamento com adicdo de enzima, valor semelhante ao
encontrado no presente trabalho que foi de 81,91%.

Tabela 6 - Digestibilidade aparente dos nutrientes por borregas alimentadas com
diferentes niveis de um complexo enzimatico exdégeno na dieta.

Variaveis Tratamentos Valor de P cV
0,0% 05% 10% 1,5% 2,0% L Q DL
DMS (%) 88,06 90,25 87,12 88,40 87,72 0,525 0,778 0,241 3,11
DMO (%) 87,47 89,91 86,38 89,09 88,52 0,806 0,972 0,283 4,12
DPB (%) 89,09 90,78 88,42 89,12 89,60 0,872 0,895 0,410 3,14
DEE (%) 69,46 74,37 6555 69,55 67,67 0,404 0,881 0,280 11,40
DEDN (%) 65,81 71,14 60,92 65,21 61,95 0,295 0,860 0,272 13,57
DFDA (%) 71,82 76,46 68,55 72,36 70,34 0,512 0,899 0,296 10,28
DHem (%) 63,73 69,26 58,38 62,98 59,563 0,293 0,877 0,278 15,04
DCel (%) 88,32 90,42 87,42 88,17 87,38 0,264 0,635 0,231 2,82
DCHT (%) 95,11 95,92 94,54 95,09 94,42 0,212 0,614 0,262 1,25
DCNF (%) 89,17 91,01 88,39 89,60 88,96 0,623 0,794 0,302 2,85
DNDT (%) 88,23 90,02 86,35 88,32 87,86 0,581 0,829 0,230 3,45

Digestibilidade da matéria seca — DMS; Digestibilidade da matéria organica — DMO; Digestibilidade da
proteina bruta — DPB; Digestibilidade do extrato etéreo — DEE; Digestibilidade da fibra em detergente
neutro — DFDN; Digestibilidade de carboidrato total - DCHT; Digestibilidade de carboidrato nao fibroso
— DCNF; Digestibilidade de hemicelulose — DHem; Digestibilidade de celulose — DCel; Digestibilidade
de nutrientes digestiveis totais — DNDT; Probabilidade do efeito do tratamento — P; Efeito: L: Linear e
Q: Quadratico. Desvio da linearidade (DL); Coeficiente de variacdo em % (CV).
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O balango de nitrogénio € apresentado na Tabela 7. Observou-se que nao
houve influéncia (P>0,05) dos tratamentos sobre as variaveis, nitrogénio consumido
(NC), nitrogénio excretado na urina (NU), nitrogénio absorvido (NA), balango de
nitrogénio (BN), nitrogénio de excregao total (NET) e nitrogénio enddgeno basal
(NEB). Pode-se observar que o BN foi similar ao CPB, ndo houve resposta significativa
com a adicdo do complexo enzimatico. Alguns trabalhos relatam que pode haver
aumento na digestibilidade da PB com a adigao de enzimas fibrolitica na dieta (SALEM
et al., 2015), este fato se baseia na hipétese de que a melhoria da digestibilidade de
um componente da dieta pode fornecer substratos para bactérias que degradam
outros componentes, aumentado dessa forma a degradabilidade de outros nutrientes
no ambiente ruminal. O balango de nitrogénio em porcentagem para cada tratamento
foi 54,59; 60,23; 53,08; 58,50; e 59,81% respectivamente para 0; 0,5; 1,0; 1,5; € 2,0%

de inclusdo da enzima.

Tabela 7 - Balango de nitrogénio em borregas alimentadas com diferentes niveis de
um complexo enzimatico exdégeno na dieta.

Tratamentos Valor de P
Variaveis cv
0,0% 0,5% 1,0% 15% 2,0% L Q DL

NC (g.animal”.dia™) 42,77 46,87 48,23 46,99 45,83 0,482 0,223 0,942 13,23
NF (g.animal™.dia™) 8,3 6,79 9 729 7,85 0,898 0,955 0,238 27,16
NU (g.animal™.dia™) 11,11 11,84 13,62 12,2 10,57 0,904 0,283 0,881 35,46
NA (g.animal”.dia™") 34,46 40,07 39,23 39,69 37,98 0,407 0,171 0,743 14,28
BN (g.animal”.dia™) 23,35 28,23 25,6 27,49 27,41 0,405 0,602 0,596 22,87
NET (g.animal”.dia') 19,42 18,63 22,63 19,5 18,42 0,834 0,241 0,318 18,91
NEB (g.animal'.dia') 845 847 851 851 842 0,866 0,193 0,812 1,27

Nitrogénio consumido — NC; Nitrogénio excretado nas fezes — NF; Nitrogénio excretado na urina — NU;
Balango de nitrogénio — BN; Nitrogénio de excrecédo total — NET; Nitrogénio endégeno basal — NEB;
Probabilidade do efeito do tratamento — P; Efeito: L: Linear e Q: Quadratico. Coeficiente de variagéo
em % (CV).

As médias do balango de energia se encontram na Tabela 8. Nao houve
diferenga (P>0,05) para as variaveis, consumos de energia bruta (CEB), consumos de
energia digestivel (CED) consumos de energia metabolizavel (CEM) e balancgo
energético (BENERG), sendo as respectivas médias 4593,882; 3779,684; 3492,82;
281,112 e 2684,37 kcal.animal'.dia”'. Nao houve diferenga para digestibilidade da

energia bruta (DEB), a média encontrada foi de 81,93%.
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Tabela 8 - Balango de energia em borregas alimentadas com diferentes niveis de um
complexo enzimatico exdgeno na dieta.

o Tratamentos Valor de P
Variaveis Ccv
00% 05% 1,0% 15% 2,0% L Q DL
CEB 4207,93 4693,44 4832,63 4682,58 4552,83 0,490 0,203 0,925 14,67
DEB% 80,54 8559 81,07 81,74 80,71 0,405 0,172 0,049 3,49
CED 3385,99 4021,35 3946,81 3862,21 3682,06 0,614 0,123 0,723 15,65
CEM 3118,13 3779,30 3641,69 3540,45 3384,53 0,739 0,143 0,645 17,46
EBU 262,19 236,06 299,43 316,02 291,86 0,145 0,572 0,119 15,68

BENERG 2301,85 3113,18 2761,57 2725,81 2519,44 0,953 0,093 0,333 21,00

Consumos de energia bruta — CEBg; Digestibilidade aparente da energia bruta — DEB%; Consumos de
energia digestivel — CEDg: Consumos de energia metabolizavel — CEMg; Energia da urina — EBU;
Balango energético — BENERG. Probabilidade do efeito do tratamento — P; Efeito: L: Linear e Q:
Quadratico. Coeficiente de variagdo em % (CV).

As enzimas exdégenas também podem agir diretamente nos alimentos ou
estimular indiretamente a digestdo por potencializar as atividades das enzimas
microbianas (McALLISTER et al., 2001), demonstrando a possibilidade de haver
sinergismo entre enzimas exogenas e microbianas (MORGAVI et al., 2000). N&o
houve diferenga (P>0,05) para o peso das fezes na matéria natural e escore fecal com
a inclusao do complexo enzimatico.

Na Tabela 9 s&o apresentados os dados de consumo de agua (CA.animal-'.dia
1), consumo de agua em fungao do consumo de matéria seca (CA.CMS), consumo de
agua em fungdo do peso vivo (%PV-"), consumo de agua em fungdo do peso
metabolico (PV-%7%), volume e densidade da urina de borregas alimentadas com
diferentes niveis de um complexo enzimatico exégeno.

NZo houve diferencga significativa (P>0,05) para o CA.L; CA.CMS; CA.%PV -';
CA.PV-%75. O CA médio foi de 3,875 L.animal'.dia™! estando abaixo do considerado
normal para animais de clima quente, 5 a 6 L.animal.”'dia™" , segundo Nunes (1998).

O volume e a densidade da urina n&o sofreram influéncia dos tratamentos. A
densidade especifica da urina esta diretamente relacionada com a capacidade dos
rins do animal em concentra-la. A média para a densidade urinaria dos animais desse
experimento foi de 1,034 kg.L estando dentro do recomendado para pequenos
ruminantes que varia de 1,015 a 1,045 kg.L. (CARVALHO, 2008).
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Na Tabela 10 sdo apresentados os valores relativos ao comportamento
ingestivo e a eficiéncia alimentar de borregas recebendo diferentes inclusées de um
complexo enzimatico exdgeno. Nao houve diferenga significativa (P>0,05) para
ingestdo e mastigacado, sendo observadas médias em porcentagem de 24 h de
12,81% e 31,59%, respectivamente. A auséncia de diferenga estatistica sobre as
variaveis comportamentais ingestdo e mastigagdo podem estar relacionadas a
semelhancga das dietas experimentais.

Nao houve influéncia dos tratamentos sobre a ruminacao. No presente trabalho
o tempo médio de ruminag&o em h.dia™' para essa atividade foi 4,5 h.dia' valor bem
abaixo do encontrado por Figueiredo et al. (2013) que avaliaram o efeito de dietas
distintas sobre o comportamento ingestivo em ovinos, utilizando dieta a base de
silagem de cana-de-agucar, concentrado e 15% de carocgo de algod&o e observaram
o tempo de ruminagdo de 10,38 h.dia"!. Deve-se ressaltar que no presente trabalho
as racdes eram compostas de 80% de concentrado.

Nao foi observada diferencga estatistica para a variavel 6cio. Pode-se observar
que o tempo despendido em 6cio foi em média de 985 minutos, correspondendo a
68,4% do tempo diario. Considerando-se que as dietas possuiam 80% de concentrado
era esperado que 0s animais aumentassem o tempo em &cio, contudo, essa
porcentagem esta abaixo do encontrado por outros autores que avaliaram o
comportamento de ovinos recebendo altas quantidades de concentrado na dieta e
verificaram 79%, 80% e 77% de o6cio/dia (MENDES et al., 2010; FORBES, 1983;
CIRNE et al., 2014).
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Na Tabela 11 é apresentado o perfil de distribuicdo de particulas das sobras
(%) em funcao dos tratamentos com inclusdo do complexo enzimatico exdégeno. Nao
houve diferenga (P>0,05) para a distribuicdo do tamanho de particula das sobras em
funcao dos tratamentos. Levando-se em consideragao o habito seletivo dos pequenos
ruminantes pode-se inferir que os animais tentaram selecionar as particulas de maior
tamanho, visto que houve maior porcentagem de particulas na peneira de 1,18 mm, e
no fundo (particulas menores que 1,18 mm), pode estar relacionado com a
composi¢ao da racio, animais ruminantes tendem a selecionar a dieta de acordo com
suas exigéncias nutricionais e fisiologicas (VAN SOEST, 1994).

As racdes eram compostas por 80% de concentrado que possuiam mais de
50% de particulas menores que 1,18 mm, isso explica a maior concentragcao de
particulas abaixo desse tamanho nas sobras. Particulas menores que 1,18 mm podem
passar diretamente pelo reticulo-rumen (POPPI et al., 1980), sem que seja necessaria
acao de nem um dos mecanismos de redugdo de particula que sdo a mastigagéo
durante o processo de preensado dos alimentos; a mastigacdo posterior, durante a
ruminagao; a digestdo microbiana; e a ruptura devido a fricgdo provocada pelas
paredes do rumen, sendo os dois primeiros 0s principais responsaveis pela diminuicao
do tamanho de particula (FAICHNEY, 1986).

Tabela 11 - Perfil de distribuicdo de particulas das sobras de alimento de borregas
em funcdo dos tratamentos com inclusdo de um complexo enzimatico exégeno

Variaveis Tratamentos Valor de P oV
0,0% 0,5% 1,0% 15% 2,0% L Q DL
>19mm (%) 0,46 1,02 1,13 0,7 0,78 0,663 0,129 0,44 65,75
19<8mm (%) 6,42 9,43 947 6,58 8,56 0,755 0,361 0,212 38,91
8<1,18mm (%) 35,23 40,03 39,26 38,61 36,96 0,748 0,106 0,706 11,5
<1,18mm (%) 57,89 49,52 50,12 54,09 53,69 0,685 0,103 0,382 12,31
PBSobras 21,33 22,09 21,87 21,79 21,76 0,634 0,303 0,632 3,72
FDNSobras 16,11 17,33 16,79 16,1 17,78 0,365 0,773 0,221 94

Efeito Linear (L); Efeito Quadratico (Q); Desvio da linearidade (DL); Coeficiente de variagdo (CV);
Milimetros (mm).

Na Tabela 12 é apresentado o perfil bioquimico sanguineo de borregas
alimentadas com niveis crescentes do complexo enzimatico exdgeno. Nao houve

diferenga (P>0,05) para a variavel creatinina tendo média de 0,84 mg/dL situada
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abaixo dos valores recomendados que sdo 1,2 - 1,9 mg/dL (KANEKO et al., 2008).
N&o houve diferenga (P>0,05) para ureia apresentando valor médio de 65,8 mg/dL
estando acima dos valores recomendados que sdo 17,12 — 42,8 (GONZALEZ e
SILVA, 2006). A concentragao sanguinea de ureia esta em relagao direta com o aporte
proteico da ragdo, bem como da relacdo energia e proteina da dieta (GONZALEZ,
2000), cabe ressaltar que as dietas possuiam em média 19,15% de PB o que pode
ter exercido a capacidade do rumen e sobrecarregado a taxa de excregao

O acido urico nao foi influenciado pelos tratamentos, apresentando média de
0,19 mg/dL estando dentro dos valores recomendados entre 0 — 1,9 mg/dL, de acordo
com Kaneko et al. (2008).

Na analise de proteinas totais (PT) néo foi observada diferenga (P>0,05) e o
valor médio encontrado foi de 5,71 g/dL estando proximo do recomendado para a
espécie ovina que é de 6 — 7,9 g/dL (GONZALEZ e SILVA, 2006). Baixos valores de
PT estdo relacionados a deficiéncia de PB na dieta; em que dietas nutricionais com
baixos teores de proteina ou casos de subnutricdo severa diminuem as concentracoes
sanguineas de PT (BRITO, 2004). Contudo, isso nado foi evidenciado neste
experimento, visto que as dietas foram balanceadas para ganho de peso de 200
g.anima’.dia’ e a relagdo volumoso concentrado era a mesma para todos os
tratamentos.

Houve diferenga (P<0,05) para as concentragbes seéricas de albumina,
apresentando comportamento linear decrescente de 0,085 mg/dL para cada 0,5% de
inclusdo do complexo enzimatico. A albumina sérica € considerada o indicador mais
sensivel para determinar o status nutricional proteico (PEIXOTO et al., 2010). No
presente estudo, o valor médio foi de 4,53 g/dL, acima do esperado para espécie que
é de 2,4 —-3,0 g/dL (GONZALEZ e SILVA, 2006). O consumo de agua poderia explicar
0 aumento desse metabdlito, pois menores consumos de agua podem elevar as
concentragdes dos metabdlitos sanguineos (SOUZA e BIRGEL JUNIOR et al., 2009),
no entanto o consumo de agua no presente trabalho esteve dentro do esperado para
especie.

Observou-se efeito linear decrescente (P<0,05) sobre a
aspartatoaminotransferase (AST) havendo diminui¢do de 8,9 UI/L para cada 0,5% de
inclusdo de enzima. A atividade enzimatica representada pela AST manteve-se em
média em 106,77 Ul/L considerada normal para a espécie ovina de 60 — 280 UI/L
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Gonzalez e Silva (2006), demonstrando que nenhum dos tratamentos causou
comprometimento ao funcionamento hepatico.

De acordo com Herdt (1988) a AST € uma das enzimas de escolha para
avaliacao hepatica mostrando-se bem sensivel, mas com pouca especificidade. Ja
Gonzalez e Silva et al. (2000) afirmaram que a AST em niveis elevados pode indicar
transtornos hepaticos. O conhecimento sobre o metabolismo sanguineo em
ruminantes ainda é limitado, sendo necessario o desenvolvimento de novos trabalhos
que busquem melhor compreender como esses metabdlitos realmente funcionam.

Para a gama-glutamiltransferase (GGT) em todos os tratamentos os valores
estiveram acima do recomendado por Kaneko et al. (2008) para a espécie ovina,
situado na faixa de 20 — 52 Ul/L. A média encontrada para a GGT no presente trabalho
foi de 70,10 UI/L. A nao diferencga pode ser explicada pelo fornecimento de dieta unica
além do manejo e ambiente semelhante os quais as borregas foram submetidos
durante todo o periodo experimental. Mendonga et al. (2008) relataram que o aumento
da atividade sérica de GGT pode estar associada a problemas hepaticos, todavia nao
se pode inferir que os animais do presente experimento tiveram algum problema
hepatico ja que os valores de GGT foram maiores do que o recomendado em todos
os tratamentos.

Nao houve diferengca (P>0,05) para a FA, e o valor médio encontrado no
presente trabalho foi de 146,20 UI/L estando dentro do recomendado por Kaneko et
al. (2008) entre (68 — 387 UI/L).

E importante ressaltar que os valores de referéncia para todos os metabdlitos
sanguineos supracitados ndo podem ser considerados como normais para todas as
categorias, visto que esses dados foram obtidos através de avaliagdes pontuais de
animais mantidos em ambientes controlados (MENDONCA et al., 2008).
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Na Tabela 13 € apresentado o perfil glicémico de borregas alimentadas com
niveis crescentes de complexo enzimatico exdogeno na dieta. Pode-se observar que
houve diferenga significativa (P<0,05) para a glicemia das borregas alimentadas com
0,5% de enzimas havendo comportamento linear decrescente e diminuigdo de 0,53
mg/dL para cada 0,5% de enzima. Cunningham (2008) relata que o controle deste
metabdlito € realizado pela insulina e pelo glucagon, sob influéncia do cortisol,
mantendo as médias dentro do intervalo da normalidade.

Os ruminantes possuem uma versatilidade bioquimica diferente dos nao-
ruminantes pois dispdem de varias rotas metabdlicas gliconeogénicas hepaticas para
a manuteng¢ao dos niveis glicémicos na circulagdo no periodo pos-prandial e jejum.
Uma queda linear nos niveis de glicose poderia ser causada por uma redugao na
fermentacao ruminal e menor producao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC)
principalmente o propionato que € o principal precursor gliconeogénico em ruminantes
(KOZLOSKI, 2011). Contudo, ndo foram realizadas avaliagbes ruminais de AGCC,
nao sendo possivel associar essa diminuicdo da glicose plasmatica a produgéao de
AGCC. No presente ensaio, o nivel de glicose plasmatica médio foi de 74,24 mg/dL
estando de acordo com o recomendado, 50 — 80 mg/dL, segundo Kaneko et al. (2008).
Sao poucos os trabalhos referentes ao uso de complexos enzimaticos na nutricdo de
ovinos e pouco se sabe sobre os mecanismos de agao desses aditivos, dessa forma,
faz-se necessario novas pesquisas que busquem melhor compreender o

funcionamento das enzimas no metabolismo de ruminantes.

Tabela 13 — Glicemia de borregas (mg/dL) alimentadas com niveis crescentes de um

complexo enzimatico exégeno

Tratamentos Tempo (h) Valor de P CVv
0 3 6 9 12 L Q DL (%)

0,0% 68,20 64,80 63,00 68,40 66,20 0,979 0,601 0,741

0,5% 81,20 75,20 7540 73,20 66,20 0,043" 0,811 0,768

1,0% 68,20 65,20 67,20 63,20 63,80 0,487 0,948 0,870

1,5% 63,80 69,80 77,60 66,80 66,00 0,928 0,083 0,429 15.78

2,0% 66,00 80,40 76,60 66,20 68,40 0,545 0,095 0,144 ’

L 0,223 0,151 0,103 0,542 0,812

Q 0,535 0,475 0,695 0,893 0,653

DL 0,146 0,222 0,300 0,514 0,960

Y = 89,173333-1,066667X (R*>=87,95%).
Efeito Linear (L); Efeito Quadratico (Q); Desvio da linearidade (DL); Coeficiente de variagdo (CV).
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4. CONCLUSAO

A inclusdo do complexo enzimatico exdgeno nao influencia o consumo de
matéria seca, o0 consumo de agua, e o perfil de distribuigcdo de particula de sobras das
dietas. No entanto, a glicemia e a concentracdo sérica de albumina e
aspartatoaminotransferase foram afetadas.
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CAPITULO 5 - CONSUMO, DIGESTIBILIDADE, BALANGO DE NITROGENIO E
ENERGIA, COMPORTAMENTO E METABOLITOS SANGUINEOS DE
CORDEIROS ALIMENTADOS COM NiVEIS CRESCENTES DE UM MIX DE
ENZIMAS NA DIETA

Trabalho formatado de acordo com as normas do Programa de Poés-
graduagao em Ciéncia Animal (PPGcat) Tropical da Universidade Federal
do Tocantins
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Consumo, digestibilidade, comportamento e bioquimica sanguinea de
cordeiros alimentadas com niveis crescentes de um MIX de enzimas na dieta

Resumo - O objetivo do presente trabalho foi avaliar o consumo, a digestibilidade, o
comportamento e os metabdlitos sanguineos de borregos alimentados com niveis
crescentes de um MIX de enzimas exdgenas na dieta. O ensaio foi realizado em um
delineamento em quadrado latino (5x5), com cinco tratamentos e cinco repetigdes.
Foram utilizados cinco borregos mesticos Santa Inés x Dorper com peso inicial médio
de 25,89 + 2,6 kg e aproximadamente quatro meses de idade. Para condugao do
experimento todos os animais utilizados foram alojados em gaiolas metabdlicas
individuais, durante sessenta dias. Avaliou-se a adicdo de um MIX de enzimas que
era composto por trés produtos comerciais nas seguintes proporgdes (/>-AMAIZE™;
1/3-FIBROZYME?®; 1/;-ALLZYME® SSF). Os tratamentos consistiram em dieta controle
e quatro niveis de inclusdo de enzima amilolitica 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%. Foi observada
diferenca significativa para os consumos de matéria seca (g.animal.dia™),
apresentando comportamento linear crescente e acréscimo de 0,045g para cada 0,5%
do MIX de enzimas incluida na dieta. Nao houve diferenga significativa para o
consumo de matéria seca em fungéo do peso vivo %PV-' e peso metabdlico PV-075,
Nao houve diferenga significativa para o coeficiente de digestibilidade aparente da
matéria seca e escore fecal. O peso das fezes na matéria natural diferiu
significativamente com a inclusdo do MIX. O consumo de agua aumentou linearmente
com a inclusédo do MIX de enzimas apresentando acréscimo de 183 mL para cada
0,5%. O comportamento ingestivo ndo foi afetado pelos tratamentos. Nao houve
diferenga significativa para eficiéncia de ruminagdo e mastigacdo. A distribuicao de
particulas das sobras de alimento nao sofreu efeito dos tratamentos. Houve diferenca
significativa para os metabdlitos sanguineos glicose e aspartatoaminotransferase
apresentando comportamento linear decrescente. As inclusdes de um MIX de enzimas
exdgenas nos niveis testados no presente trabalho néo influenciaram a digestibilidade
da matéria seca, o comportamento ingestivo e a eficiéncia alimentar dos borregos. A
inclusédo do MIX de enzimas causou um aumentou no consumo dos nutrientes, no
consumo de agua e interferiu nas  concentragbes  seéricas de
aspartatoaminotransferase.

Palavras-Chave: amilase, fibra, ingestao, nutricdo, ovinos, xilanase
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Feed intake, digestibility, feeding behavior and blood biochemistry of lambs
fed diets with increasing levels of an exogenous enzyme MIX

Abstract — The objective of this study was to evaluate the feed intake, digestibility,
feeding behavior, and blood metabolites of lambs fed diets with increasing levels of an
exogenous enzyme MIX. The experiment was conducted using a Latin square design
(5x5), with five treatments and five replicates. Five Santa Inés x Dorper crossbred male
lambs with a mean initial body weight of 25.89 + 2.6 kg and aged four months were
used. All animals were housed in individual metabolic cages for sixty days. The dietary
inclusion of an enzyme MIX composed of three commercial products at the equal
proportions (1/>-AMAIZE™:; 1/;-FIBROZYME®; and />-ALLZYME® SSF) was evaluated.
The treatments consisted of a control diet and four inclusion levels of the enzyme MIX
(0.5; 1.0; 1.5 and 2.0%). The dry matter intake (g.animal-'.day") increased linearly by
0.045g with each 0.5% of inclusion of the enzyme MIX. There was no significant
difference for dry matter intake as a percent of body weight (%BW-') and metabolic
weight (BW?75). There was no significant difference for apparent digestibility coefficient
of dry matter and fecal score. The fecal output weight (organic matter basis) differed
significantly in lambs fed different inclusion levels of the enzyme MIX. The water intake
increased linearly by 183 mL with each 0.5% of inclusion of the enzyme MIX. Neither
feeding behavior nor the efficiencies of rumination and chewing were affected by
treatments. The particle size distribution of orts was not influenced by the inclusion of
the enzyme MIX. The blood metabolites glucose and aspartate aminotransferase
reduced linearly with the inclusion of the enzyme MIX. The dietary inclusion of the
exogenous enzyme MIX did not affect the dry matter digestibility, feeding behavior,
and feeding efficiency in lambs. On the other hand, the inclusion of the enzyme MIX
increased nutrient intake, water intake and affected the serum concentration of
aspartate aminotransferase in lambs.

Keywords: amylase, fiber, ingestion, nutrition, sheep, xylanase
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1. INTRODUGAO

Os sistemas modernos de criagao utilizam técnicas de manejo alimentar de
modo a maximizar o desempenho zootécnico dos animais, obtendo maiores indices
produtivos, favorecendo um abate precoce e maior retorno econémico (ARAUJO
FILHO et al., 2010). A utilizagdo de enzimas exdgenas na nutrigdo de ruminantes vem
sendo cada vez mais estudada, devido ao grande potencial que esta pode fornecer a
nutricdo e consequentemente a produgcdo animal, uma vez que pode aumentar a
degradabilidade ruminal dos nutrientes e diminuir dessa forma o desperdicio.

Enzimas, amiloliticas, fibroliticas e proteoliticas, sao utilizadas para melhorar o
valor nutritivo de silagens e cereais (YOUNG et al., 2012), uma vez que estes sdo os
principais alimentos utilizados na nutrigdo de ruminantes no Brasil (BERNARDES e
REGO, 2014). Para atingir maximo beneficio com o uso de enzimas na nutricdo de
ruminantes, um grande numero de enzimas diferentes ou uma enzima com ag&o sobre
diversos substratos deveria ser usado na dieta, visto que as ragdes de ruminantes sao
compostas por uma enorme variedade de alimentos incluindo volumosos,
concentrados, sub e coprodutos (TAKIYA, 2016).

O uso de diferentes enzimas com capacidade destronizaste para diversos
nutrientes tem sido foco de varios estudos como enzimas fibroliticas (YANG et al.,
2011; CHUNG et al., 2012; MOHAMED et al., 2013), enzimas amiloliticas (NOZIERE
et al., 2014); KLINGERMAN et al., 2009; GENCOGLU et al., 2010), enzimas
proteoliticas (EUN e BEAUCHEMIN, 2005; VERA et al., 2012) e complexo enzimatico
composto por enzimas fibroliticas, amiloliticas e proteolitica (EL-KADY et al., 2006)

O entendimento e a compreensdao de como as enzimas exogenas se
comportam no metabolismo dos ruminantes é de extrema importancia para o
desenvolvimento da nutrigdo e produgdo animal (REIS et al., 2015). Contudo, poucos
trabalhos sdo encontrados na literatura referentes a utilizacdo de enzimas na
alimentagao de ovinos, assim faz-se necessario estudos que enfoquem como esses
aditivos interagem no metabolismo e nutricdo de ruminantes.

Diante do exposto o objetivo do presente trabalho foi avaliar o consumo, a
digestibilidade, o comportamento e metabolitos sanguineos de borregos alimentados

com niveis crescentes de uma mistura de enzimas exdgenas na dieta.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local

O experimento foi conduzido no setor de ovinos e caprinos situado nas
dependéncias da Fazenda Capim Branco pertencente a Universidade Federal de
Uberlandia - UFU, Uberlandia, Minas Gerais. O periodo experimental foi realizado
durante os meses de fevereiro a maio de 2017. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da UFU, registrado
pelo protocolo de n° 017/16.

2.2 Animais

Foram utilizados cinco borregos mestigcos Santa Inés x Dorper com peso inicial
médio de 25,89 * 2,6 kg e escore da condigao corporal 2,5 e aproximadamente 3
meses de idade. No periodo de adaptacdo, todos os animais foram vermifugados,
identificados, pesados e distribuidos aleatoriamente em gaiolas metabdlicas, as quais
eram providas de comedouro, bebedouro, cocho com sal mineral e dispositivo
apropriado para coleta de fezes e urina. O experimento teve duracio de sessenta dias,
divididos em cinco periodos de 12 dias: cinco dias de adaptagcédo dos animais as dietas
experimentais e as gaiolas metabdlicas; cinco dias de coleta sanguinea e das excretas
de fezes e urina; um dia para analise do comportamento ingestivo; e o ultimo dia para
avaliacédo da curva glicémica dos animais, totalizando sete dias de coleta de dados.

Os animais foram pesados em balanga propria para a espécie no primeiro dia
do experimento e no ultimo dia de cada periodo de coleta, obtendo-se, assim, o peso
dos animais ao inicio e término de cada periodo experimental. O peso foi utilizado
para calculo do consumo em gramas por quilo de peso vivo (g. PV-') e peso metabolico
(g. PV-%7%) ajustando-se a quantidade de sobras a partir deste.

2.3 Alimentagao

Aa dietas foram calculadas para atender as exigéncias nutricionais de borregas
de porte médio, com ganho médio de 200 g.animal.dia-' (NRC, 2007). A ragéo era
fornecida duas vezes ao dia, as 08h:00 e as 16h:00, na forma de ragao total misturada
(RTM), e o consumo era ajustado de acordo com as sobras do dia anterior, sendo
admitido sobras de 5 a 10% do total fornecido.

Os animais receberam agua e sal mineral ad libitum. As dietas eram compostas

por silagem de milho e concentrado em uma proporgao percentual 20V:80C. O
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concentrado era composto por milho moido, farelo de soja, sal mineral e ureia (Tabela

1)

Tabela 1 — Proporcao dos ingredientes na composigdo do concentrado experimental
e composi¢cao bromatoldgica da silagem e do concentrado.

Ingredientes 9.Kg™!
Milho Moido 605,0
Farelo de Soja 360,0
Ureia 10,0

Sal Mineral 25,0
Alimentos MS PB FDN FDA NDT EE
Concentrado 897,0 245,0 248,0 73,0 818,8 314,0
Silagem 340,0 65,0 566,0 336,0 631,7 24,0

Matéria Seca = MS; Proteina Bruta = PB; Fibra em Detergente Neutro = FDN; Fibra em Detergente
Acido = FDA; Nutrientes Digestiveis Totais = NDT; Extrato Etéreo = EE; Minimo = min.; Maximo =
max.

2.4 Enzima

As enzimas utilizadas compdéem um produto denominado de MIX de enzimas
composto por trés produtos comerciais nas seguintes proporgdes (1/;-AMAIZE™; 1/3.
FIBROZYME®; 1/>-ALLZYME® SSF) compostos por pectinase, protease, fitase,
betaglucanase, xilanase, celulase e amilase, os niveis de enzimas foram dispostos de
acordo com as recomendagdes do fabricante dos trés produtos, sendo cada
porcentagem de enzima calculada em fungao do consumo de matéria seca animal dia.
Foram dispostos dois niveis acima e um niveis abaixo da recomendag&o comercial do
fabricante (0,0; 0,5; 1;0; 1,5 e 2,0%) e o controle, sendo o nivel recomendado 1%. A
mistura de enzimas foi adicionada a ragdo no momento do fornecimento para os

animais.

Tabela 2 — Descricdo do MIX de enzimatico pelo autor.

Proporcdo Composto Mix de Enzima Fonte de Extracéo
1, Amilase (min.) 600 u*/g Levedura matlvad_a e fermentagao de
Aspergillus niger
Levedura inativada, Extrato de Yucca,
s Xilanase (min.) 100 u*/g Levedura seca de cervejaria, Produto

seco de fermentacao de Trichoderma
longibrachiatum

Pectinase (min) 4000 u*/g
Protease (min.) 700 u*/g
Fitase (min.) 300 u*g Produto de fermentacgao de
s Betaglucanase (min.) 200 u*/g Aspergillus niger
Xilanase (min.) 100 u*/g
Celulase (min.) 40 u*/g
Amilase (min.) 30 u*/g
*Uma unidade de atividade enzimatica equivale a quantidade de enzima que dextriniza 1 grama de
substrato soluvel por minuto, a pH 4,8 e 30°C.
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Na tabela 3 sao apresentadas as quantidades de unidade de atividade
enzimatica para cada tratamento em fungdo das enzimas utilizadas na mistura de
enzimas.

Tabela 3 — Numero de unidades de atividade enzimatica para cara enzima por
tratamento.

Tratamento Pect Prot Fitase Betag Celu Xila Amil
0,5% 733,3 128,3 55,0 36,7 7,3 36,7 115,5
1,0% 1466,7 256,7 110,0 73,3 14,7 73,3 231,0
1,5% 2200,0 385,0 165,0 110,0 22,0 110,0 346,5
2,0% 2933,3 513,3 220,0 146,7 29,3 146,7 462,0

Pectinase — Pect; Protease — Prot; Betaglucanase — Betag; Celulase — Celu; Xilanase — Xila; Amilase —
Amil.

2.5 Coleta de Dados
Nos baldes coletores de urina foram adicionados 100 mL de acido cloridrico

(HCI 2N) na véspera de cada coleta, evitando-se, assim, possiveis processos
fermentativos que gerassem perda de nitrogénio por volatilizagdo. O volume total de
urina foi medido com proveta graduada. Para cada animal foi retirada uma aliquota de
20% do volume total colhido diariamente e a amostra foi acondicionada em frasco
plastico (uma amostra composta por animal por periodo experimental) e
imediatamente congelada para posteriores analises. Também foi realizada a
mensuracdo da densidade da urina através de refratdmetro portatil.

As fezes passaram por um processo de avaliagao de escore o qual foi realizado
visualmente por um unico avaliador, obedecendo a seguinte escala conforme Gomes
(2008): 1 — fezes ressecadas e sem brilho; 2 — fezes normais; 3 — fezes ligeiramente
amolecidas; 4 — fezes amolecidas perdendo o formato e coladas umas as outras
(cacho de uva); 5 — fezes amolecidas e sem formato normal (fezes de suinos); e 6 —
fezes diarreicas. Esse procedimento foi realizado durante os cinco dias de coleta.

A coleta total de fezes foi realizada diariamente. O peso da producéo total era
registrado, sendo reservada aliquota de 20%. Ao final de cada fase do experimento,
foram preparadas amostras compostas, por animal, que foram embaladas em sacos
plasticos individuais e armazenadas a -10°C. No final do ensaio, as amostras
compostas, foram descongeladas a temperatura ambiente por 12 horas, colocadas
em bandejas de aluminio e levadas a estufa de ventilagao forgada (55°C) até atingirem

peso constante para determinar a matéria pré-seca. Posteriormente, as amostras
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foram moidas em moinho de facas com peneira de 1 mm e acondicionadas em
recipientes plasticos para futuras analises.

As amostras de silagem, concentrado e sobras de alimento foram retiradas e
pesadas diariamente e ao final dos cinco dias de coleta, foram misturadas e
homogeneizadas para obtengdo da amostra composta para cada animal por periodo
experimental. Apos isso, as amostras foram secas em estufa de ventilagdo forgada a
55°C, sendo, posteriormente, moidas em moinho de facas com peneira de 1 mm e
acondicionadas para futuras analises laboratoriais.

Durante as fases de coleta foram disponibilizados 6 L de agua animal-'.dia"' em
bebedouros individuais, sendo acrescentadas e registradas quantias adicionais de
acordo com a ingestdo dos animais. As sobras de agua foram mensuradas
diariamente através de proveta graduada, sendo os valores registrados para calcular
o volume de agua consumida. Dentro do galpéo foi colocado um recipiente de mesmo
volume dos bebedouros (6 L) para se mensurar a evaporagao que, posteriormente, foi

descontada do volume diario consumido para cada animal.

2.6 Analises Bromatolégica

As analises laboratoriais foram realizadas nas dependéncias do Laboratério de
Nutricdo Animal da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia de UFT. Para as
determinagdes de matéria seca, cinzas, extrato etéreo e proteina bruta do material
analisado seguiu-se a metodologia proposta por AOAC (1995). Ja para a quantificagao
da fibra em detergente neutro, fibra em detergente acido, celulose, hemiceluloses e
ligninas utilizou-se a metodologia proposta por Van Soest et al. (1991). Para estimativa
dos carboidratos totais (CHT) usou-se a equagao proposta por Sniffen et al. (1992),
segundo a qual, CHT= 100 - (%PB + %EE + %MM) e, para a estimativa dos
carboidratos nao fibrosos (CNF) da silagem foi usada a equacgao preconizada por Hall
et al. (1999), qual seja, CNF = %CHT - %FDNcp, sendo FDNcp a por¢cao de FDN
corrigida para cinzas e proteina e em razdo da presenga de uréia nas dietas, os
carboidratos n&o-fibrosos (CNF) dos concentrados foram estimados como proposto
por Hall (2000), em que %CNF = 100 — [(%PB - %PB derivada da uréia + % de uréia)
+ %EE + %FDN + %cinzas].

Para o calculo dos nutrientes digestiveis totais (NDT) no ensaio de

digestibilidade utilizou-se a equagao sugerida por Weiss (1999):
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NDT = [PBD + CNFD + FDNcpD + (EED = 2,25)]

Onde, PBD; CNFD; FDNcpD e EED significam, respectivamente, consumo de
PB, CNF, FDN e EE digestiveis, com a FDN corrigida para cinzas e proteina.

ApOs a pré-secagem das amostras de sobras e fezes, em estufa a 105°C por
24 horas, foi possivel calcular a matéria seca definitiva e o teor dos nutrientes, e
posteriormente, a digestibilidade aparente destes.

Primeiramente, foi calculado o consumo de nutrientes a partir da férmula

proposta por Maynard et al. (1984):

CNut = (Cons X %Cons) — (Sob X %Sob)

Onde:

CNut = consumo do nutriente (kg);

Cons = quantidade de alimento consumido (kg);
%Cons = teor do nutriente no alimento fornecido (%);
Sob = quantidade de sobra retirada (kg);

%Sob = teor do nutriente nas sobras (%).

Os coeficientes de digestibilidade de matéria seca, matéria organica, proteina
bruta, extrato etéreo, fibra em detergente neutro, fibra em detergente acido, celulose,
hemiceluloses e energia bruta foram feitos a partir da seguinte férmula, de acordo com
Silva e Leao (1979).

(Ingerido — Excretado)
CDap = Ingerido * 100

Onde:

CDap = coeficiente de digestibilidade aparente (%);

Ingerido = média da quantidade de nutrientes do alimento ingerido (ofertado — sobras)
(kg/dia);

Excretado = média da quantidade de nutriente nas fezes (kg/dia).
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O teor de nitrogénio (N) na urina foi determinado pelo método Kjeldahl (SILVA

e QUEIROZ, 2002), com as seguintes adaptagdes:

Onde:

Em um mL de amostra de urina, foram adicionados 5 mL de acido
sulfarico (H2SO4) e mistura catalitica em um tubo de ensaio;

Iniciou-se a digestdo das amostras em 50°C e aumentou-se a
temperatura gradualmente (a cada 50 °C) até ocorrer a mudancga de cor
da amostra;

Posteriormente, fez-se a destilagdo das amostras, adicionando um
pouco de agua destilada a amostra digerida. No aparelho de destilagao
adicionou-se 25 mL de hidroxido de sédio 50% (NaOH) e 20 mL de acido
bdrico (H3BO3) em erlenmeyer. O volume de amostra destilada coletada
foi de 100 mL;

Apos a destilagao, a amostra foi titulada utilizando acido cloridrico (HCI)
a 0,1N, adicionando o acido até observar mudancga na cor;

A quantidade de acido gasto na titulagao foi utilizada para calcular o teor

de N da amostra, através da férmula:

VXFCXN x0,014
%N = P x 100

V = volume de HCI 0,1N gasto na titulagao;
FC = fator de correcdo do HCI 0,1N;
N = normalidade do acido utilizado na titulagdo; 0,014 = miliequivalente-grama do

nitrogénio;

P = peso da amostra em gramas.

Posteriormente, foi calculado o consumo de N (CN) através da férmula:

CN = [(N fornecido (g) - N das Sobras(g)

O balango de nitrogénio (BN), ou nitrogénio retido, foi obtido utilizando-se a

férmula proposta por Zeoula et al. (2006), considerando-se as quantidades de
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nitrogénio consumido (NC); nitrogénio excretado nas fezes (NF) e nitrogénio

excretado na urina (NU).

BN = [(N fornecido g - N das sobras g) - (N nas fezes g + N na urina g)]

A partir destes valores, foi realizado o calculo para nitrogénio de excregéo total
(NET) e nitrogénio endogeno basal (NEB) de acordo com o AFRC (1993), que
considera o N enddgeno tecidual e as perdas dérmicas de N como 0,35 e 0,018 do
peso metabdlico, respectivamente.

Assim, os valores foram expressos como:

NET(g.d)™* = (NF + NU)

NEB(g.d)™! = (0,35 + 0,018) x PV%75

A energia bruta (EB) foi obtida em calorimetro adiabatico modelo PARR 6200.
Os valores da energia digestivel (ED) foram calculados utilizando-se a técnica direta
de determinagao de energia com bomba calorimétrica. Para isso, foi medida a energia
contida nas fezes, no alimento ofertado e nas sobras do alimento.

A energia metabolizavel foi obtida através da férmula de Blaxter e Clapperton
(1965), na qual a ED é igual a EB ingerida menos a EB excretada nas fezes. Ja a EM
€ igual a ED menos a EB da urina mais a energia dos gases (EG).

A producao de metano foi estimada pela seguinte equacéo:

Cm = 0,67+ 0,062 x D

Onde:
Cm = produgao de metano em kcal/ 100 kcal de energia consumida; e

D = digestibilidade aparente da energia bruta do alimento.

A estimativa da energia bruta da urina foi realizada segundo a equacédo

proposta por Street et al. (1964):
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EU.kcal.gm = 0.027 + 0.119 X (%NU)

2.7 Avaliagao Comportamental

Para a avaliagdo do comportamento ingestivo, os animais foram submetidos a
observacao visual por 24 horas no penultimo dia de cada periodo de coleta de dados,
perfazendo um total de cinco avaliagcbes comportamentais durante o experimento.
Durante o periodo noturno, o ambiente recebeu iluminagao artificial, e por isso, os
animais foram pré-adaptados durante um periodo de cinco dias. Foram observadas,
a cada cinco minutos, as variaveis de ingestdo de alimento e de agua, ruminagéo e
ocio, de acordo com a metodologia proposta por Fischer et al. (1998). As observagoes
comportamentais foram realizadas por observadores treinados, em sistema de
revezamento, que se posicionavam de forma estratégica, de modo a nao influenciar o
comportamento natural dos animais. As observagdes foram iniciadas as 8h:00 da
manha com término no mesmo horario do dia seguinte. Os calculos das atividades
foram feitos em minutos por dia, admitindo-se que nos cinco minutos subsequentes a
cada observagao o animal permaneceu na mesma atividade. Ja o tempo total de
mastigacao foi determinado somando-se os tempos de ingestdo e ruminagao.

A eficiéncia alimentar em funcédo do consumo de MS, FDN e FDA foi calculada
dividindo-se o consumo destas variaveis pelo tempo gasto em horas de ingestéo,

ruminagéao e mastigagao.
EIng = (CMS/CFDN/CFDA)g =+ Ingestao (h)
ERum = (CMS/CFDN/CFDA)g = Ruminagdo (h)
EMast = (CMS/CFDN/CFDA)g + Mastigacao (h)
Onde:
Elng = eficiéncia de ingestdo em grama por hora;

ERum = eficiéncia de ruminagdo em grama por hora;

EMast = eficiéncia de mastigagcdo em grama por hora.
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2.8 Tamanho de Particula

Para avaliagdo do tamanho de particula da ragao total misturada (RTM) e das
sobras utilizou-se o separador de particula modelo Penn State Particle Size (PSPS),
que continha quatro peneiras, nas quais ficavam retidos diferentes tamanhos de
particulas, sendo eles: >19 mm, entre 19 mm e 8 mm, entre 8 mm e 1,18 mm e
particulas <1,18 mm. O uso do PSPS seguiu a metodologia descrita por Kononoff et
al. (2003). Eram realizados cinco movimentos de vai e vem em um dos lados da
peneira, e entdo o conjunto era girado em 90°, isso se repetiu por oito vezes,
totalizando quarenta movimentos, o conteudo retido em cada peneira era entdo
pesado.

Para essa avaliagdo, 2 kg de amostra das RTM’s e das sobras foram,
individualmente, homogeneizadas e quarteadas ao final de cada periodo experimental
de forma a se obter quatro amostras de 500 g, as quais foram processadas no PSPS
para se obter a média do tamanho de particula para cada peneira, por tratamento em
cada fase. Na Tabela 4 esta apresentado o perfil de distribuicdo de particulas das

RTM’s da dieta oferecida da silagem e do concentrado.

Tabela 4 — Perfil de distribuicdo descritiva das particulas da RTM do ofertado, da
silagem e do concentrado (%) em func&o dos tamanhos de particulas.

ltens >19 mm 19 mMm<8 mm 8 mm<1,18 mm <1,18 mm
(%) (%) (%) (%)
RTM 2,8 14,3 46,6 36,3
Silagem 17,2 53,2 26,6 3,0
Concentrado 0,04 0,08 44,0 54,8

RTM = Ragao Total Misturada; Milimetros = mm.

2.9 Analises Sanguineas

As coletas de sangue foram realizadas sempre antes da primeira refeicao do
dia, sendo trés coletas por periodo experimental de digestibilidade, para realizagdo de
meédia dos parametros sanguineos avaliados. As coletas foram feitas por venopungao
jugular com auxilio de vacuntainer® e tubo de ensaio com capacidade de 10 mL sem
anticoagulante. Posteriormente, as amostras de sangue foram centrifugadas por 10
minutos a 4.000 rpm e os plasmas obtidos eram armazenados em flaconetes,
devidamente identificados, sendo mantidos sob refrigeragéo a -8 °C. Os indicadores
bioquimicos determinados no sangue foram: creatinina, ureia, acido urico, proteinas
totais, albumina, colesterol, triglicerideos, aspartatoaminotransferase (AST), gama-
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glutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA). As analises bioquimicas no
plasmaforam feitas utilizando-se kits comerciais da Labtest®, em espectrofotometro da
marca Bioplus® 2000.

Para mensuragao da glicemia referente a cada fase experimental, as coletas
de sangue foram realizadas por venopunc¢ao jugular em tubos siliconizados com
anticoagulante (Fluoreto de Sodio com EDTA 10%). O sangue foi centrifugado e o
plasma armazenado em flaconetes para posteriores analises de glicose. Os tempos
de coleta pré-estabelecidos foram 0 h (antes do fornecimento da racéo), 3h, 6h, 9h e
12h pos-prandial. As analises das amostras sanguineas obtidas durante o periodo
experimental foram procedidas no Laboratério de Analise de Alimentos pertencente

ao curso de Zootecnia da UFU, Campus Umuarama.

2.10 Delineamento e Analise Estatistica

O ensaio foi realizado em um delineamento em quadrado latino (5x5) para os
parametros de fluxo descontinuado e em um delineamento em quadrado latino (5x5)
com medidas repetidas no tempo para os parametros de fluxo continuo (analises
sanguineas), sendo os tratamentos os niveis de inclusdo das enzimas nas dietas e as
medidas repetidas no tempo, os tempos de coleta (0, 3, 6, 9 e 12h) com cinco

repeticdes, segundo os seguintes modelos estatisticos:

Yijl = p + Dj + Aj + Pl + eijl
Onde:

Yijl = valor referente a observagéo da repeticdo i no tratamento, na linha j e na coluna
I

M = média geral

Di = efeito dos tratamentos (dietas) i (i = 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0%)

Aj = efeito das linhas (animais) j (j = 1; 2; 3; 4; 5)

Pl = efeito das colunas (periodos) | (I = 1; 2; 3; 4; 5)

eijk = erro aleatorio associado a observagao.

Yijlk = p + Dj + Aj + Pl + Tk + FTjk + eijlk
Onde:
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Yijlk = valor referente a observagao da repeti¢cao i no tratamento, na linha j, na coluna
| e no tempo de coleta k

M = média geral

Di = efeito dos tratamentos (dietas) i (i = 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0%)

Aj = efeito das linhas (animais) j (j = 1; 2; 3; 4; 5)

Pl = efeito das colunas (periodos) | (I = 1; 2; 3; 4; 5)

Tk = efeito do tempo de coleta k (k = 3; 6, 9 e 12h)

DTik = interac&do dos efeitos do tratamento j com o tempo de coleta k

eijlk = erro aleatorio associado a observagéo.

Os dados foram submetidos aos testes de Shapiro e Wilk (1965) e Bartlett
(1937) para testar os pressupostos de normalidade e homocedasticidade,
respectivamente. ApOs aceitas as pressuposi¢des citadas acima, os resultados foram
submetidos a analise de regressao para associar os niveis de enzimas na dieta aos
resultados e os tempos de coleta aos resultados. Observou-se como nivel de
significancia 0,05 de probabilidade de erro tipo |, para tomada de decis&o quanto ao

modelo que melhor explique os resultados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca (P<0,05) para o CMS, CMO, CPB, CFDN, CFDA, CHEM, CCel
e CNDT em grama animal dia g.animal'.dia”! (Tabela 5). Pode-se observar que os
animais do grupo controle apresentaram menores consumos provavelmente a
inclusdo do MIX de enzima alterou de alguma forma a palatabilidade da dieta
causando um maior consumo, contudo ndo se pode afirmar essa hipétese. O CMS
g.animal-'.dia”!, mostrou um comportamento linear crescente e aumento de 0,045g
para cada 0,5% de inclusdo da mistura de enzimas. Segundo o NRC (2007), o
consumo de MS de cordeiros em terminag&o deve estar proximo 1000 g.animal-'.dia-
', no presente trabalho o CMS médio foi de 1066 g.animal-'.dia™!, estando dentro da
faixa recomendada para animais dessa categoria.

Nao houve diferenca significativa para o consumo dos nutrientes em fungéo do
peso vivo (%PV-') e do peso metabdlico (PV-*7®). Isso pode ser resposta da
homogeneidade dos animais e das dietas diferindo apenas na quantidade de enzimas

adicionada.
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As ingestdes de matéria seca e de nutrientes digestiveis totais elevaram-se
linearmente (P<0,05), com o aumento da porcentagem de enzima na dieta. Esse
aumento pode ter sido decorrente da melhoria nos padrdes fermentativos no ambiente
ruminal (Van Soest, 1982), o que possibilitaria um melhor desempenho das atividades
enzimaticas com a adicdo do MIX de enzimas. Outras hipoteses seriam: um efeito
associativo positivo entre os ingredientes com a inclusdo do MIX, no entanto, ndo se
pode afirmar essa hipétese.

Pode-se observar que nao diferenca significativa (P<0,05) para a DMS, a média
encontrada para essa variavel foi de 80,65% (Tabela 6). O néo efeito para o DMS no
presente trabalho pode ser associado a quantidade de enzima fornecida pois uma
sub-dosagem pode n&o ter efeito significativo sobre a degradagédo de um nutriente no
ambiente ruminal e uma super-dosagem pode exceder o limite maximo de enzima
podendo ocasionar competigao por sitios de adeséo e degradagao enzimatica com os
microrganismos ruminais diminuindo, dessa forma, a eficiéncia ruminal afetando a

digestdo total no trato gastrointestinal (ROJO et al., 2007).

Tabela 6 - Digestibilidade aparente dos nutrientes por borregos alimentadas com
diferentes niveis de enzima amilolitica exdgena na dieta.

Tratamentos Valor de P
Variaveis CVv
0,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% L Q DL
DMS (%) 81,30 80,07 78,90 81,64 81,36 0,673 0,230 0,448 3,41
DMO 85,32 85,77 84,00 8530 84,61 0,628 0,869 0,602 3,17
DPB 84,71 85,65 83,50 86,64 86,08 0,481 0,710 0,462 4,25
DEE 88,58 88,86 87,17 88,68 87,45 0,519 0,966 0,527 2,95
DFDN% 65,19 67,31 64,17 64,37 65,04 0,769 0,873 0,805 11,69
DFDA% 64,11 65,92 62,78 64,90 63,47 0,839 0,927 0,805 12,13
DHem% 65,90 68,21 65,07 64,04 66,05 0,728 0,908 0,722 11,62
DCel% 62,15 63,92 60,74 62,88 61,40 0,834 0,935 0,826 13,44
DCHT 87,02 87,25 88,73 88,62 88,76 0,203 0,687 0,856 2,89
DCNF% 93,25 92,81 93,49 93,71 93,58 0,507 0,956 0,785 1,74
DNDT% 86,85 87,22 85,52 86,80 86,11 0,576 0,830 0,540 2,70

Digestibilidade da matéria seca — DMS; Digestibilidade da matéria organica — DMO; Digestibilidade da
proteina bruta — DPB; Digestibilidade do extrato etéreo — DEE; Digestibilidade da fibra em detergente
neutro — DFDN; Digestibilidade de carboidrato total — DCHT; Digestibilidade de carboidrato nao fibroso
— DCNF; Digestibilidade de hemicelulose — DHem; Digestibilidade de celulose — DCel; Digestibilidade
de nutrientes digestiveis totais — DNDT; Probabilidade do efeito do tratamento — P; Efeito: L: Linear e
Q: Quadratico. Desvio da linearidade (DL); Coeficiente de variagao (CV).
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O balango de nitrogénio € apresentado na Tabela 7. Observou-se que n&o
houve influéncia (P>0,05) dos tratamentos sobre as variaveis nitrogénio excretado na
urina (NU), balango de nitrogénio (BN), nitrogénio de excregao total (NET) e nitrogénio
endogeno basal (NEB). O consumo de nitrogénio (CN) e o nitrogénio absorvido (NB)
sofreram influencia (P<0,05) com a inclusédo da enzima. Este fato pode estar
relacionado ao maior consumo de PB, dos animais recebendo maiores doses do MIX
de enzimas, visto que, o NC esta diretamente relacionado ao consumo de MS que

também foi influenciado pelos tratamentos.

Tabela 7 - Balango de N em borregos alimentadas com diferentes niveis de enzima
amilolitica exdgena na dieta.

Variaveis Tratamentos Valor de P cv
0,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% L Q DL
NC (g.animal.dia') 38,35 37,81 38,07 46,31 43,68 0,021' 0,665 0,148 12,46
NF (g.animal'.dia') 746 765 813 7,71 7,48 0,964 0,487 0,918 18,99
NU (g.animal'.dia') 16,13 1523 12,99 15,91 17,75 0,647 0,301 0,846 37,70
NA (g.animal’.dia') 30,89 30,15 29,94 38,60 36,19 0,0162 0,504 0,108 14,48
BN (g.animal'.dia') 14,75 14,91 16,95 22,68 1844 0,120 0,642 0,375 36,53
NET (g.animal'.dia!) 2359 22,89 21,12 23,62 2523 0,606 0,340 0,872 22,97
NEB (g.animal'.dia') 4,87 522 500 530 524 0,085 0,552 0,243 5,94

Nitrogénio consumido — NC; Nitrogénio excretado nas fezes — NF; Nitrogénio excretado na urina — NU;
Nitrogénio excretado no leite — NL; Balango de nitrogénio — BN; Nitrogénio de excrecao total — NET;
Nitrogénio endégeno basal — NEB; Probabilidade do efeito do tratamento — P; Efeito: L: Linear e Q:
Quadratico.

As médias do balango de energia se encontram na Tabela 8. Ndo houve
diferenga (P>0,05), para as variaveis, consumos de energia bruta (CEB), consumos
de energia digestivel (CED) consumos de energia metabolizavel (CEM) e balango
energético (BENERG). A nao significancia pode estar relacionada a qualidade e
semelhanca das dietas experimentais.
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Tabela 8 - Balangco de energia em borregos alimentadas com diferentes niveis de
enzima amilolitica exdgena na dieta.

o Tratamentos Valor de P
Variaveis Cv
00% 05% 1,0% 15% 20% L Q DL
CEB 3670,39 3545,82 3445,08 3147,11 3354,90 0,192 0,606 0,733 15,36
DEB% 81,75 8126 81,77 8261 8093 0,952 0,728 0,765 4,22
CED 2992,64 2914,20 2831,24 2609,38 2770,65 0,273 0,666 0,783 16,31
EM 2672,23 2592,36 2542,64 2298,92 2454,66 0,287 0,726 0,767 18,40
EBU 314,67 316,13 282,85 304,67 310,29 0,765 0,433 0,640 15,28

BENERG 2000,22 1966,45 1934,54 1766,98 1876,10 0,457 0,831 0,842 21,59

Consumos de energia bruta — CEB; Digestibilidade aparente da energia bruta — DEB%; Consumos de
energia digestivel — CEDg: Consumos de energia metabolizavel — CEMg; Energia da urina — EBU;
Balango energético — BENERG. Probabilidade do efeito do tratamento — P; Efeito: L: Linear e Q:
Quadratico.

Na Tabela 9 sdo apresentados os dados de consumo de agua (CA.animal'.dia-
1), consumo de agua em fungao do consumo de matéria seca (CA.CMS), consumo de
agua em fungéo do peso vivo (CA.%PV-'), consumo de agua em fungdo do peso
metabolico (CA.PV-27%), volume e densidade da urina de borregos alimentados com
diferentes niveis de uma mistura de enzimas exdgenas na dieta. Houve diferencga
significativa (P<0,05) para o CA.animal'.dia’ havendo comportamento linear
crescente de 183 mL de agua para cada 0,5% de mistura de enzima adicionada na
dieta.

Houve diferencga significativa (P<0,05) para o peso das fezes na matéria natural
apresentando comportamento linear crescente com inclusdo da mistura de enzimas.
Para cada 0,5% de inclusdo o peso das fezes aumentou em 0,06 g. Esse resultado
pode estar relacionado CMS que também foi linear, ou seja, os animais recebendo
maiores quantidades de enzimas consumiram maior quantidade de alimentos e
excretaram maior quantidade de fezes. N&o houve diferenga significativa (P>0,05)
para o escore fecal com a inclusdo do MIX de enzimas.

O maior CA.animal'.dia" foi registrado para o tratamento com 2% e o menor
para o tratamento controle pode estar relacionado ao CMS que também mostrou
comportamento linear crescente (Tabela 5). De acordo com o NRC (2007), o consumo
voluntario de agua em ovinos é de duas a trés vezes a ingestdo de matéria seca, ou

seja, o CMS maior influenciou o maior CA. O CA médio foi de 3,814 L.animal'.dia"’!
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estando abaixo do normal segundo Nunes, (1998) para animais de clima quente, que
¢ de 5 a 6 L.animal.”"dia™".

NZo houve diferenga significativa (P>0,05) para os o CA.CMS; CA.%PV ' e
CA.PV-%75 volume e densidade da urina. A densidade especifica da urina esta
diretamente relacionada com a capacidade dos rins do animal em concentra-la. A
média para densidade da urina no presente trabalho foi de 1,024 kg.L estando dentro
do recomendado para pequenos ruminantes que varia de 1,015 a 1,045 (CARVALHO,
2008).

Na Tabela 10 sdo apresentados os valores relativos ao comportamento
ingestivo e a eficiéncia alimentar de borregos recebendo diferentes inclusées de uma
mistura de enzimas exogenas na dieta. Nado houve diferenga significativa (P>0,05)
para ingestao, ruminacao e mastigagao, sendo observadas médias em porcentagem
de 24 h de 13,33; 25,05 e 238,39% respectivamente. A auséncia de diferenga
estatistica sobre as variaveis comportamentais com a adigdo da mistura de enzimas
pode estar relacionada a semelhanca das dietas experimentais. Entretanto, eram
esperadas diferengas para o comportamento, visto que houve diferenga no CMS
animal'.dia™.

Os tempos despendidos em ingestdo e ruminagdo estdo diretamente
relacionados a qualidade da dieta, nesse contexto animais consumindo alimentos com
elevado teor de nutrientes digestiveis totais deverao passar menos tempo exercendo
tais atividades. Consequentemente a qualidade da dieta influenciara os tempos de
mastigacéo, ja que esta é resultante da soma de ingestdo e ruminagao. Oliveira,
(2012) avaliando o efeito de enzima amilolitica exdgenas na dieta em bovinos de corte
nao observou diferenca na ingestdo de alimento, semelhante ao observado no
presente trabalho.

Nao houve diferenga significativa (P>0,05) para a variavel écio. Pode-se
observar que o tempo despendido em o6cio foi em média 887,1 minutos,
correspondendo a 61,06% de 24h. Considerando-se que as dietas possuiam 80% de
concentrado, era esperado que 0s animais passassem mais tempo em 6cio, o que
ocorreu no presente trabalho, contudo, essa porcentagem esta abaixo do encontrado
por outros autores que avaliaram o comportamento de ovinos recebendo altas
quantidades de concentrado na dieta e verificaram 79%, e 77% de O&cio/dia,
respectivamente para os seguintes autores Mendes et al., (2010) e Cirne et al., (2014).
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N&do houve diferengca (P>0,05) para a eficiéncia alimentar de ingestao,
ruminagdo e mastigacdo de borregos alimentados com niveis crescentes de uma
mistura de enzimas exdgenas na dieta (Tabela 10). Cirne et al. (2014) trabalhando
com cordeiros alimentados com dietas exclusivas de concentrado encontraram média
para eficiéncia de ingestdo de matéria seca de 0,415 g.h-! valor superior & média
encontrada no presente trabalho de 0,373 g.h™', ressalta-se que nesse experimento
80% da dieta era composto por concentrado.

Na Tabela 11 é apresentado o perfil de distribuicido de particulas das sobras,
PB e FDN (%) em funcao dos tratamentos com inclusdo de uma mistura de enzimas
exdgenas na dieta. Pode-se observar que houve maior porcentagem de particulas na
peneira de 1,18 mm, e no fundo (particulas menores que 1,18 mm), podendo estar
relacionado a composigao da ragao, animais ruminantes tendem a selecionar a dieta
de acordo com suas exigéncias nutricionais e fisiolégicas (VAN SOEST, 1994).

O padrao de selecao dos animais foi favoravel e adequado em comparagao a
RTM fornecida, mostrando que os animais consumiram a ragao e o perfil de

distribuicdo das sobras foi semelhante ao perfil de distribuicdo das RTM’s (Tabela 4).

Tabela 11 - Perfil de distribuicdo das particulas das sobras de alimento de borregos
em fungao dos tratamentos com inclusdo de uma mistura de enzimas exdgenas na
dieta.

Variaveis Tratamentos Valor de P oV
0,0% 0,5% 1,0% 15% 20% L Q DL
> 19mm (%) 430 358 150 3,30 2,55 0,360 0,431 0,534 92,18
19<8mm (%) 17,91 13,47 14,36 19,21 13,59 0,754 0,882 0,226 40,55
18<1,18mm (%) 38,26 38,97 39,33 37,48 35,06 0,223 0,266 0,976 11,48
<1,18mm (%) 39,51 43,98 44,80 40,00 48,78 0,220 0,826 0,279 18,32
PBSobras 21,33 22,09 31,87 22,2 21,76 0,372 0,158 0,59 3,39
FDNSobras 19,2 20,69 16,92 20,01 17,82 0,572 0,945 0,334 22,09

Efeito Linear (L); Efeito Quadratico (Q); Desvio da linearidade (DL); Coeficiente de variagdo (CV);
Milimetros (mm).

As ragdes eram compostas por 80% de concentrado que possuiam mais de
50% de particulas menores que 1,18 mm, isso pode explicar a maior concentragao de
particulas abaixo desse tamanho nas sobras. Particulas menores que 1,18 mm podem
passar diretamente pelo reticulo-rumen (POPPI et al., 1980), sem que seja necessaria
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acao de nem um dos mecanismos de redugédo de particula que sdo a mastigagéo
durante o processo de preensao dos alimentos; a mastigagdo posterior, durante a
ruminagao; a digestdo microbiana; e a ruptura devido a fricgdo provocada pelas
paredes do rumen, sendo os dois primeiros 0s principais responsaveis pela diminuicao
do tamanho de particula (FAICHNEY, 1986).

Pode-se observar que n&o houve diferenga (P>0,05) para creatinina, Ureia,
acido urico, proteinas totais, albumina, triglicerideos, colesterol (Tabela 12). A gama-
glutamiltransferase (GGT) em todos os tratamentos os valores estiveram acima do
recomendado por Kaneko et al. (2008) para a espécie ovina, situada na faixa de 20 —
52 UI/L.

A média encontrada para a GGT no presente trabalho foi de 104,94 UI/L a n&do
diferenga significativa pode ser explicada pelo fornecimento de dieta unica além do
manejo e ambiente semelhante os quais os borregos foram submetidos durante todo
o periodo experimental. Mendonga et al., (2008) relataram que o aumento da atividade
sérica de GGT, podendo estar associada a problemas hepaticos, e Gonzalez e Silva,
(2006) apontam que a GGT no plasma é de origem hepatica, sendo indicativo de
colestase e proliferagdo de ductos biliares. O consumo de alimentos contendo alguma
toxina (OSWEILER, 1998), lipdose hepatica em vacas (PEEK et al., 2001), e animais
infectados com fasciula hepatica (MULLER, 2001), podem levar a quadros de
elevacao dos niveis plasmaticos de GGT. Todavia ndo se pode inferir que os animais
do presente experimento tiveram algum problema hepatico, ja que os valores de GGT
foram maiores do que o recomendado em todos os tratamentos, inclusive o controle.

Nao houve diferengca (P>0,05) para a FA, e o valor médio encontrado no
presente trabalho foi de 550,37 UI/L estando acima do recomendado por Kaneko et
al. (2008) entre (68 — 387 Ul/L). Os maiores valores de FA podem estar relacionados
a idade dos borregos, a FA em animais jovens pode ser 2 a 3 vezes superior a
concentragdes séricas encontradas em animais adultos (GONZALEZ e SILVA, 2006).

E importante ressaltar que os valores de referéncia para todos os metabdlitos
sanguineos supracitados ndo podem ser considerados como normais para todas as
categorias, visto que esses dados foram obtidos através de avaliagdes pontuais de

animais mantidos em ambientes controlados (MENDONCA et al, 2008).
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Na Tabela 13 sdo apresentados os dados referentes ao perfil glicémico de
borregos alimentados com diferentes inclusées de um MIX de enzimas exdgenas na
dieta. Nao houve diferenca significativa para glicose plasmatica sendo encontrado
valor médio de 54,79 mg/dL estando dentro do recomendado por Kaneko et al. (2008),
50 — 80 mg/dL.

Ndo se encontra na literatura trabalhos utilizando mistura de produtos
enzimaticos comerciais na nutricdo de ovinos. Pouco se sabe sobre os mecanismos
de acido de uma unica enzima adicionada em dietas para ruminantes. Estudar a acao
de diversas enzimas em conjunto tornasse um desafio gigantesco, levando-se em
consideragao o universo ruminorreticular e suas interagdes ja existentes. Todavia é
de extremamente importante para quem trabalha com dietas ricas em alimentos
variados, situagao essa encontrada na maioria das propriedades no Brasil sob uma
diversificacdo de alimentos, forragens e subprodutos, nesse contexto faz-se
necessario novas pesquisas que busquem compreender e elucidar o funcionamento

das enzimas na nutricdo de ruminantes.

Tabela 13 — Glicemia de borregos (mg/dL) alimentados com niveis crescentes de um
MIX de enzimas na dieta.

Tratamentos Tempo (h) Valor de P CVv
0 3 6 9 12 L Q DL (%)

0,0% 58,00 58,20 56,00 58,40 60,20 0,748 0,645 0,941

0,5% 55,00 54,00 51,80 54,40 51,20 0,615 0,981 0,862

1,0% 54,75 49,50 56,25 56,25 49,00 0,767 0,570 0,444

1,5% 55,20 56,20 51,80 54,20 55,40 0,911 0,671 0,830 4g 35

2,0% 51,60 58,80 56,00 56,20 51,40 0,834 0,218 0,806

L 0,145 0,688 0,998 0,588 0,122

Q 0,960 0,019 0,433 0,421 0,072

DL 0,717 0,446 0,302 0,713 0,098

Efeito Linear (L); Efeito Quadratico (Q); Desvio da linearidade (DL); Coeficiente de variacao (CV).

4. CONCLUSAO
As inclusdes de um MIX de enzimas exdgenas nos niveis testados no presente

trabalho n&o influenciaram a digestibilidade da matéria seca, o comportamento

ingestivo e a eficiéncia alimentar dos borregos.
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A inclusdo do MIX de enzimas causou um aumentou no consumo dos
nutrientes, no consumo de agua e interferiu nas concentragbes seéricas de

aspartatoaminotransferase.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que apenas os produtos
MIX de enzimas e AMAIZE™ foram capazes de causar efeito significativas no
consumo e digestibilidade aparente respectivamente.

A utilizacao de enzimas fibroliticas e complexos enzimaticos com baixos teores
de amilases em dietas de alto grao nao sao eficientes em modificar a taxa de digestao
e consumo dos nutrientes. Para que as enzimas tenham efeito positivo e exergam seu
papel de lise no ambiente ruminorreticular € necessario que se utilize produtos
capazes de degradar substratos especificos da dieta a ser testada como amido ou
celulose, dessa maneira, pode-se amplificar as taxas de degradagao dos nutrientes

melhorando a produtividade animal.
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