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ENZIMA ALFA AMILASE EXOGENA E BIOCOLINA PARA BOVINOS

Resumo: Este estudo buscou avaliar o fornecimento de enzima a-amilase e biocolina sobre o
desempenho nutricional e produtivo de ruminantes. Para avaliar a utilizacdo da enzima a-
amilase, um estudo foi realizado utilizando 45 novilhas cruzadas (*2 Brahman x %2 Nelore), com
idade média e peso corporal (PC) médio inicial de 22 meses e 314,7 + 4,34 kg. O delineamento
utilizado foi inteiramente ao acaso com arranjo fatorial 2 x 2 para avaliar a adigdo ou ndo de
enzima a-amilase (0 ou 667 unidades de quilo novo (KNU)/kg de concentrado) e dois niveis de
suplementacdo (3 ou 6 g de concentrado/kg de PC). Independentemente da quantidade de
suplemento ofertado, a enzima a-amilase ndo teve efeito (P > 0,05) sobre o consumo,
digestibilidade e desempenho animal. A adicdo de enzima a-amilase no suplemento
concentrado ndo melhora o desempenho nutricional e produtivo de novilhas de corte mantidas
em pastagem tropical. A oferta de 6 g/kg PC de suplemento concentrado aumenta o desempenho
produtivo de novilhas sem afetar o consumo de forragem tropical de alta qualidade. Para avaliar
o efeito da biocolina, foram utilizados cinco bovinos machos castrados, da raga Jersey, com
peso corporal de 791,60 + 14,95 kg, portadores de canula ruminal distribuidos em quadrado
latino 5 x 5, em esquema fatorial 2 x 2 + 1. Os tratamentos utilizados foram duas doses de
biocolina (3 e 6 g de biocolina/100 kg do peso corporal), dois locais de administracdo de
biocolina (rimen e abomaso) e um tratamento controle que ndo foi administrado a biocolina.
A administracdo de biocolina, em diferentes quantidades e locais ndo apresentaram efeito (P >
0,05) sobre o consumo, digestibilidade, pardmetros ruminais e sanguineos. A administracdo de
6 g de biocolina/100 kg de PC tende a aumentar a digestibilidade de extrato etéreo. Doses
superiores a 6 g de biocolina/100 kg de PC podem ser avaliadas em estudos futuros para melhor
entendimento do potencial da biocolina como emulsificante em dietas com teor de lipidios

elevados e fontes de rapida liberacdo no ambiente ruminal de bovinos.

Palavras-chave: aditivos alternativos, extrato vegetal, nutrigdo animal



EXOGENOUS ALPHA AMYLASE ENZYME AND BIOCHOLINE FOR CATTLE

Abstract: This study sought to evaluate the supply of a-amylase enzyme and biocolin on the
nutritional and productive performance of ruminants. To evaluate the use of the a-amylase
enzyme, a study was carried out using 45 crossbred heifers (*2 Brahman x %2 Nelore), with an
average age and average initial body weight (BW) of 22 months and 314.7 + 4.34 kg. The
design used was entirely randomized with a 2 x 2 factorial arrangement to evaluate the addition
or not of the a-amylase enzyme (0 or 667 kilo new units (KNU)/kg of concentrate) and two
levels of supplementation (3 or 6 g of concentrate/kg of BW). Regardless of the amount of
supplement offered, the a-amylase enzyme had no effect (P > 0.05) on consumption,
digestibility and animal performance. The addition of a-amylase enzyme to the concentrate
supplement does not improve the nutritional and productive performance of beef heifers kept
on tropical pasture. Offering 6 g/kg CP of concentrate supplement increases the productive
performance of heifers without affecting the consumption of high quality tropical forage. To
evaluate the effect of biocoline, five castrated male Jersey cattle with a body weight of 791.60
+ 14.95 kg and a rumen cannula were divided into 5 x 5 Latin squares in a 2 x 2 + 1 factorial
design. The treatments used were two doses of biocoline (3 and 6 g of biocoline/100 kg of body
weight), two biocoline administration sites (rumen and abomasum) and a control treatment in
which no biocoline was administered. The administration of biocoline in different amounts and
at different sites had no effect (P > 0.05) on intake, digestibility, rumen and blood parameters.
The administration of 6 g of biocoline/100 kg of BW tended to increase the digestibility of ether
extract. Doses higher than 6 g of biocoline/100 kg of CP can be evaluated in future studies to
better understand the potential of biocoline as an emulsifier in diets with high lipid content and

sources of rapid release into the rumen environment of cattle.

Keywords: alternative additives, plant extract, animal nutrition
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1 INTRODUGCAO

A utilizacdo de estratégias para melhorar a eficiéncia da producdo é necessaria para a
conversao de nutrientes dietéticos em produtos de origem animal (carne e leite), além de reduzir
as perdas de energia. Logo, os principais objetivos com a utilizag&o de aditivos alimentares na
nutrigdo de ruminantes sdo: alterar o ambiente ruminal para otimizar a fermentagdo microbiana
com o intuito de prevenir ou tratar distlrbios digestivos (SCHAREN et al., 2017; MARQUES
et al., 2021); melhorar a eficiéncia na digestédo e absorcdo dos nutrientes e potencializar ganhos
no desempenho produtivo, bem como reduzir as perdas de energia com a producdo de metano
(OLIVEIRA et al., 2019).

A principal classe de aditivos alimentares utilizados na nutricdo de ruminantes séo 0s
ionoforos, com o intuito de melhorar o desempenho, os parametros de fermentacao ruminal e a
salde de bovinos de corte (MARQUES et al.,, 2021). A monensina, por exemplo, foi
amplamente utilizada para melhorar a eficiéncia energética das dietas e desempenho produtivo
dos animais (XAVIER et al., 2020).

Contudo, ha uma preocupacdo com a seguranca alimentar dos consumidores, devido a
possibilidade de residuos que esses aditivos podem deixar nos produtos de origem animal,
podendo aumentar a resisténcia antimicrobiana (XAVIER et al., 2020). O aumento de estudos
com aditivos alternativos considerados naturais, como os probidéticos, 6leos essenciais, enzimas
exogenas, extratos naturais de plantas e algumas combinagfes, como por exemplo, 6leos
essenciais e enzimas exogenas, tem sido utilizado na alimentacdo de ruminantes com o intuito
de aumentar o desempenho produtivo (TOSET] et al., 2020; LEAL et al., 2021).

As enzimas exdgenas utilizadas na nutricdo animal sdo categorizadas como aditivos
zootécnicos, pois atuam positivamente na alimentacdo melhorando o valor nutricional do
alimento, aumentando a digestibilidade e 0 desempenho, além de manter a satde intestinal dos
animais, reduzindo os disturbios digestivos (BERGEN e BATES, 1984; VELAZQUES-DE
LUCIO et al., 2021). A adicédo de enzimas exogenas em dietas de ruminantes é uma tecnologia
emergente devido aos beneficios na utilizacdo de alimentos e melhora do desempenho animal
dos ruminantes. Entretanto, sdo necessarios estudos com énfase na atividade enzimatica,
métodos de aplicacdo e dosagem ideal das enzimas na dieta de ruminantes (SUJANI et al.,
2015).

A biocolina surgiu como um aditivo que pode substituir a utilizagdo do cloreto de colina

sintético, o qual foi extensivamente utilizado na dieta de ruminantes. A biocolina é um aditivo
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nutricional de origem vegetal ndo higroscopico, produzido através de plantas da india como
Achyrantes aspera, Trachyspermum ammi, Azadirachta indica, Citrullus colocynthis e
Andrographis paniculata (MARTINEZ-AISPURO et al., 2019). Possui alto contetido de colina
na forma esterificada (fosfatidilcolina), com alta biodisponibilidade, atuando de maneira
eficiente em diferentes atividades metabdlicas, principalmente no metabolismo energético
(FARINA et al., 2017).

A maioria dos estudos utilizaram a biocolina como uma fonte de colina na dieta dos
ruminantes, com o objetivo de aumentar a producéo de leite/carne (MARTINEZ-AISPURO et
al.,, 2019; ALBA et al.,, 2020; LEAL et al., 2021), melhorar o metabolismo hepético
(RODRIGUEZ-GUERRERO et al., 2018) e saude animal (ALBA et al., 2021; LEAL et al.,
2021). Contudo, estudos utilizando a biocolina como fonte de fosfatidilcolina com acéo
emulsificante na nutricdo de ruminantes sao escassos na literatura. Desta maneira, objetivou-se
avaliar o fornecimento de enzima o-amilase e biocolina sobre o desempenho nutricional e

produtivo de ruminantes.
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2 Revisao

2.1 Aditivos Alimentares

Segundo a Instrucdo Normativa n° 44, de 15 de dezembro de 2015 do MAPA, define-se
aditivos alimentares como:

substdncia, microrganismo ou  produto  formulado, adicionado
intencionalmente aos produtos, que ndo é utilizada normalmente como
ingrediente, tenha ou ndo valor nutritivo e que melhore as caracteristicas dos
produtos destinados a alimentacdao animal ou dos produtos animais, melhore
o desempenho dos animais sadios ou atenda as necessidades nutricionais.

Os aditivos podem ser classificados em diferentes categorias, de acordo com suas funcdes

e propriedades (Tabela 1).

Tabela 1. Categorias de aditivos e suas defini¢coes

Categoria Definicéo
Aditivos Qualquer substancia adicionada ao produto destinado a alimentacdo
Tecnoldgicos animal com fins tecnoldgicos

Qualquer substancia adicionada ao produto para melhorar ou
Aditivos Sensoriais  modificar as propriedades organolépticas destes ou as
caracteristicas visuais dos produtos
Toda substancia utilizada para manter ou melhorar as propriedades
nutricionais do produto
Toda substancia utilizada para influir positivamente na melhoria do
desempenho dos animais
Fonte: Instrucdo normativa n° 13, de 30 de novembro de 2004.

Aditivos nutricionais

Aditivos zootécnicos

Os principais objetivos com a utilizagéo de aditivos alimentares na nutricdo de ruminantes
sdo: alterar o ambiente ruminal para otimizar a fermentacdo microbiana com o intuito de
prevenir ou tratar distarbios digestivos (SCHAREN et al., 2017; MARQUES et al., 2021);
melhorar a eficiéncia na digestdo e absor¢do dos nutrientes e potencializar ganhos no
desempenho produtivo (OLIVEIRA et al., 2019); e reduzir as perdas de energia com a producgéo
de metano (TEDESCHI et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2019).

Entre os aditivos alimentares utilizados na alimentagdo animal, existem os aditivos
antimicrobianos que possuem agdo antimicrobiana e sdo adicionados na alimentacdo animal
com o intuito de atuar como promotores/melhoradores do desempenho de animais sadios e 0s

aditivos anticoccidianos, que sdo utilizados para prevenir ou tratar a coccidiose (IN 54, MAPA).
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A principal classe de aditivos alimentares utilizados na nutricdo de ruminantes sdo 0s
iono6foros, com o intuito de melhorar o desempenho, os parametros de fermentacéo ruminal e a
saude de bovinos de corte (MARQUES et al., 2021). A monensina, por exemplo, foi
amplamente utilizada para melhorar a eficiéncia energética das dietas e o desempenho
produtivo dos animais (MORAES et al., 2011; XAVIER et al., 2020). Entretanto, hd uma
preocupacdo com a seguranca alimentar dos consumidores, devido a possibilidade de residuos
desses aditivos nos produtos de origem animal, que podem aumentar a resisténcia
antimicrobiana (KHIAOSA-ARD e ZEBELLI., 2013; XAVIER et al., 2020).

Desta maneira, 0 aumento de estudos com aditivos alternativos, considerados naturais,
como os probidticos, 6leos essenciais, enzimas exdgenas, extratos naturais de plantas e algumas
combinacg6es, como por exemplo, 6leos essenciais e enzimas exdgenas, tem sido utilizado na
alimentacdo de ruminantes com o intuito de melhorar o desempenho produtivo desses animais.
(GENCOGLU et al., 2010; TOSETI et al., 2020; LEAL et al., 2021).

2.2 Utilizacao de Enzimas como Aditivo na Nutricdo de Ruminantes

Enzimas sdo catalisadores biolégicos que aceleram a velocidade das reagGes quimicas em
todos os seres vivos. Seu modo de acdo depende da especificidade e capacidade catalitica,
atuando de maneira primaria sobre o substrato ao qual tem afinidade e secundaria através do
acesso aos outros nutrientes que estardo disponiveis (VELAZQUES-DE LUCIO et al., 2021).

As enzimas exdgenas utilizadas na nutricdo animal sdo categorizadas como aditivos
zootécnicos, pois atuam positivamente na alimentacdo, melhorando o valor nutricional do
alimento, aumentando a digestibilidade e o desempenho, além de manter a satde intestinal dos
animais, reduzindo os disturbios digestivos (BERGEN e BATES, 1984; VELAZQUES-DE
LUCIO et al., 2021).

As principais enzimas exogenas utilizadas na nutricdo de ruminantes sdo: enzimas
fibroliticas, amiloliticas e proteoliticas. Contudo, a maioria dos estudos encontrados na
literatura concentram-se na utilizacdo de enzimas fibroliticas, devido as limitacbes em relacdo
a digestdo lenta e incompleta da fibra, que consequentemente afetam o desempenho animal
(BHASKER et al., 2013; MOHAMED et al., 2013).

Apesar da hipbtese de que a digestdo do amido e proteina por ruminantes ndao sejam
limitados ao ponto de atrapalhar o desempenho animal, tal como a digestdo da fibra o faz,

algumas pesquisas avaliaram a utilizacdo de enzimas amiloliticas (DILORENZO et al., 2011,
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NOZIERE et al., 2014) e proteoliticas (VERA et al., 2012) e verificaram o potencial de
utilizacdo dessas enzimas para a melhora do desempenho.

A adicdo de enzimas exogenas em dietas de ruminantes é uma tecnologia emergente
devido aos beneficios na utilizacdo de alimentos e melhora do desempenho animal dos
ruminantes. Entretanto, sdo necessarios estudos com énfase na atividade enzimatica, metodos

de aplicacdo e dosagem ideal das enzimas na dieta de ruminantes (SUJANI et al., 2015).

2.2.1 Enzima a-amilase exdgena na nutri¢do de ruminantes

As enzimas podem ser obtidas de animais, plantas ou microrganismos e sao classificadas
de acordo com o substrato sobre o qual atuam (HARGER, 1982). A enzima alfa amilase pode
ser produzida principalmente pelos microrganismos Bacillus licheniformis, Bacillus
stearothermophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Aspergillus niger e Aspergillus oryzae e séo
classificadas como enzimas carboidrases, hidrolisando as liga¢des glicosidicas do amido,
glicogénio e polissacarideos (TRICARICO et al., 2008; SOUZA et al., 2010; VELAZQUES-
DE LUCIO et al., 2021).

As amilases podem ser classificadas de acordo com o tipo de ligacdo que hidrolisam
(Figura 1). As a-amilases quebram as ligacdes no interior do substrato (endoamilases); as -
amilases quebram unidades das extremidades ndo redutoras do substrato (exoamilases) e as
glucoamilases (amiloglucosidases) atuam nas unidades de glicose do terminal ndo redutor do
substrato (COSTA, 1996; MORAES, 2004).

[ Endo-o- 1,4-Glucanases { o-amilase
B — Exomaltohexahidrolase
Exomaltopentahidrolase
Exomaltotetrahidrolase
__ Exo0-0-1,4-Glucanases — [-amilase

o-1,4-Glucanases —

Enzimas
Amiloliticas — Amiloglucosidase
L Isopululanase

Pululanase
Isoamilase

Endo-a-1,6-Glucanases {
o-1,6-Glucanases

Exo-a-1,6-Glucanases { Exopululanase
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Figura 1. Classificacdo das enzimas amiloliticas
Fonte: Costa (1996).

A digestdo do amido nos ruminantes envolve Varios processos: desde a mastigacao, para
uma pequena acao da amilase salivar, até a acdo dos microrganismos ruminais, principalmente
as bactérias, para a fermentacdo do amido e outros carboidratos da dieta (VAN SOEST, 1994).
O processo de hidrolise do amido inicia-se com a adesao das bactérias aos granulos. Contudo,
a matriz proteica que envolve os grdos de amido, impermeabiliza o granulo e dificulta o acesso
das enzimas e microrganismos, 0 que pode resultar em uma baixa degradabilidade ruminal
(NASCIMENTO et al., 2009).

As enzimas amiloliticas sdo aditivos com potencial para aumentar a digestdo do amido
pelos ruminantes através da hidrolise de ligagdes a-1,4 ou a-1,6, sobre a amilase ou
amilopectina, produzindo moléculas menores como polissacarideos, glicoses, maltotrioses e
maltoses, 0s quais poderiam ser utilizados como substratos pelos microrganismos ruminais
(INGLE & ERICKSON 1978; HELBERT et al. 1996; ROJO-RUBIO et al., 2007). A amilose
é um polimero linear formado por até 6.000 unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas
a-1,4, sua hidrdlise parcial produz oligossacarideos e a total produz glicose (MORAES, 2004).
A amilopectina € uma molécula maior que a amilose e possui estrutura ramificada, com cadeias
lineares de glicose unidas por liga¢des a-1,4 e cadeias laterais (pontos de ramificagdes) unidos
por ligagdes a-1,6 (CHESSON E FORSBERG, 1997).

Embora os primeiros relatos da utilizacdo de enzimas exdgenas para melhorar o
desempenho de bovinos de corte tenham ocorrido na década de 60 (BURROUGHS et al., 1960),
a adocdo dessa tecnologia ocorreu de forma mais lenta devido a complexidade do trato
gastrointestinal dos ruminantes e a acdo dos microrganismos no rimen que realizam 0s
processos fermentativos de maneira que dificultam a interpretacdo dos resultados
(VELAZQUES-DE LUCIO et al., 2021).

A utilizagdo de enzima a-amilase exdgena na dieta de ruminantes tem sido proposta com
0 intuito de aumentar a digestibilidade ruminal e/ou total do amido (KLINGERMAN et al.,
2009; GENCOGLU et al., 2010; NOZIERE et al., 2014). Além disso, a adi¢do da o-amilase
exogena vem sendo utilizada em associacdo com métodos de processamento fisico do grao de
milho com o objetivo de aumentar a digestdo total do amido e melhorar o desempenho animal
(MILLER etal., 2008; DILORENZO et al., 2011; BOEHLKE et al., 2015).

Varios estudos relatam a utilizagdo da a-amilase exdgena em dietas de vacas leiteiras para
aumentar a producdo de leite e a digestdo ruminal do amido (KLINGERMAN et al., 2009;
GENCOGLU et al., 2010; NOZIERE et al., 2014; ANDREAZZI et al., 2018) ou em dietas de
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bovinos de corte em confinamento (DILORENZO et al., 2011; MERCHIATTI et al., 2019;
TOSETI et al., 2020). Entretanto, estudos utilizando a-amilase exdgena na dieta de bovinos de

corte mantidos em pastagens tropicais sdo escassos.

2.3 Utilizacéo de biocolina como fonte de fosfatidilcolina na nutri¢cdo de ruminantes

A colina € um nutriente hidrossoltvel associada as vitaminas do complexo B e seu
metabolismo em mamiferos sintetizam diferentes metabdlitos (Figura 1) com funces
importantes no organismo animal (LI e VANCE, 2008; VETH et al., 2016). Os metabdlitos
lipossoluveis (fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina e esfingomielina) atuam no metabolismo de
formacdo e manutencdo das membranas celulares, metabolismo lipidico e sinalizacdo celular
(KORSMO et al., 2019). Os metabdlitos hidrossoluveis (colina livre, acetilcolina, betaina,
glicerofosfocolina e fosfocolina) atuam de diferentes formas. A acetilcolina € um hormonio
neurotransmissor produzido pelo sistema nervoso central e periférico (BERCHIELLI et al.,
2011). A oxidacdo mitocondrial da colina livre sintetiza betaina, que juntamente com a
glicerofosfocolina atua como osmédlitos organicos dentro das células (EKLUND et al., 2005
KORSMO et al., 2019). A oxidacdo da betaina fornece grupos metil para a conversao de
homocisteina em metionina (EKLUND et al., 2005).
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Figura 1. Metabolismo da colina em células de mamiferos. Adaptado de Veth et al. (2016)
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Contudo, a colina dietética é extensivamente degradada pelos microrganismos ruminais,
sendo metabolizada a trimetilamina e excretada entre 6 a 12 horas ap6s o consumo (BALDI e
PINOTTI, 2006; BERCHIELLI et al., 2011). O sinal clinico mais comum da deficiéncia de
colina é a esteatose hepatica, mais conhecida como “figado gorduroso”, que ocorre devido a
diminuicdo na sintese de fosfatidilcolina, um fosfolipidio importante para a sintese e secrecao
de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), as quais fazem o transporte de
triacilglicerdis para outros tecidos (YAO e VANCE, 1988; KORSMO et al., 2019).

Desta maneira, a protecdo da colina atraves de um revestimento lipidico surgiu como uma
alternativa para evitar a degradacdo ruminal, fornecendo ion de colina para absor¢do pos
ruminal (BOLATTI et al., 2020). Estudos mostram que a utilizacdo de colina protegida no
rumen é eficaz para reduzir ou prevenir o acimulo de triacilglicerol no figado (BOBE et al.,
2004, COOKE et al., 2007; ZENOBI et al., 2018a) e aumentar os genes envolvidos no
transporte de VLDL (ZOM et al., 2011; GOSELINK et al., 2013). Além disso, outros estudos
com vacas leiteiras mostram que a suplementacdo de colina protegida no rimen aumenta a
producdo de leite, gordura e energia corrigida no leite (SUN et al., 2016; ZENOBI et al., 2018b).
A suplementacdo de cabras leiteiras com colina protegida no rGmen aumentou a concentracdo
e a producdo de gordura no leite (PINOTTI et al., 2008). A suplementacdo de colina protegida
no rimen aumentou o peso corporal e ganho médio diario de bovinos de corte (BRYANT et
al., 1999; PINOTTI et al., 2009). Entretanto, as fontes de colina protegida no rimen diferem
em seu contetdo de colina e degradabilidade ruminal, sendo apenas 61% absorvido no duodeno
(KUNG et al., 2003; BRUSEMEISTER e SUDEKUM, 2006; VETH et al., 2016).

Desta maneira, a biocolina surgiu como um aditivo alternativo as fontes sintéticas de
colina protegida do rimen que sao utilizadas nas dietas de ruminantes. A biocolina (Biocolina
FC®, Nutriquest Technofeed Nutricdo Animal Ltda., Campinas, Brasil) é um aditivo
nutricional de origem vegetal ndo higroscopico, produzido através de plantas da india
(Achyrantes é&spera, Trachyspermum ammi, Azadirachta indica, Citrullus colocynthis e
Andrographis paniculata) e possui protecdo natural a degradacdo pelos microrganismos
ruminais (MARTINEZ-AISPURO et al., 2019). Além disso, tem um alto contetido de colina na
forma esterificada, como fosfatidilcolina com alta biodisponibilidade, atuando de maneira
eficiente em diferentes atividades metabdlicas, como no metabolismo energético (FARINA et
al., 2017).

Contudo, a maioria dos estudos utilizaram a biocolina como uma fonte de colina na dieta
dos ruminantes, com o objetivo de aumentar a producao de leite/carne (MARTINEZ-AISPURO
et al.,, 2019; ALBA et al.,, 2020; LEAL et al., 2021), melhorar o metabolismo hepético
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(RODRIGUEZ-GUERRERO et al., 2018) e saude animal (ALBA et al., 2021; LEAL et al.,
2021).Entretanto, estudos utilizando a biocolina como fonte de fosfatidilcolina com acgéo
emulsificante na nutricdo de ruminantes séo escassos na literatura.

A utilizacdo de lipideos na dieta de ruminantes é uma alternativa para aumentar a
densidade energética, devido ao seu alto teor energético de aproximadamente 2,25 vezes maior
que a energia dos carboidratos (NELSON et al., 2004; HESS, 2008). Contudo, a utilizacdo de
lipideos na dieta de ruminantes dever ser feita com cautela, devido aos efeitos negativos que 0s
lipideos podem proporcionar sobre o consumo de matéria seca e digestibilidade da fibra
(JENKINS et al., 2008; RENNO et al, 2015), em raz&o da pelicula que os lipideos formam nas
particulas de alimento, dificultando a ades&o pelos microrganismos ruminais (BETTERO et al.,
2013, JORGE et al., 2008).

Os emulsificantes sdo moléculas que elevam a capacidade de preservacdo dos nutrientes
devido as suas caracteristicas anfifilicas (uma parte hidrofilica e outra hidrofébica),
preservando 0s nutrientes no processo de absorcdo de dleos e gorduras (REIS, 2021). No
concentrado, a colina esta presente na forma de lecitina, um fosfolipidio de origem vegetal ou
animal com natureza anfifilica (cabeca hidrofilica e cauda hidrofébica), composta por uma
mistura de fosfatidilcolina, fosfatidiletanoamina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina,
fosfatidilglicerol e 4&cido fosfatidico (MCFADENN, 2019; LEAL et al., 2021).
Bioguimicamente, o termo lecitina é utilizado como um sindnimo de fosfatidilcolina.

Um processo importante na digestdo de lipidios € a formacdo de micelas, que séo
constituidas por fosfolipideos, acidos e sais biliares, lecitina, moléculas de colesterol,
triglicerideos da dieta e &cidos graxos livres, que garantem a absorcdo dos lipidios nas
microvilosidades intestinais (MCFADDEN, 2019). Fosfolipidios e lisofosfolipidios s&o
considerados emulsificantes naturais. Alguns estudos foram conduzidos afim de se utilizar a
lecitina como um emulsificante na dieta de ruminantes, entretanto, devido a sua suscetibilidade
a degradacédo ruminal, ndo tem sido observado melhora na digestibilidade ou absor¢éo de acidos
graxos (SHEPARDSON E HARVATINE, 2019; MCFADDEN, 2019).

A fosfatidilcolina constitui em até 95% os fosfolipidios que compde a secre¢éo biliar, que
juntamente com os acidos biliares e colesterol formam as micelas, as quais fazem o transporte
dos lipideos para serem absorvidos no intestino delgado dos animais (ALVARO et al., 1986;
MCFADENN, 2019). Além disso, a fosfatidilcolina é necessaria para a sintese e liberacdo de
quilomicrons e lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) pelas células das vilosidades

intestinais (KOO E NOH, 2001). Desta maneira, o fornecimento pds-ruminal de fosfatidilcolina
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poderia aumentar a digestibilidade e absorcéo de acidos graxos no intestino (MCFADENN et
al., 2019).
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3 ENZIMA ALFA AMILASE EXOGENA E QUANTIDADE DE SUPLEMENTO
CONCENTRADO PARA NOVILHAS DE CORTE EM PASTAGEM TROPICAL

Resumo: Objetivou-se avaliar os efeitos da adigdo de enzima o-amilase em diferentes
quantidades de suplemento concentrado sobre as caracteristicas nutricionais e desempenho
produtivo de novilhas mantidas em pastagem tropical. Foram utilizadas 45 novilhas cruzadas
(%2 Brahman x % Nelore), com idade média e peso corporal (PC) médio inicial de 22 meses e
314,7 £ 4,34 kg. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com arranjo
fatorial 2 x 2 para avaliar a adi¢do ou ndo da adi¢ao de enzima a-amilase (0O ou 667 unidades
de quilo novo (KNU)/kg de concentrado) e duas quantidades de suplemento concentrado (3 ou
6 g de concentrado/kg de PC). Ndo houve interacdo (P > 0,05) entre a adi¢cdo de enzima e a
guantidade de suplemento concentrado para nenhuma das varidveis analisadas. A oferta de 6
g/kg de PC de suplemento concentrado aumentou a ingestdo de matéria organica (P = 0,01),
amido (P < 0,01) e matéria organica digestivel (P = 0,02). A adicdo da enzima a-amilase ndo
apresentou efeito (P > 0,05) sobre o consumo e digestibilidade de nutrientes. Os niveis de
suplementacdo ndo tiveram efeito (P > 0,05) no pH ruminal, nitrogénio amoniacal ruminal (N-
NH3), nitrogénio ureico sérico (NUS), excrecdo de nitrogénio ureico (ENU), nitrogénio
microbiano (Nmic) e concentragfes de AGV. No entanto, a adi¢do da enzima a-amilase
diminuiu (P < 0,05) as concentracbes de NUS. O nivel de suplementacdo de 6 g/kg PC
aumentou (P < 0,05) o desempenho. Entretanto, a adi¢do da amilase ndo afetou (P > 0,05) o
desempenho produtivo. A adi¢do de enzima a-amilase ndo melhora o desempenho nutricional
e produtivo de novilhas de corte mantidas em pastagem tropical recebendo suplementagéo

concentrada até 6 g/kg PC.

Palavras-chave: aditivo, amido, bovino de corte, suplemento
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3 EXOGENOUS ALPHA AMYLASE ENZYME AND AMOUNT OF
CONCENTRATED SUPPLEMENT FOR BEEF HEIFERS IN TROPICAL PASTURE

Abstract: The aim of this study was to evaluate the effects of adding a-amylase enzyme to
different amounts of concentrate supplement on the nutritional characteristics and productive
performance of heifers kept on tropical pasture. 45 crossbred heifers (*2 Brahman x %2 Nelore)
were used, with an average age and average initial body weight (BW) of 22 months and 314.7
+ 4.34 kg. The experimental design was entirely randomized with a 2 x 2 factorial arrangement
to evaluate the addition or not of the a-amylase enzyme (0 or 667 kilo new units (KNU)/kg of
concentrate) and two amounts of concentrate supplement (3 or 6 g of concentrate/kg of BW).
There was no interaction (P > 0.05) between the addition of enzyme and the amount of
concentrate supplement for any of the variables analyzed. Offering 6 g/kg BW of concentrate
supplement increased the intake of organic matter (P = 0.01), starch (P < 0.01) and digestible
organic matter (P = 0.02). The addition of the a-amylase enzyme had no effect (P > 0.05) on
nutrient intake and digestibility. Supplementation levels had no effect (P > 0.05) on rumen pH,
rumen ammonia nitrogen (N-NH3), serum urea nitrogen (NUS), urea nitrogen excretion (ENU),
microbial nitrogen (Nmic) and VFA concentrations. However, the addition of the a-amylase
enzyme decreased (P < 0.05) NUS concentrations. The supplementation level of 6 g/lkg BW
increased (P < 0.05) performance. However, the addition of amylase did not affect (P > 0.05)
production performance. The addition of a-amylase enzyme does not improve the nutritional
and productive performance of beef heifers kept on tropical pasture receiving concentrate

supplementation up to 6 g/kg CP.

Keywords: additive, starch, beef cattle, supplement
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3.1 Introducgéo

As gramineas tropicais ndo sdo consideradas uma dieta balanceada devido as restrices
nutricionais que podem limitar o consumo de forragem e o desempenho produtivo de bovinos,
sendo necessario a suplementacdo concentrada para ajustar o aporte de nutrientes, afim de
atender as exigéncias microbianas e/ou animais (DETMANN et al., 2014; DETMANN et al.,
2020). O milho é o principal ingrediente utilizado como fonte de energia em dietas para
ruminantes e a quantidade de suplemento ofertado esta diretamente relacionada com o aumento
no ganho produtivo dos animais (GIUBERTI et al., 2013; BARBIZAN et al., 2020;
DAMASCENO et al., 2021).

O fornecimento de suplemento concentrado para bovinos de corte em pastagens tropicais
aumenta a ingestdo de nutrientes, entretanto, pode diminuir o consumo de forragem devido a
alteracdo da populagdo microbiana, favorecendo o crescimento de bactérias amiloliticas,
degradadoras de amido (DE PAULA et al., 2019; ZHANG et al., 2022). Contudo, as oscila¢des
na disponibilidade diaria de amido que ocorrem na dieta de bovinos de corte mantidos a pasto
podem fazer com que as bactérias amiloliticas ndo sejam capazes de degradar o amido de
maneira eficiente, uma vez que o aumento na ingestdo de amido através de uma maior
quantidade de oferta de suplemento concentrado pode diminuir o teor de a-amilase pancreatica
(KREIKEMEIER et al., 1990).

A utilizagdo de enzima a-amilase exdgena na dieta de ruminantes tem sido proposta com
0 intuito de aumentar a digestibilidade ruminal e/ou total do amido (KLINGERMAN et al.,
2009; GENCOGLU et al., 2010; NOZIERE et al., 2014). Além disso, a adi¢do da o-amilase
exdgena vem sendo utilizada em associagdo com métodos de processamento fisico do grdo de
milho com o objetivo de aumentar a digestdo total do amido e melhorar o desempenho animal
(VASCONCELOS e GALYEAN, 2007; DILORENZO et al., 2011; BOEHLKE et al., 2015).
Entretanto, a maioria desses estudos sdo conduzidos com vacas de leite (ANDREAZZI et al.,
2018; CERVANTES et al., 2022; ZILIO et al., 2019) ou bovinos de corte em confinamento
(DILORENZO et al., 2011; MERCHIATTI et al., 2019; TOSETI et al., 2020), sendo escassos
estudos utilizando a-amilase exdgena na dieta de bovinos de corte mantidos em pastagens
tropicais.

Nesse sentido, a hipdtese desse estudo foi que a adicdo de a-amilase em maiores
quantidades de suplemento concentrado aumenta a digestibilidade ruminal do amido e que a
quantidade maior de suplementacdo aumenta o desempenho produtivo dos animais. Assim,

objetivou-se avaliar os efeitos da adi¢cdo de enzima a-amilase em diferentes quantidades de
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suplemento concentrado sobre as caracteristicas nutricionais e desempenho produtivo de

novilhas mantidas em pastagem tropical.

3.2 Material e métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/ Universidade
Estadual do Oeste do Parana — Protocolo n° 21/17), de acordo com os principios éticos de

experimentacao animal estabelecidos pelo Conselho Brasileiro de Controle de Experimentagao

Animal (CONCEA).

3.2.1 Animais, dietas e design experimental

O estudo foi realizado durante a transicdo da estagcdo seca para a chuvosa, no municipio
de Entre Rios do Oeste- PR (24°40°34” S, 54°16° 38” W). A temperatura média foi de 26,3 +
2,6 °C, com precipitacao pluviométrica de 488,8 mm. O periodo experimental foi composto por
10 dias de adaptacao as dietas, instalagdes e manejos e 90 dias para coleta de dados.

Foram utilizadas 45 novilhas cruzadas (2 Brahman x 2 Nelore), com idade média e peso
corporal (PC) médio inicial de 22 meses e 314,7 + 4,34 kg, respectivamente. Distribuidas em
quatro tratamentos (trés tratamentos com 11 repeti¢des e um tratamento com 12 repetigdes) em
oito piquetes de um hectare cada formados com Urochloa brizantha cv. Xaraés e manejadas
sob lotagdo continua.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com arranjo fatorial 2 x 2
para avaliar a adi¢@o ou ndo de enzima a-amilase exdgena (em uma dose de 0 ou 667 unidades
de quilo novo (KNU)/kg de concentrado) e duas quantidades de suplemento concentrado (3 ou
6 g de concentrado/kg de PC). A a-amilase termoestavel utilizada foi a Liquozyme Supra 2.2x
(Novozyme, Inc., Bagsvaerd, Dinamarca) com atividade de 333,62 unidades de quilo Novo
(KNU) por grama. Uma KNU ¢ definida como a quantidade de a-amilase que, sob condigdes
padrdes (pH 7,1; 37 °C), dextriniza 5,26 g de amido (GOMES et al., 2014). A dose da enzima
foi baseada em resultados positivos na digestdo do amido (NOZIERE et al., 2014). A quantidade
de suplemento concentrado foi baseada em estudos onde o efeito de substitui¢ao da forragem
pelo suplemento concentrado ocorreu a partir de 0,6 gkg de PC (MENDES et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2016).
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O suplemento foi formulado para fornecer aos animais o nivel proteico dietético de 130
g/kg MS. O ajuste da composi¢cdo e a quantidade de suplemento ofertada aos animais foi
realizada a cada 15 dias, considerando o peso corporal médio de cada grupo, o teor de proteina
bruta da forragem, provenientes das simulagdes de pastejo, sendo o consumo de matéria seca
total estimado pelo BR-Corte 3.0 (VALADARES FILHO et al., 2016) para ganhos de 0,8
kg/dia. A enzima foi adicionada com o auxilio de um borrifador, durante o processo de
preparagao do suplemento, o qual foi realizado a cada 15 dias e armazenado protegido da luz e
calor. Todos os animais receberam mistura mineral comercial ad libitum (Tabela 1). O

fornecimento do suplemento foi realizado diariamente as 10:00 horas.

3.2.2  Procedimentos experimentais e amostragens

Para avaliagdo da qualidade da forragem consumida pelos animais, foram realizadas
coletas através da simulacdo manual de pastejo a cada 15 dias. A disponibilidade de forragem
foi avaliada por piquete através de 6 cortes de 0,25 m? a aproximadamente 1 cm acima do nivel
do solo. Posteriormente, a forragem foi pesada, homogeneizada e retiradas aliquotas para
formar uma amostra composta.

A avaliagcdo do consumo e digestibilidade da dieta foi realizada entre o 44° e 51° dia
utilizando trés novilhas de cada piquete. A excrecao fecal foi estimada através do fornecimento
de 10 g/dia de 6xido cromico (Cr203) como indicador externo, acondicionado em cartucho de
papel e introduzido no es6fago por um tubo de borracha flexivel. A ingestdo individual do
suplemento foi avaliada misturando aproximadamente 10 g/dia de dioxido de titanio (TiOz) por
novilha ao suplemento ofertado ao grupo. Os indicadores foram ofertados uma vez ao dia as
09h00. Apds cinco dias de adaptagdo, as amostras fecais foram coletadas as 14h00 no 49° dia,
as 10h00 no 50° dia e 06h00 horas no 51° dia. O consumo de forragem foi estimado usando a
fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi) como indicador interno.

Nos dias 51° e 52° foram coletados dos mesmos trés animais utilizados para avaliacao de
consumo, amostras de liquido ruminal, sangue e urina, quatro horas antes e quatro horas apos
a suplementagdo. As amostras de liquido ruminal foram coletadas com o auxilio de uma sonda
esofagica com um tubo de silicone e uma bomba de vacuo, sendo descartados os primeiros 100
mL de liquido ruminal e o pH mensurado imediatamente apds a coleta.

Foram retiradas uma aliquota de 25 mL sendo acidificada com 0,5 mL de H2SO4 (50%)

para ser analisada quanto o teor de nitrogénio amoniacal ruminal e outra aliquota de 1,2 mL,
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acidificada com 0,3 mL de acido metafosforico (25%) para analisar os teores de acidos graxos
volateis, as quais foram armazenadas em tubos identificados e congeladas (-20°C) para
posteriores analises.

Posteriormente, foi coletada uma amostra de 10 mL de sangue por pung¢ao da veia jugular
e centrifugada a 2.000 g por 15 minutos para obten¢do do soro, que foi mantido a -20 °C.
Amostras “spof” de urina foram coletadas apds a mic¢ao espontanea. Uma aliquota de 6 mL de
urina foi diluida em 24 mL de H»SO4 (0,036N), armazenadas em tubos identificados e
congeladas (-20°C) para posteriores analises.

O desempenho produtivo foi calculado através do peso corporal dos animais apds jejum
de solidos e liquidos de 14 horas. O ganho de peso (GP) foi calculado pela diferenga entre o
peso corporal final e inicial. O ganho médio diario (GMD) foi calculado pela diferenca entre o

peso corporal final e inicial, dividido pelo numero de dias experimentais (90 dias).

3.2.3 Analises Laboratoriais

As amostras de forragens, fezes e ingredientes do suplemento foram secas em estufas com
ventilagdo for¢ada de ar a 55 °C por 72 horas, processadas em moinho de facas tipo Wiley, em
peneira com didmetro de 1 mm, exceto para determinagdo da fibra em detergente neutro
indigestivel (FDN1), em que foram moidas em peneira de 2 mm e para a determinagao do amido,
em que foram moidas em peneira de 0,5 mm.

As amostras foram analisadas para matéria seca (MS, método n° 920.39), proteina bruta
(PB, método n° 954.01), matéria organica (MO, método n° 942.05) como descrito pela AOAC
(1990) e amido de acordo com Hall (2009). Para andlise da fibra em detergente neutro (FDN),
as amostras foram tratadas com o-amilase termoestavel sem sulfito de sodio (MERTENS,
2002). O teor de FDNi foi avaliado utilizando sacos de filtro F57 (Ankom, Macedon, NY, EUA)
incubados no ramen por 288 horas (VALENTE et al., 2011). As amostras fecais foram
analisadas quanto a concentragdo de cromo (WILLIAMS et al., 1962) e dioxido de titdnio
(MYERS et al., 2004) usando absor¢do atdmica e métodos colorimétricos, respectivamente.

A excrecao fecal (kg) foi estimada dividindo-se a concentragdo de 6xido de cromo
fornecida diariamente (kg/d) pela concentracdo do indicador nas fezes (kg/kg). O consumo
individual de suplemento foi estimado utilizando o dioxido de titdnio como indicador externo,

de acordo com a seguinte equacao:
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(EF x CIF)
CIS

Em que: CMSsup = consumo de matéria seca do suplemento (kg/dia); EF = produ¢ao

CMSsup =

fecal (kg/dia); CIF= concentracao do indicador (TiO2) nas fezes do animal (kg/kg); CIS =
concentragdo do indicador (TiO2) no suplemento (kg/kg).
O consumo de matéria seca (CMS, kg/d) foi estimado através do FDNi como indicador

interno e calculado de acordo com a seguinte equagao:

CMST — (EF x FDNifezes) — FDNisup M
B FDNiforragem Sup

Em que: CMST = consumo de matéria seca total (kg/dia); EF = producao fecal (kg/dia);
FDNifees = concentracdo de FDNi nas fezes (kg/kg); FDNisy = concentragdo de FDNi no
suplemento (kg); FDNiforragem = concentragdo de FDNi na forragem (kg/kg) e CMSqyp =
consumo de matéria seca do suplemento (kg/d).

O liquido ruminal foi analisado quanto a concentragdo de nitrogénio amoniacal ruminal
(NAR), pela técnica colorimétrica (CHANEY e MARBACH, 1962) substituindo-se o fenol por
salicilato de sodio (FELIX e CARDOSO, 2004). Para a analise de 4cidos graxos volateis (AGV)
as amostras foram filtradas através de um filtro PES de 0,45 pm e analisadas por cromatografia
liquida de alta performance (Shimadzu LC-20A Proeminence), utilizando uma coluna Prevail
Organic Acid 250 x 4,6 mm com um detector de arranjo de diodos (210 nm). A fase movel foi
de 25 mM em fosfato de potéssio monobésico (KH2PO4) a uma taxa de fluxo de 1 mL/mine a
temperatura foi de 40 °C.

As amostras de soro foram analisadas quanto a concentragdo de ureia pelo método
enzimatico utilizando um kit comercial (Analisa®, Belo Horizonte, MG, Brasil). As amostras
de urina foram analisadas quanto ao teor de proteina bruta (PB, método n° 954.01), segundo a
AOAC (1990); concentragoes urinarias de creatinina e acido urico, através de kits comerciais
(Analisa®, Belo Horizonte, MG, Brasil) e alantoina urinaria por cromatografia liquida de alta
performance (GEORGE et al., 2006).

O volume urinério diario foi calculado pela equagdo proposta por Costa e Silva (2012):

EC = 0,0345 x pC%9491

Em que: EC = excrecgdo didria de creatinina (g/d); PC = peso corporal em jejum (kg).

A excrecdo total de derivados de purinas foi calculada pela soma das quantidades de
alantoina e acido urico excretados na urina. As purinas absorvidas foram calculadas de acordo

com Barbosa et al. (2011):
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_ DP—0,301X PCO7°
B 0,80

Em que: PA = purinas absorvidas (mmol/d); DP = derivados de purina excretados
(mmol/d); 0,301 ¢ a excregao enddgena de derivados de purina na urina (mmol) por unidade de
peso metabdlico (PC%7); e 0,80 é a recuperagio de purina absorvida como derivado de purina
na urina (mmol/mmol).

A sintese ruminal de compostos nitrogenados microbianos foi calculada em fungao das

purinas absorvidas (PA), segundo a equacao descrita por Barbosa et al. (2011):

70 x PA
0,93xRx1000

Em que: Nmic = fluxo intestinal de compostos nitrogenados microbianos (g/dia); 70 =

Nmic =

contetdo de nitrogénio nas purinas (mg de N/mol); 0,93 ¢ a digestibilidade verdadeira das

purinas microbianas; R = relagdao N purina: N total em bactérias (0,134).

3.2.4 Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2 x 2, com quatro tratamentos (adi¢gdo ou ndo de enzima e duas quantidades de
suplemento concentrado), conforme o modelo:

Yij= u+Ei+ Sj+ Pk+ (ExS)ij + eij

onde Yij ¢ a varidvel dependente; u = média geral; Ei ¢ o efeito fixo da enzima; Sj € o
efeito fixo da quantidade de suplemento concentrado; Pk ¢ o efeito aleatorio do piquete; (E x
S)ij € a interacdo entre os principais efeitos; e eij € o erro aleatorio associado a Yij, distribuido
como eijk ~ N (0, oe2).

Os dados foram analisados pelo procedimento MIXED do SAS (Institute Inc., Cary, NC,
USA). O peso corporal inicial foi utilizado como covaridvel nas andlises finais de peso corporal.

Todas as avaliagdes estatisticas foram realizadas considerando o nivel de significancia de 5%.

3.3 Resultados
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A disponibilidade média de forragem ao longo do estudo foi de 2.653 kg MS/ha. Nao
houve interagdo (P > 0,05) entre a adi¢do de enzima e a quantidade de suplemento concentrado
para nenhuma das variaveis analisadas.

A adi¢do da enzima nao apresentou efeito (P > 0,05) sobre o consumo de matéria seca da
forragem, matéria seca total, proteina bruta, fibra em detergente neutro, matéria organica, amido
e matéria organica digestivel (Tabela 2). Nao houve efeito (P > 0,05) da quantidade de
suplemento concentrado no consumo de matéria seca da forragem, matéria seca total, proteina
bruta, fibra em detergente neutro. A quantidade de 6 g/kg de PC de suplemento concentrado
aumentou o consumo de matéria seca do suplemento (P < 0,01), matéria organica (P = 0,01),
amido (P < 0,01) e matéria orgénica digestivel (P = 0,02). A adi¢do da enzima a-amilase e a
quantidade de suplemento concentrado ndo tiveram efeito (P > 0,05) sobre a digestibilidade
aparente da matéria seca, proteina bruta, fibra em detergente neutro, matéria organica e amido
(Tabela 3).

A adigdo da enzima a-amilase diminuiu (P < 0,05) as concentra¢des de NUS, sem afetar
(P > 0,05) as variaveis de pH ruminal, NAR, NUS, ENU, Nnic ¢ AGV (Tabela 4). Contudo, a
quantidade de suplemento concentrado ndo afetou (P> 0,05) o pH ruminal, NAR, NUS, ENU,
Nmic ¢ AGV (Tabela 4).

A adigdo da a-amilase ndo apresentou efeito (P > 0,05) sobre o peso corporal final, ganho
de peso e ganho médio diario. Por outro lado, houve efeito (P < 0,05) da quantidade de
suplemento concentrado, sendo observada uma maior resposta no peso corporal final, ganho de

peso e ganho médio didrio nas novilhas que receberam 6 g/kg PC (Tabela 5).

3.4 Discussao

A disponibilidade média de forragem durante o periodo experimental ndo limitou o
consumo voluntario de forragem das novilhas, que geralmente ocorre quando a disponibilidade
fica abaixo de 1.800 kg MS/ha (Greenwood, 2017). A qualidade das forrageiras tropicais
geralmente é caracterizada pelo teor proteico. Mesmo quando a forrageira é considerada de
média a alta qualidade, como no presente estudo (141 g de PB/kg MS), o fornecimento de
energia através da suplementagdo concentrada ¢ fundamental para proporcionar efeitos
positivos no metabolismo de nitrogénio, com um aumento na assimilacdo de nitrogénio no

ambiente ruminal e melhora na eficiéncia de utilizagdo de proteinas metabolizaveis,
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proporcionando um aumento no desempenho nutricional e produtivo dos animais (SOUZA et
al., 2010; FRANCO et al., 2017; PALMA et al., 2023).

Grandes quantidades de suplemento concentrado aumentam a disponibilidade de
amido no ambiente ruminal, podendo sobrecarregar a producao enzimatica de a-amilase pelas
bactérias amiloliticas e, consequentemente, limitar a digestdo do amido. Logo, a adigdo de
enzima a-amilase exdgena pode ser benéfica para aumentar essa digestdo. Contudo, a auséncia
de efeito na interacao entre a adi¢ao da enzima e a quantidade de suplemento concentrado pode
ser explicada pela flutuagao da populagao microbiana, principalmente as bactérias amiloliticas,
devido a baixa sincronia entre o consumo de volumoso e concentrado que ocorre na dieta de
bovinos de corte a pasto. Além disso, o tamanho das particulas de alimentos e a interacdo com
outros componentes da dieta podem afetar a extensdo da digestdo do amido (GIUBERTI et al.,
2014).

A auséncia de efeito da adicdo de amilase na dieta de ruminantes em confinamento
sobre o consumo de nutrientes ¢é relatada por outros autores na literatura (NOZIERE et al.,2014;
VARGAS-RODRIGUEZ et al., 2014; ZILIO et al., 2019). Hristov et al. (1999) avaliando o
efeito do tipo de dieta na atividade enzimatica do fluido ruminal, observaram um aumento
significativo na atividade da amilase quando os bovinos foram alimentados com uma dieta rica
em grdos em comparagdo a uma dieta rica em forragem. O aumento nos consumos de MO,
amido e MOD com elevagdo da quantidade de suplemento ofertado pode ser atribuido ao
aumento do fornecimento de energia total ingerida, sem alterar a ingestdo de forragem. Esta
resposta benéfica no consumo ocorre quando existe efeito associativo positivo entre consumo
de concentrado e forragem, normalmente observado quando nao héa quantidades excessivas de
amido no rumen (LAZZARINI et al., 2016).

Efeitos negativos da suplementagdo energética no consumo e na digestibilidade da
forragem sdao menores quando o teor proteico da forragem ¢ alto (VALENTE et al. 2013). Além
disso, a qualidade da forragem ingerida pelas novilhas (141 g de PB/kg MS), ficou acima do
teor proteico considerado minimo (70 g de PB/kg de MS) para que haja crescimento microbiano
adequado e proximo ao valor considerado 6timo (145 g PB/kg MS) para que ocorra a ingestao
voluntaria para o maximo aproveitamento da FDN (LAZZARINI et al., 2009; DETMANN et
al., 2014), o que pode explicar a auséncia de efeito da quantidade de suplementacdo no consumo
e digestibilidade da forragem e da FDN.

O aumento da ingestdo de carboidratos rapidamente degradaveis com o aumento da
quantidade de suplementagdo na dieta nao reduziu a digestibilidade da FDN, indicando que nao

houve efeitos negativos causados pela competicdo entre os microrganismos. O processo de
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hidrolise do amido no ambiente ruminal ocorre pela agdo de enzimas secretadas por
microrganismos ruminais, principalmente pelas bactérias amiloliticas. A oferta de amido na
dieta de bovinos de corte mantidos em pastagens pode favorecer o crescimento de bactérias
degradadoras de amido e aumentar a competi¢ao por substratos essenciais entre os diferentes
microrganismos ruminais, reduzindo assim as atividades das bactérias fibroliticas, e
consequentemente a fermentacao de fibras no ramen (CARVALHO et al., 2011, ZHANG et al.,
2022). O mecanismo de alimentacdo cruzada entre microrganismos permite que a hidrélise do
amido fornecga substratos tanto para bactérias amiloliticas quanto para as ndo amiloliticas
(TRICARICO et al., 2007). Essa interacdo microbiana pode ter contribuido para minimizar as
alteracdes no ambiente ruminal quando elevou a quantidade de amido na dieta, evitando
prejudicar o crescimento de microrganismos fibroliticos.

A auséncia de efeito da adicdo de a-amilase sobre pH ruminal, NAR e AGV pode ser
atribuido pela baixa alteracéo na taxa e/ou extencdo da degradacao ruminal do amido, sugerindo
que ndo houve grandes mudancas no perfil de fermentacdo ruminal (ANDREAZZI et al., 2018).
Como observado neste estudo, outros autores (ANDREAZZI et al., 2018; ZILIO et al., 2019;
PECH-CERVANTES et al., 2022) nao encontraram efeito sobre o pH ruminal, concentracfes
de NAR e perfil de AGV em vacas em lactagdo alimentadas com a-amilase.

As concentragdes de NUS ficaram dentro dos valores de referéncia (11 a 15 mg/dL) para
novilhas de corte, indicando que ndo houve deficiéncia ou excesso de proteina (Byers e Moxon,
1980). Contudo, a redugdo na concentra¢do de NUS com a adi¢do da enzima a-amilase pode
ser explicada por uma possivel assimilacdo de carbono e nitrogénio, proporcionada por uma
relagdo energia:proteina ideal para o crescimento microbiano, o qual minimizou a excregéo de
nitrogénio (SOUZA et al., 2010; DETMANN et al., 2014).

A auséncia de efeitos da adigdo de a-amilase sobre consumo e digestibilidade da dieta
resultaram na manutencdo do desempenho produtivo das novilhas. A quantidade de
fornecimento do suplemento concentrado pode ter sido baixa para proporcionar algum efeito
da enzima. A auséncia de efeito com a adi¢do de a-amilase no desempenho de ruminantes tem
sido relatada por outros autores, devido a varios fatores que podem influenciar os resultados
como 0s métodos de processamento dos gréos, baixa atividade de amilase, competicdo entre
microrganismos no ramen e a digestdo compensatoria de amido no intestino posterior
(DILORENZO et al., 2011; GALLO et. al., 2016; TAKIYA et al., 2017).

O aumento no desempenho das novilhas com o acréscimo da quantidade de suplemento
concentrado, pode ser explicado pelo aumento na ingestéo energética atraves da suplementagao

propriamente dita, uma vez que para aumentar o ganho de peso corporal em bovinos €
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necessario que se tenha o fornecimento de aminoacidos e energia para 0 metabolismo tecidual,
0s quais dependem do potencial genético do animal e das suas exigéncias nutricionais
(BARBIZAN et al., 2020). Outros estudos com novilhas a pasto recebendo suplementacéo
concentrada também observaram um maior ganho de peso com o aumento da quantidade de
suplementacdo concentrada (ORTEGA et al., 2020; DA MATA et al., 2022). O aumento da
quantidade de suplemento, mantendo o equilibrio de energia e proteina da dieta, ndo prejudica
0 consumo de pasto e incrementa o consumo de nutrientes pelos animais (DETMANN et al.,
2014; BARBIZAN et al., 2020).

Apesar dos varios estudos realizados com vacas de leite e bovinos de corte em
confinamento utilizando a-amilase exdgena, os diferentes resultados tornam-se um desafio para
0s nutricionistas de ruminantes recomendarem doses enzimaticas (ZILIO et al., 2019). Novas
pesquisas devem ser realizadas avaliando a adi¢cdo de enzima a-amilase em niveis maiores de
suplementacdo para bovinos de corte mantidos em pastagem tropical, devido aos resultados

inconsistentes na literatura.

3.5 Concluséao

A adicdo de enzima a-amilase em quantidades baixa/moderada de suplemento
concentrado ndo melhora o desempenho nutricional e produtivo de novilhas de corte mantidas
em pastagem tropical. A oferta moderada (6 g/kg PC) de suplemento concentrado aumenta o

desempenho produtivo de novilhas.
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Anexo tabelas: Artigo Enzima

Tabela 1. Composicdo quimica do suplemento e do pasto

Ingredientes (g/kg MS) 3 g/kg PC 6 g/kg PC
Milho 919 907

Farelo Soja 81 93

Mistura mineral® ad libitum ad libitum
Composicdo quimica (g/kg) Suplemento Pastagem?
Matéria seca 888 + 0,001 232 £ 0,00
Matéria organica 977 +£0,29 921 +0,08
Proteina bruta 126 + 0,15 141 + 0,08
Fibra em detergente neutro 168 + 0,04 644 £ 0,48
Amido 788 £ 0,30 36 £ 0,00

Suplementagdo: 3 ou 6 g/kg do peso corporal

'Ca-215 g/kg, P - 65 g/kg, Co - 45 mg/kg, Mg - 12 g/kg, Mn - 425 mg/kg. Zn — 1.900 mg/kg. Se — 35 mg/kg. I -
65 mg/kg. S - 10 g/kg. F — 650 mg/kg. Fe -1.700 mg/kg. Cu - 800 mg/kg. Na — 75g/kg.

2 Amostra da simulagdo manual de pastejo.

Tabela 2. Média de minimos quadrados, erro padrio da média (EPM) e indicativo de
significancia para o consumo voluntario de novilhas de acordo com o plano de suplementacao.

3 g/kg PC 6 g/kg PC P-valor

Item OKNU 667 KNU OKNU 667 KNU EPM Enz! Sup? Enz x Sup

Ingestdo (kg/d)

MSF 5,43 5,39 5,00 464 0,71 0,769 0,391 0,806
MSSUP 1,12 1,15 2,35 2,37 0,27 0,928 <.0001 0,992
MST 6,55 6,54 7,35 7,01 0,79 0,813 0,405 0,826
PB 0,90 0,90 1,01 0,96 0,11 0,807 0,451 0,823
FDN 3,68 3,66 3,61 3,38 0,46 0,776 0,691 0,807
MO 6,10 6,29 8,02 7,29 0,65 0,376 0,011 0,766
AMIDO 1,08 1,10 2,02 2,02 0,22 0,957 <0,001 0,969
MOD 3,80 3,61 5,52 4,99 0,65 0,571 0,023 0,786

Suplementagdo = 3 ou 6 g/kg de PC;

Nivel de enzima = 0 ou 667 KNU/kg de concentrado;

'Enz = efeito da adigdo de enzima; 2Sup = efeito da quantidade de suplemento; Enz x Sup = efeito da interagdo
enzima e suplemento;

MSF = matéria seca da forragem; MSSUP = matéria seca do suplemento; MST = matéria seca total; PB= proteina
bruta; FDN = fibra em detergente neutro; MO = matéria organica; MOD = matéria organica digestivel

Tabela 3. Média de minimos quadrados, erro padrao da média (EPM) e indicativo de
significancia para o coeficiente de digestibilidade aparente de novilhas de acordo com o plano
de suplementacao.

3 g/kg PC 6 g/kg PC P-valor

0 0 Enz x
KNU 667KNU  KNU 667KNU EPM Enz!  Sup? Sup
CDMS 58,75 61,15 60,18 60,80 3,10 0,633 0,864 0,778

Item




CDPB 57,79
CDFDN 64,41
CDMO 63,46
CDAMIDO 91,35

61,59
66,63
62,89
91,63

55,20
65,84
67,25
89,46

54,46
65,85
67,98
90,56

4,62
2,23
4,15
1,96

0,745
0,625
0,985
0,730

0,308
0,886
0,300
0,462

50

0,630
0,627
0,877
0,838

Suplementagdo = 3 ou 6 g/kg de PC;
Nivel de enzima = 0 ou 667KNU/kg de concentrado;
'Enz = efeito da adigdo de enzima; 2Sup = efeito da quantidade de suplemento; Enz x Sup = efeito da interagdo

enzima e suplemento;

MS = matéria seca; PB= proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; MO = matéria organica.

Tabela 4. Média de minimos quadrados, erro padrao da média (EPM) e indicativo de
significancia para os parametros ruminais, metabolitos sanguineos e excre¢do de nitrogénio
com o plano de suplementacao.

3 g/kg PC 6 g/kg PC P-valor

Enz

Item X
KNU 667KNU  KNU 667KNU EPM Enz'! Sup? Sup
pH ruminal 7,15 7,11 7,07 7,10 0,06 0,935 0,380 0,559
N-NHs (mg/dL) 11,94 10,39 10,88 10,91 0,89 0,404 0,763 0,385
NUS (mg/dL) 15,44 12,93 15,06 13,90 0,65 0,012 0,652 0,312
ENU (g/d) 83,47 60,46 7398 72,80 11,79 0,312 0,904 0,361
Nmic (9/d) 132,57 113,16 115,28 93,27 38,20 0,586 0,625 0,973
AGV total (mM) 4155 5395 57,40 5070 8,90 0,751 0,483 0,290
Acetato (mM) 21,07 29,41 26,71 2358 2,85 0,366 0,975 0,051
Propionato (mM) 591 8,42 7,59 7,13 0,84 0,226 0,813 0,084
Butirato (mM) 1458 16,13 23,11 19,99 579 0,893 0,291 0,689
Acetato:Propionato 3,88 3,64 3,62 3,45 0,37 0,591 0,545 0,925

Suplementagdo = 3 ou 6 g/kg de PC;
Nivel de enzima = 0 ou 667KNU/kg de concentrado;
'Enz = efeito da adigdo de enzima; 2Sup = efeito da quantidade de suplemento; Enz x Sup = efeito da interagdo

enzima e suplemento;

N-NHs = concentragao de nitrogénio amoniacal ruminal; NUS = nitrogénico ureico sérico; ENU = excre¢do de
nitrogénio urinario; Nmic = fluxo intestinal de compostos de nitrogénio microbiano.

Tabela 5. Média de minimos quadrados, erro padrdo da média (EPM) e indicativo de
significancia para o desempenho de novilhas de acordo com o plano de suplementagao.

3 g/kg PC 6 g/kg PC P-valor
ltem 0 Enz x
0 KNU 667KNU KNU 667KNU EPM Enz! Sup? Sup
PCF (kg) 360,60 360,34 379,72 387,08 5,08 0,488 <.0001 0,456
GMD (kg) 0,51 0,51 0,72 0,80 0,06 0,488 <.0001 0,456
GP (kg) 45,94 45,97 65,05 72,41 5,08 0,488 <.0001 0,456

Suplementagdo = 3 ou 6 g/kg de PC;
Nivel de enzima = 0 ou 667 KNU/kg de concentrado;
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'Enz = efeito da adigdo de enzima; 2Sup = efeito da quantidade de suplemento; Enz x Sup = efeito da interagdo
enzima e suplemento;
PCF = peso corporal final; GP = ganho de peso; GMD = Ganho médio diério
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4 BIOCOLINA PARA BOVINOS RECEBENDO DIETA COM GRAO DE SOJA
INTEIRO

Resumo: Objetivou-se avaliar o efeito da administracdo de biocolina, como fonte de
fosfatidilcolina, no rimen ou no abomaso sobre o consumo e digestibilidade de nutrientes,
pardmetros ruminais e parametros sanguineos de bovinos recebendo dietas com grdo de soja
inteiro. Foram utilizados cinco bovinos machos castrados, da raca Jersey, com peso corporal de
791,60 + 14,95 kg, portadores de canula ruminal distribuidos em quadrado latino 5 x 5, em
esquema fatorial 2 x 2 + 1. Os tratamentos utilizados foram duas doses de biocolina (3 e 6 g de
biocolina/100 kg do peso corporal), dois locais de administracdo de biocolina (rimen e
abomaso) e um tratamento controle o qual ndo foi administrado a biocolina. Ndo houve
interacdo (P > 0,05) entre o local e a dose de administracdo da biocolina para as variaveis
analisadas. N&o houve efeito (P > 0,05) de dose ou local sobre o consumo, digestibilidade,
parametros ruminais e sanguineos. A administracdo de 6 g de biocolina/100 kg PC no rimen
mostrou uma tendéncia para aumento (P < 0,10) do coeficiente de digestibilidade de extrato
etéreo. Doses superiores a 6 g de biocolina/100 kg de PC podem ser avaliadas em estudos
futuros para melhor entendimento do potencial da biocolina como emulsificante em dietas com

teor de lipidios elevados e fontes de rapida liberagdo para bovinos.

Palavras-chave: aditivo, extrato de plantas, fosfatidilcolina, lipidios, metabolismo
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4 BIOCHOLINE FOR BOVINE RECEIVING WHOLE SOYBEAN DIET

Abstract: The aim of this study was to evaluate the effect of administering biocoline, as a
source of phosphatidylcholine, into the rumen or abomasum on the consumption and
digestibility of nutrients, rumen parameters and blood parameters of cattle fed diets containing
whole soybeans. Five castrated male Jersey cattle with a body weight of 791.60 + 14.95 kg and
a rumen cannula were used in a5 x 5 Latin square, 2 x 2 + 1 factorial design. The treatments
used were two doses of biocoline (3 and 6 g of biocoline/100 kg of body weight), two biocoline
administration sites (rumen and abomasum) and a control treatment in which no biocoline was
administered. There was no interaction (P > 0.05) between the place and dose of biocoline
administration for the variables analyzed. There was no effect (P > 0.05) of dose or site on
consumption, digestibility, rumen and blood parameters. The administration of 6 g of
biocoline/100 kg CP in the rumen showed a tendency for the coefficient of digestibility of ether
extract to increase (P < 0.10). Doses higher than 6 g biocoline/100 kg CP could be evaluated in
future studies to better understand the potential of biocoline as an emulsifier in diets with high

lipid content and fast-release sources for cattle.

Keywords: additive, plant extract, phosphatidylcholine, lipids, metabolism
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4.1 Introducgéo

A utilizacdo de lipideos na dieta de ruminantes pode elevar o consumo de energia
(CONSOLDO et al., 2017). Entretanto, a inclusdo deve ser feita com cautela devido & toxidade
que os &cidos graxos insaturados tém sobre os microrganismos ruminais (JENKINS et al., 2008;
BETTERO et al., 2013). O uso de grédo de soja inteiro como alternativa ao farelo de soja oferece
diversas vantagens na dieta de ruminantes, por ser uma fonte rica em proteina e possuir um alto
teor de lipidio protegido por uma matriz proteica, que permite uma liberacdo mais lenta no
ambiente ruminal, reduzindo os efeitos negativos dos lipidios na digestibilidade da fibra
(RENNO et al., 2015; BETTERO et al., 2017).

Para ruminantes, a digestdo e absorcdo dos lipidios sdo dependentes de processos
realizados no rumen e no intestino delgado. No ramen, os lipidios sofrem a lipolise e
biohidrogenacdo dos &cidos graxos insaturados (JENKINS, 1993). Contudo, um processo
importante na digestdo de lipidios é a emulsificacdo dos acidos graxos (KOZLOSKI, 2011).
Para ruminantes, a emulsificacdo ocorre no intestino delgado, através da formacdo de micelas
que sdo constituidas principalmente por fosfolipidios oriundos da bile que garantem a absor¢éo
dos lipidios nas microvilosidades intestinais (MCFADDEN, 2019).

A fosfatidilcolina é um fosfolipidio e pode ser considerada como um emulsificante. A
biocolina é uma fonte de fosfatidilcolina e apresenta protecdo natural a degradacdo pelos
microrganismos ruminais (MARTINEZ-AISPURO et al., 2019). Logo, poderia agir como um
emulsificante no ambiente ruminal, auxiliando no transporte de lipidios, reduzindo os efeitos
negativos dos lipidios sobre os microrganismos ruminais e melhorando a absorc¢do intestinal.
Hipotetizamos que o fornecimento ruminal e/ou abomasal de biocolina como fonte de
fosfatidilcolina na dieta de ruminantes aumenta a digestibilidade e absorcdo de extrato etéreo.
O objetivo foi avaliar o efeito da administracdo de biocolina no rimen ou no abomaso sobre o
consumo e digestibilidade de nutrientes, pardmetros ruminais e parametros sanguineos de

bovinos recebendo dietas com grdo de soja inteiro.

4.2 Material e métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/ Universidade

Estadual do Oeste do Parand — Protocolo n°® 11/21), de acordo com 0s principios éticos de
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experimentacdo animal estabelecidos pelo Conselho Brasileiro de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA).

4.2.1 Animais, dietas e design experimental

O experimento foi realizado entre os meses de maio a agosto de 2021, no setor de
Bovinocultura de Leite da Estacdo Experimental Prof. Dr. Antdnio Carlos dos Santos Pessoa (-
24°53°19°° S, -54°017°88 W), situada no municipio de Marechal Candido Rondon. O protocolo
experimental foi de 75 dias, sendo composto por cinco periodos experimentais de 15 dias (10
dias destinados a adaptacdo dos animais e cinco dias para as coletas de dados).

Foram utilizados cinco bovinos machos castrados, da raca Jersey, com peso corporal de
791,60 + 14,95 kg, portadores de canula ruminal distribuidos em quadrado latino 5 x 5, em
esquema fatorial 2 x 2 + 1 para avaliar duas doses de biocolina (3 e 6 g de biocolina/100 kg do
peso corporal), dois locais de administracdo de biocolina (rimen e abomaso) e um tratamento
controle o qual ndo foi administrado a biocolina. A biocolina utilizada como fonte de
fosfatidilcolina foi a Biocolina Powder® (Nutriquest Technofeed Nutricdo Animal Ltda.,
Campinas, SP, Brasil).

Os animais foram mantidos em um piquete sombreado, desprovido de alimento com
acesso livre ao bebedouro e nos horarios de fornecimento da dieta, foram conduzidos até um
estabulo coberto tipo tie-stall (4 m2) em baias com cocho individual para controle do consumo
da dieta e bebedouros com agua fornecida ad libitum. No inicio de cada periodo, os animais
foram pesados para o ajuste da quantidade de fornecimento da dieta e quantidade de biocolina
administrada via rimen ou abomaso.

Os animais receberam uma dieta com relagcdo volumoso:concentrado de 50:50. As sobras
foram pesadas diariamente para o ajuste da dieta, garantindo 95% do consumo ad libitum que
foi o observado durante o periodo de adaptacdo. As amostras das sobras didrias foram
acondicionadas em sacos identificados, conservadas a -20 °C e no final de cada periodo foram
homogeneizadas e retiradas aliquotas para formar uma amostra composta por animal para
posteriores analises.

O volumoso foi composto por fenos de Panicum maximum cv. Aries e Avena strigosa cv.
Aveia Preta e o concentrado por milho moido e grdo de soja inteiro, considerando o teor de
extrato etéreo e proteina bruta da dieta de 5% e 13%, respectivamente (Tabela 1). A dieta foi
pesada diariamente e fornecida duas vezes ao dia (as 6:30 e as 16:00 horas) sendo 50% ofertada

em cada horario. Todos 0s animais receberam mistura mineral comercial ad libitum. Antes da
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administracdo, a biocolina foi dissolvida em 500 mL de agua destilada em uma temperatura de
25°C. As infusdes foram realizadas diretamente no rimen ou no abomaso dos animais, sendo
administrada 50% da dose diaria antes de cada refeicdo. As infusdes ruminais foram realizadas
via canula ruminal. As infusdes intra-abomasal também foram realizadas via canula ruminal
através de uma linha de infusdo feita com tubos flexiveis (Tygon) de 6,3 mm ancorado com
uma arruela de borracha (60 mm de didmetro e 4 mm de espessura) atraves do orificio reticulo-
omasal para o abomaso, sendo o pilar omasal usado como um ponto de referéncia para que a
arruela fosse manipulada até o pilar distal. A linha de infusdo foi inserida no inicio do
experimento.

A fim de manter as mesmas condicGes experimentais, nos animais do tratamento controle
foram infundidos 500 mL de &gua destilada no rumen e no abomaso; 0S que receberam
biocolina no rdmen, foram infundidos 500 mL de agua no abomaso e 0s que receberam
biocolina no abomaso, foram infundidos 500 mL de agua no ramen. A &gua destilada foi
administrada em uma temperatura de 25°C.

4.2.2 Procedimentos experimentais e amostragens

A avaliacdo do consumo e digestibilidade da dieta, coletas de liquido ruminal e sangue
foram realizadas do 11° ao 15° dia de cada periodo experimental. O consumo de matéria seca
foi determinado pela diferenca entre a quantidade fornecida e as sobras diarias. Para a avaliacdo
da digestibilidade da dieta foram coletadas amostras de fezes ap06s a defecacao espontanea dos
animais em diferentes horéarios: 11° dia (06h00), 12° dia (08h30min), 13° dia (11h00), 14° dia
(13h30min), 15° dia (16h00).

Apbs as coletas de fezes, amostras de conteddo ruminal foram coletados em seis
diferentes pontos do rimen com acesso através da canula ruminal. As amostras foram filtradas
com o auxilio de uma peneira para a extracdo do liquido ruminal. O pH foi mensurado
imediatamente apos a coleta com o auxilio de um medidor de pH digital (Tecnal, modelo TEC-
5). Foi retirada uma aliquota de 1,5 mL de liquido ruminal sendo acidificada com 0,03 mL de
acido sulfurico (50%) e outra aliquota de 1,2 mL de liquido ruminal acidificada com 0,3 mL de
acido metafosforico (25%), as quais foram congeladas (—20 °C) para posteriores analises para
a determinacdo dos teores de nitrogénio amoniacal ruminal e dos &cidos graxos volateis (acido
acetico, acido propibnico, acido butirico), respectivamente.

Posteriormente, foram coletadas as amostras de sangue via veia coccigea, utilizando tubos

a vacuo, sendo um tubo com anticoagulante para a obtencdo do plasma e outro com ativador de
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coagulo para a obtengdo do soro. As amostras foram mantidas em refrigeracdo até o0 momento
da centrifugacdo, que foi realizada a 1600 x g por 20 minutos. As aliquotas de plasma e soro
foram armazenadas em microtubos identificados e posteriormente congeladas (-20°C) até o

momento das analises.
4.2.3 Analises Laboratoriais

As amostras de alimentos, sobras e fezes foram secas em estufas com ventilacdo forcada
de ar a 55°C por 72 horas, processadas em moinho de facas tipo Willey, em peneira de 1 mm,
exceto para a determinacdo da FDNi, em que foram moidas em peneira de 2 mm.

As amostras foram analisadas quanto ao teor de matéria seca (MS, método n° 920.39),
proteina bruta (PB, método n° 954.01), matéria organica (MO, método n° 942.05) como
descrito pela AOAC (1990). Para anéalise da fibra em detergente neutro (FDN), as amostras
foram tratadas com a-amilase termoestavel sem sulfito de sédio (Mertens, 2002). O teor de
FDNi foi avaliado utilizando sacos de filtro F57 (Ankom, Macedon, NY, EUA) incubados no
ramen por 288 horas (Valente et al., 2011).

Para estimativa da excrec¢do fecal diaria foi utilizado como indicador interno a fibra em
detergente neutro indigestivel (FDNi) nas amostras do fornecido, sobras e fezes, de acordo com
a seguinte equacao:

EF = CTfldni
FDleezes

Em que: EF = produgdo fecal (kg/dia); CTrpni= consumo total de fibra em detergente
neutro indigestivel (kg/dia); FDNifezes = concentragcdo de FDNi nas fezes (kg/kg).

As amostras de liquido ruminal foram analisadas quanto as concentrac@es de nitrogénio
amoniacal ruminal (N-NHz), atraves de técnica calorimétrica de acordo com Chaney e Marbach
(1962) substituindo-se o fenol por solucdo de salicilato de sodio (12%), segundo Felix e
Cardoso (2004). Para a anélise de acidos graxos volateis (AGV) as amostras foram filtradas
através de um filtro PES de 0,45 um e analisadas por cromatografia liquida de alta performance
(Shimadzu LC-20A Proeminence), utilizando uma coluna Prevail Organic Acid 250 x 4,6 mm
com um detector de diodos. A fase movel foi de 25 mM em fosfato de potassio monobasico
(KH2PO4) a uma taxa de fluxo de 1 mL/min, a temperatura foi de 40°C e os picos analisados a
210 nm.
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As amostras de soro foram analisadas quanto ao teor de nitrogénio ureico serico,
colesterol, triglicerideos totais, albumina e proteinas totais. As amostras de plasma foram
analisadas quanto ao teor de glicose. Os metabolitos sanguineos foram analisados através de
um espectrofotdmetro de calibragdo automatica com leitura de alta performance Flexor EL200
(Elitech Group, Netherlands), utilizando reagente, calibradores (Elical 11) e padrdes de aferi¢do
(Elitrol 1) da maca Elitech®.

4.2.4 Analise estatistica

O experimento foi conduzido em um quadrado latino 5 x 5, em esquema fatorial 2 x 2 +
1 para avaliar duas doses de biocolina (3 e 6 g de biocolina/100 kg do peso corporal), dois locais
de administracdo de biocolina (rGmen e abomaso) e um tratamento controle que nao foi
administrado a biocolina. Os dados foram analisados pelo procedimento MIXED do SAS
(University Edition; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), conforme o modelo:

Yijkl = p +L; +Dj+ P+ A+ (L xD)ij + Eijr

Em que, Yija é a varidvel dependente; p é a média geral; Li é o efeito fixo do local de
administracdo da biocolina; Djé o efeito fixo da dose de biocolina; Pk € o efeito aleatorio de
periodo (k=1 a 5); Al é o efeito aleatdrio de animal (I= 1 a 5); (L x D)jj € a interagdo entre o
local e a dose e Eijxi € 0 erro aleatorio associado a Yij, distribuido como eijkl ~ N (0, ce2).

As médias dos tratamentos que foram administrados a biocolina foram comparadas ao
controle (sem administracdo de bicolina) pelo teste de Dunnett. O nivel de significancia foi

estabelecido em 0,05 e foi considerada tendéncia quando 0,05 <P <0,10.

4.3 Resultados

N&o houve interacdo (P > 0,05) entre o local e a dose de administracdo da biocolina para
as variaveis analisadas. O local (rimen ou abomaso) e a dose (3 ou 6 g de biocolina/100 kg PC)
de administracdo da biocolina néo tiveram efeito (P > 0,05) no consumo de MS, MO, PB, EE e
FDN (Tabela 2).

O local de administracdo de biocolina ndo teve efeito (P > 0,05) nos coeficientes de
digestibilidade da MS, MO, PB, EE e FDN. Contudo, a dose de 6 g de biocolina/100 kg PC

apresentou tendéncia (P < 0,10) para aumentar o coeficiente de digestibilidade da MO e PB.
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Além disso, a administracdo de 6 g de biocolina/100 kg PC no rimen mostrou uma tendéncia
para aumento (P < 0,10) do CDEE (Tabela 3).

O local e a dose de administracéo da biocolina néo tiveram efeito (P > 0,05) sobre o pH
ruminal, NAR, total de AGV, acetato, propionato e butirato (Tabela 4). A administracdo de 3 ¢
de biocolina/100 kg PC tendeu a aumentar (P < 0,10) a concentracdo de acetato quando
comparada a administragdo de 6 g de biocolina/100 kg PC. (Tabela 4).

A dose de administracdo de biocolina ndo apresentou efeito (P > 0,05) nas concentracfes
de glicose, albumina, colesterol, triglicerideos e NUS (Tabela 5). Contudo, em relacdo ao local,
a administracdo de biocolina no rimen aumentou (P < 0,05) as concentracdes de albumina sem

alterar (P > 0,05) glicose, colesterol, triglicerideos e NUS.

4.4 Discussao

Lipidios podem ser usados para aumentar a energia da dieta (BETTERO et al., 2017,
CONSOLO et al., 2017). Entretanto, a utilizacao de lipidio na dieta de ruminantes pode reduzir
0 consumo e a digestibilidade de matéria seca e fibra em detergente neutro; reduzir a taxa de
passagem do alimento no trato gastrointestinal e expor os &cidos graxos insaturados a
biohidrogenagio ruminal (RENNO et al., 2015; ALMEIDA et al., 2017; CONSOLO et al.,
2017; BETTERO et al., 2017). A administracdo de biocolina no rimen e/ou no abomaso poderia
agir como emulsificante para reduzir os efeitos negativos dos lipidios sobre o consumo e
aumentar a digestibilidade e absorcéo de extrato etéreo. Entretanto, a auséncia de efeito sobre
o consumo dos animais pode ser explicada pelo fato de que o contetdo lipidico no gréo de soja
inteiro € liberado mais lentamente no ambiente ruminal devido a protecdo proteica que envolve
0 grdo, reduzindo os efeitos prejudiciais em relacdo a aderéncia as particulas de alimentos e aos
microrganismos ruminais, consequentemente, podendo reduzir o potencial de emulsificacdo da
biocolina (RENNO et al., 2015; BETTERO et al., 2017).

Alguns trabalhos avaliando o fornecimento de biocolina na dieta de ruminantes relatam a
auséncia de efeito sobre o consumo de nutrientes. Martinez-aispuro et al. (2019) avaliaram o
fornecimento de biocolina na dieta de cordeiros e ndo observaram efeito sobre o consumo de
matéria seca. Nunes et al. (2022) fornecendo niveis crescentes de biocolina para vacas no meio
da lactacdo ndo observaram efeito sobre o consumo de nutrientes, contudo, a biocolina
aumentou a digestibilidade de extrato etéreo, associando esse resultado ao metabolismo lipidico

(digestéo, absorcéo e transporte de gordura).
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A auséncia de efeito da biocolina sobre os coeficientes de digestibilidade dos nutrientes,
principalmente da matéria seca e FDN pode ser explicada, assim como discutido anteriormente
no consumo, pela fonte lipidica utilizada na dieta dos animais. A matriz proteica que envolve o
cotilédone do grdo de soja proporciona uma liberacdo mais lenta do conteudo lipidico no
ambiente ruminal, fazendo com que a capacidade de biohidrogenacgdo dos microrganismos néo
seja superada, reduzindo os efeitos negativos dos acidos graxos insaturados aos microrganismos
ruminais, principalmente as bactérias fibroliticas (PALMQUIST, 1991; RENNO et al., 2015).

A tendéncia no aumento da digestibilidade de extrato etéreo com a administracdo de
biocolina pode ser explicada devido a fosfatidilcolina constituir em até 95% os fosfolipidios
que compde a secrecdo biliar, que juntamente com os &cidos biliares e colesterol formam as
micelas, as quais fazem o transporte dos lipideos para serem absorvidos no intestino delgado
dos animais (ALVARO et al., 1986; MCFADENN, 2019). Além disso, a fosfatidilcolina é
necessaria para a sintese e liberacdo de quilomicrons e lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL) pelas celulas das vilosidades intestinais (KOO E NOH, 2001). O fornecimento pos-
ruminal de fosfatidilcolina poderia aumentar a digestibilidade e absorcdo de acidos graxos no
intestino (MCFADENN et al., 2019).

O aumento dos niveis lipidicos pode causar variagdes no pH ruminal (Messana et al.,
2013; Santana et al., 2017). Logo, a acdo da biocolina como emulsificante no ambiente ruminal
poderia controlar essa varia¢do. Entretanto, fontes lipidicas protegidas como os grdos de soja,
s&0 menos prejudiciais aos microrganismos ruminais (Demeyer e Van Nevel, 1995; RENNO et
al., 2015). Além disso, a auséncia de efeito sobre o pH ruminal, concentracdo de nitrogénio
amoniacal e concentracdes de AGV ruminais sugere que a biocolina ndo foi capaz de alterar os
padrdes de fermentacdo, podendo ser explicado pela protecdo natural que a biocolina possui em
relacdo & degradacdo ruminal (GODINEZ-CRUZ et al., 2015; MARTINEZ-AISPURO et al.,
2019).

A administracdo de biocolina no rimen proporcionou maior concentracdao de albumina
sérica, 0 que pode ser explicado talvez pela tendéncia no aumento da digestibilidade da PB,
uma vez que a albumina é a principal proteina plasmatica sintetizada pelo figado e possui
fungdes importantes como reserva proteica, transportador de acidos graxos livres, aminoacidos
e metais (ROWLANDS, 1980). Cordeiros alimentados com ragéo suplementada com biocolina
ndo mostraram alteracéo na albumina sérica (RODRIGUEZ-GUERRERO et al., 2018).

A biocolina vegetal vem sendo utilizada na nutricdo de ruminantes devido ao alto
contetido de colina na forma esterificada, como fosfatidilcolina, atuando de maneira eficiente

em diferentes atividades metabolicas, como na sintese de lipoproteina de densidade muito baixa
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(VLDL), que facilita o transporte de triglicerideos do figado para outros tecidos, evitando o
acumulo de gordura (LI E VANCE, 2008; BERCHIELLI et al., 2011). Apesar da importancia
da fosfatidilcolina sobre o metabolismo lipidico, a auséncia de efeito da biocolina sobre niveis
circulantes de triglicerideos pode estar associada ao baixo teor de extrato etéreo na dieta que
ndo proporcionou acumulo de gordura no figado dos animais.

A soja é uma fonte de lecitina, a qual é constituida por fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, além de glicolipideos, triglicerideos e carboidratos
(CHEN et al., 2020). Logo, o grdo de soja utilizado na dieta também forneceu quantidades de
fosfatidilcolina para 0 metabolismo dos animais, podendo ter reduzido o potencial efeito da
biocolina utilizada como fonte de fosfatidilcolina em nosso estudo.

45 Conclusao

A administracdo de 6 g de biocolina/100 kg de PC tende a aumentar a digestibilidade
aparente de extrato etéreo. Doses superiores a 6 g de biocolina/100 kg de PC podem ser
avaliadas em estudos futuros para melhor entendimento do potencial da biocolina como
emulsificante em dietas com teor de lipidios elevados e fontes de rapida liberacdo para bovinos.
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Anexo Tabelas: Artigo Biocolina

Tabela 1. Composi¢do da dieta

Item Teor (%)
Feno Aries 25
Feno Aveia 25
Milho 35
Gréo de soja 15
Mistura mineral* ad libitum
Tamponante? 0,5
Proteina bruta 13
Extrato etéreo 5

'Ca-215 g/kg, P - 65 g/kg, Co - 45 mg/kg, Mg - 12 g/kg, Mn - 425 mg/kg. Zn — 1.900 mg/kg. Se — 35 mg/kg. |
- 65 mg/kg. S - 10 g/kg. F — 650 mg/kg. Fe -1.700 mg/kg. Cu - 800 mg/kg. Na — 75g/kg.
2 Tamponante comercial fornecido a 1% do concentrado.

Tabela 2. Média de minimos quadrados, erro padrdo da média (EPM) e indicativo de
significancia para o consumo voluntario de bovinos recebendo dietas com alto lipidio e
administracdo de biocolina.

RUmen Abomaso P-valor
Item (kg/dia) CO 3 6 3 6 EPM Local! Dose? LxD
CMS 890 858 8,59 855 895 081 0803 0198 0,864
CMO 8,76 849 8,33 833 887 0,78 0871 0,196 0,720
CPB 1,15 1,11 1,09 1,09 1,16 0,10 0866 0,193 0,713
CEE 0,46 0,44 043 043 046 004 0868 0,200 0,710
CFDN 4,15 399 4,00 398 417 038 0,798 0,192 0,844

CO: controle sem administragdo de biocolina; Rimen e Abomaso: local de administracéo da biocolina; Doses de
biocolina: 3 e 6 gramas de biocolina/100 kg de peso corporal.'Local: efeito do local de administracéo da biocolina;
2Dose: efeito da quantidade de biocolina administrada; L x D: efeito da interagdo entre local e dose de
administracdo da biocolina.

MS: ingestdo de matéria seca; PB: ingestdo de proteina bruta; FDN: ingestdo de fibra em detergente neutro; MO:
ingestdo de matéria organica.

Tabela 3. Média de minimos quadrados, erro padrdo da média (EPM) e indicativo de
significancia para o coeficiente de digestibilidade de bovinos recebendo dietas com alto lipidio
e administracdo de biocolina.

Rdmen Abomaso P-valor
Item (%) CO 3 6 3 6 EPM Local! Dose? LxD
CDMS 59,99 59,09 63,14 61,35 62,92 196 0,593 0,104 0,410
CDMO 62,97 62,47 6520 64,07 66,13 1,75 0,390 0,093 0,751
CDPB 60,79 60,95 64,79 63,20 66,42 2,20 0,479 0,098 0,868
CDEE 68,48 63,90 7226 71,73 70,31 365 0,270 0,162 0,063
CDFDN 59,11 62,09 59,84 57,76 6165 3,84 0474 0,653 0,077

CO: controle sem administragdo de biocolina; Rimen e Abomaso: local de administragdo da biocolina; Doses de
biocolina: 3 e 6 gramas de biocolina/100 kg de peso corporal.'Local: efeito do local de administragédo da biocolina;
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2Dose: efeito da quantidade de biocolina administrada; L x D: efeito da interacdo entre local e dose de
administracdo da biocolina.

CDMS: coeficiente de digestibilidade da matéria seca; CDPB: coeficiente de digestibilidade de proteina bruta;
CDFDN: coeficiente de digestibilidade de fibra em detergente neutro; CDMO: coeficiente de digestibilidade da
matéria organica.

Tabela 4. Média de minimos quadrados, erro padrdo da média (EPM) e indicativo de
significancia para parametros ruminais de bovinos recebendo dietas com alto lipidio e
administracdo de biocolina.

Rimen Abomaso P-valor
Item CcO 3 6 3 6 EPM Local! Dose? LxD
pH ruminal 6,53 6,51 6,49 6,45 6,49 0,07 0,370 0,764 0,514
N-NHz (mg/dL) 13,84 14,53 14,68 14,94 13,45 1,93 0,440 0,260 0,340

Total AGV (mM/dL) 62,83 66,84 64,73 73,25 67,31 3,33 0,069 0,074 0,406
Acetato (mM/dL) 49,84 53,00 51,06 57,62 52,67 2,90 0,112 0,057 0,385
Propionato (mM/dL) 5,30 5,82 5,38 6,63 589 086 0,131 0,109 0,790
Butirato (mM/dL) 7,68 794 841 9,03 875 160 0,210 0,837 0,484

CO: controle sem administragdo de biocolina; Rumen e Abomaso: local de administracéo da biocolina; Doses de

biocolina: 3 e 6 gramas de biocolina/100 kg de peso corporal.lLocal: efeito do local de administracéo da biocolina;

2Dose: efeito da quantidade de biocolina administrada; L x D: efeito da interagdo entre local e dose de
administracdo da biocolina.

N-NH3 = concentragdo de nitrogénio amoniacal ruminal; AGV = acidos graxos volateis.

Tabela 5. Média de minimos quadrados, erro padrdo da média (EPM) e indicativo de
significancia para parametros sanguineos de bovinos recebendo dietas com alto lipidio e
administracdo de biocolina.

Ramen Abomaso P-valor
Item CO 3 6 3 6 EPM Local' Dose? L xD
Glicose (mg/dL) 70,27 70,13 68,69 69,50 70,60 0,85 0,346 0,889 0,065
Albumina (g/L) 31,87 31,95 32,78 31,15 31,22 0,76 0,014 0,307 0,385
Colesterol (mg/dL) 129,52 123,90 131,53 119,91 118,41 9,93 0,209 0,654 0,506
Triglicerideos (mg/dL) 24,60 24,39 24,87 23,14 23,77 192 0,145 0,505 0,914
NUS (mg/dL) 13,49 1250 12,48 12,14 12,19 2,18 0,508 0,921 0,995

CO: controle sem administragdo de biocolina; Rimen e Abomaso: local de administracdo da biocolina; Doses de
biocolina: 3 e 6 gramas de biocolina/100 kg de peso corporal.tLocal: efeito do local de administragédo da biocolina;
2Dose: efeito da quantidade de biocolina administrada; L x D: efeito da interacdo entre local e dose de
administracdo da biocolina.



