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Resumo  
 

Estudou-se a suplementação de dietas para vacas leiteiras com amilase exógena 

com o objetivo de aumentar o valor nutritivo do milho híbrido de endosperma vítreo. Vinte 

e oito vacas da raça Holandês, 171 ± 80 DEL no início do experimento, foram pareadas em 

blocos, alocadas ao acaso e submetidas a dietas experimentais por 70 dias, após um 

período de padronização de duas semanas e alojadas em tie stall. A pesquisa consistiu da 

adição ou não da enzima amilase (DSM Nutritional Products, Basel, Switzerland; 

Novozymes, Bagsvaerd, Denmark), ao milho moído na proporção de 0,5g de enzima por 

quilo de matéria seca (MS) da dieta total (300 KNU/ kg de MS) em dietas com 32,1% de 

amido na MS. Os dados foram analisados por meio do Proc Mixed do SAS como blocos ao 

acaso ajustado para covariável com medidas repetidas ao longo do tempo, exceto quando 

os dados foram obtidos uma vez ao longo do experimento. A amilase aumentou a produção 

de leite (33,0 vs 32,3 kg/d, P = 0,02) , reduziu o consumo de matéria seca (CMS) (19,7 vs 

20,7 kg /d, P < 0,01) e aumentou a eficiência alimentar (1,52 vs 1,63 , P < 0,01). O peso e 

a condição corporal não diferiram (P> 0,44). A produção de lactose do leite foi maior para 

os animais que receberam a enzima (P = 0,01) e houve tendência de aumento do teor de 

glicose no plasma (P = 0,07). A amilase diminuiu o NUP ao longo do dia (13,6 vs 14,7, P 

= 0,05) e reduziu a duração da primeira refeição,  achados sugestivos de aumento da 

fermentação da matéria orgânica do rúmen. A digestibilidade aparente do trato digestivo 

total da MS, matéria orgânica, fibra insolúvel em detergente neutro e amido não foram 

responsivos à enzima (P> 0,41). A suplementação de amilase exógena aumentou a 

eficiência alimentar das vacas. A diminuição do NUP sugere que a enzima aumentou a 

degradação ruminal de amido, sem afetar a digestibilidade total de nutrientes.      

 

PALAVRAS CHAVE: enzima; amilase; amido; digestibilidade; produção de leite. 
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1. Introdução  
 

As principais fontes de energia da dieta para bovinos leiteiros são carboidratos 

firosos provenientes de forragem e carboidratos não fibrosos. A maioria dos carboidratos 

não fibrosos deriva de grãos de cereais, incluindo o milho, sorgo, trigo, cevada e aveia. O 

grão de milho é a fonte energética mais importante para vacas leiteiras no Brasil, e sua 

principal fonte de energia é o amido. A digestibilidade total de amido em vacas leiteiras é 

variável, oscilando de 70 a 100% (Firkins et al., 2001). Vários fatores estão relacionados 

com sua digestibilidade em vacas leiteiras: tamanho das partículas de grãos; método de 

processamento; método de colheita e armazenagem; maturidade da planta no momento da 

colheita; teor de umidade; processamento do grão e características do endosperma (Nocek 

e Tamminga, 1991; Johnson et al, 1999; Firkins et al, 2001). Assim, a melhoria da 

utilização do milho pode se tornar interessante pelo potencial de racionalizar o uso de 

amido e aumentar a eficiência animal, e os aditivos enzimáticos podem ser estratégia usual 

em conjunto aos fatores relacionados. 

            Algumas amilases exógenas provavelmente são resistentes à degradação no rúmen 

e tem o potencial para aumentar a digestibilidade das dietas, e por sua vez, melhorar o 

desempenho animal (Klingerman et al., 2009). Devido à sua ação hidrolítica, suplementos 

com α-amilase podem aumentar a disponibilidade de produtos de hidrólise de amido no 

rúmen e alterar o processo de fermentação ruminal (Tricarico et al., 2008). Em estudo 

realizado por Klingerman et al. (2009),  formulações de α-amilase exógena tiveram relativa 

estabilidade em fermentação ruminal in vitro por 24h,  o que sugere que as enzimas não 

foram sensíveis a extensa degradação pela microbiota ruminal. Hristov et al. (1998), de 

forma semelhante, observaram  liberação de açúcares do amido  após adição de enzimas 

amilolíticas ao fluido ruminal  para determinar a sua estabilidade.      

O uso de amilase exógena na dieta de bovinos leiteiros tem sido estudado desde 

1960. Recentemente, o melhor entendimento da digestão dos carboidratos e do amido, a 

alta variedade de ingredientes e o alto do preço do milho aumentaram o interesse em 

maximizar a utilização do amido e da energia dos carboidratos nas dietas de bovinos 

leiteiros. Apesar da alta digestibilidade do amido, o uso de tecnologias como o 

processamento e a utilização de enzimas exógenas podem ser aplicadas para alterar o 

ambiente ruminal e melhorar a eficiência produtiva sem sacrificar a saúde do rúmen ou 

provocar acidose ruminal.  Pesquisas com suplementos de enzimas exógenas para 

ruminantes, focaram principalmente na atividade fibrolítica, enquanto que a atividade 

amilolítica permanece pouco explorada. Portanto, há relativa falta de informação nos 

efeitos dos suplementos baseados em alfa amilase na literatura.  
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Aspecto importante na aplicabilidade da amilase exógena no Brasil são as 

variedades de milho cultivadas no país. Nas principais regiões do mundo, a maior parte do 

milho cultivado é do tipo farináceo. No Brasil, é predominantemente cultivado o milho 

tipo duro, que apresenta reduzida degradabilidade ruminal quando comparado ao milho 

farináceo (Correa et al., 2002). 

Em estudos preliminares, Klingerman et al. (2009) encontraram diferenças na 

produção ruminal aparente de ácidos graxos voláteis (AGV) total in vitro em diferentes 

variedades de milho. Quando crescentes doses de amilase foram adicionadas aos diferentes 

tipos de milho, houve interação da variedade do milho com a enzima para a produção 

aparente de AGVs. Verificou-se um efeito linear positivo da dose de enzima para produção 

de AGV nas variedades dentada e duro, mas não para o milho farináceo. O resultado 

sugere que a variedade do milho pode interferir na eficácia da enzima.   

            Portanto, o uso de amilase exógena seria uma estratégia plausível para melhorar a 

disponibilidade de amido fermentável no rúmen.  O objetivo do presente estudo foi avaliar 

o desempenho dos animais, degestibilidade aparente total e o metabolismo de nitrogênio 

no rúmen em resposta a suplementação de amilase exógena em dietas com alta inclusão de 

amido proveniente de milho duro. 
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2. Revisão de Literatura 
 

2.1. Amido na dieta de ruminantes 

 

 O amido é um carboidrato de reserva das plantas, normalmente encontrado em 

sementes e raízes e em menores concentrações nas folhas e nos colmos. É composto por 

duas grandes moléculas, amilose e amilopectina. A amilose é um polímero linear de 

unidades  α-1-4-D glicose. A amilopectina é um polímero ramificado com cadeias lineares 

de um α-1-4-D-glicose que têm ramificações α- 1-6 a cada 20 a 25 resíduos de glicose 

(Lehninger, 1998). As proporções entre estes compostos variam entre tipos de grãos, 

influenciando a taxa de degradação e a digestibilidade do amido. A amilopectina é o 

principal constituinte do amido do milho, cerca de 70 a 80% (Rooney e Pflugfelder, 1986). 

A digestibilidade de amido é inversamente proporcional ao teor de amilose. Desta forma 

fontes de amido com maiores teores de amilopectina, podem apresentar maior 

digestibilidade (Jobim et al.,2003). Amido é uma estrutura altamente organizada, as 

moléculas de amilose e amilopectina são mantidas juntas por ligações de hidrogênio e seus 

grânulos são insolúveis em água fria. Estruturalmente formam "pseudo cristais"que são 

resistentes a agua.  

A necessidade de aumentar a eficiência de produção de ruminantes foi atingida em 

grande parte com fornecimento de mais alimentos concentrados.  O amido é o principal 

componente dos grãos de cereais que constituem os principais alimentos concentrados, o 

qual é submetido em primeiro lugar à fermentação microbiana no rúmen com produção de 

ácidos graxos voláteis e posteriormente à digestão enzimática no intestino delgado onde é 

absorvido como glicose. A digestão relativa de amido por estas duas vias pode influenciar 

a eficiência de transformação da energia da alimentação em produto de origem animal, os 

substratos utilizados por ruminantes para formar glicose, a magnitude da fixação de 

nitrogênio não-protéico em proteína microbiana, e a distribuição de energia nos produtos 

gerados (Waldo, 1973).  

Vacas leiteiras de alta produção requerem consumo elevado de energia, sem causar 

perturbações metabólicas que resultam da acidose ruminal e doenças relacionadas com 

grandes quantidades de concentrado (Nocek, 1997; Owens et al, 1998, Garrett et al, 1999). 

Portanto, os aspectos negativos e positivos da digestibilidade do grão de cereal precisam 

ser equilibrados para a ingestão energética ideal. A quantidade ótima de amido dietético é 

função de vários fatores, como a degradabilidade inerente à fonte de amido, o método de 

processamento, a quantidade de proteína solúvel, a fibra insolúvel em detergente neutro e o 

método de alimentação. Para alterar a disponibilidade de amido na dieta são necessárias 

mudanças nas proporções dos carboidratos, sobretudo amido e FDN. Quando isso não 
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acontece o aumento efetivo no conteúdo de energia da dieta pode ser menor do que o 

previsto (Weiss e Shockey, 1991), pois quando o amido substitui fibra dietética de 

forragem, a digestão de FDN é muitas vezes reduzida (Beckman e Weiss, 2005; Firkins, 

2001). 

O teor de amido ideal em dietas para vacas leiteiras em lactação não está bem 

definido, mas 25% de amido (base da MS) tem sido sugerido com base na revisão de 

(Staples, 2007). As recomendações mais usuais para a quantidade de amido na MS da dieta 

para vacas em lactação são de 23 a 30% de acordo com Grant (2005). Shaver (2010) 

relatou em pesquisas com rebanhos leiteiros comerciais de alta produção realizadas em 

Wisconsin e Michigan, concentrações de amido médio na dieta de 27% e entre 25% a 30% 

em dietas com 21% de FDN proveniente de forragem (base da MS). O aumento dos preços 

do milho, no entanto, criou muito interesse em efetivar o uso do amido nas dietas com 

intuito de melhorar sua digestibilidade e o aproveitamento animal. A melhor eficiência de 

uso do amido poderia permitir dietas reduzidas em amido sem o comprometimento do 

desempenho produtivo. 

O amido participa de mecanismos importantes no metabolismo dos microrganismos 

ruminais. A microbiota depende de esqueletos de carbono e da disponibilidade de energia 

(ATP) para a síntese de proteínas. Vários estudos indicam que o fornecimento de amido e 

proteínas rapidamente degradáveis estimulam maior síntese ou maior eficiência de síntese 

de proteína microbiana. Herrera-Saldana et al. (1990) relataram que a passagem de 

proteína microbiana para o duodeno de vacas em lactação foi maior (3,00 kg / d), quando a 

degradabilidade  de amido e proteína foram de rápidas taxas de degradação (cevada e 

farelo de algodão). Os fluxos de proteína microbiana foram inferiores quando as fontes 

primárias de carboidratos e proteínas fermentáveis eram de degradabilidade lenta ou sem 

sincronia. 

O amido corresponde de 50 a 100% do CNF, na maioria dos alimentos (NRC 

2001). Além do conteúdo de amido total, a taxa e extensão da digestão no rúmen também 

podem afetar a quantidade da fonte de amido a ser adicionada com segurança a uma dieta. 

A taxa de fermentação de amido varia amplamente por tipo de grão e processamento. 

Alteração do CNF da dieta influência padrões de fermentação ruminal, digestão total de 

fibras e percentual de gordura do leite (Sievert e Shaver, 1993; Sutton e Bines , 1987). 

Batajoo e Shaver (1994) concluiram que, para vacas com produção de mais de 40 kg de 

leite, a dieta deve conter mais do que 30% de CNF, mas encontraram pouco benefício 

quando aumentou para 42% de CNF. Nocek e Russell (1988) sugeriram que 40% de CNF 

foi o mais adequado para vacas em lactação a partir da avaliação de dietas à base de 

silagem de alfafa e silagem de milho e variação de 30 para 46% de CNF. Hoover e Stokes 

(1991) analisaram dados de Nocek e Russell (1988) e verificaram que quando o CNF 

dietético era maior do que 45 a 50% ou menor do que 25 a 30%, a produção de leite foi 

diminuída. Em outro estudo, a porcentagem e a produção de proteína do leite aumentaram 

quando CNF na MS da dieta aumentou de 41,7 para 46,5% (Minor et al. 1998). 
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2.1.1. Fatores que afetam a digestibilidade do amido 
 

A digestão do amido é o passo inicial para que seja utilizado como fonte de energia 

pelos microrganismos ruminais e pelos ruminantes.  São conhecidos muitos fatores que 

podem afetar a taxa e a extensão da digestão de amido pelo ruminante, interferindo de 

forma dinâmica na quantidade do amido que será fermentado no rúmen ou que chegará ao 

intestino delgado.  Entre eles estão a composição química e a forma física do amido, 

presença de barreiras físicas nos grãos dos cereais, fatores antinutricionais, a forma física 

do alimento fornecido e os diferentes tipos e intensidades de processamentos aplicados aos 

alimentos. McAllister et al. (1993) e Cheesson e Forsberg (1997) ponderaram que, na 

prática a extensão da digestão do amido no rúmen parece ser mais determinada pela 

natureza do material que circunda e protege o grânulo de amido do que propriamente pela 

composição química do amido. O acesso dos microrganismos ruminais aos grânulos de 

amido é determinado pelas taxas de degradação da parede celular das células 

endospermáticas e, principalmente da matriz protéica. A semente de milho é composta de 

três partes básicas morfológicas: pericarpo ou casca, rico em fibras; gérmen ou embrião, 

que é parte vegetativa do grão, constituída principalmente por lipídeos e proteínas; e 

endosperma.  O endosperma representa 75-80 % do grão de milho e contém principalmente 

amido e proteína. O endosperma de milho é praticamente desprovido de fibra (FDA ou 

FDN), mas contém proteínas abundantes (albuminas, globulinas, prolaminas e glutelina) 

das quais as prolaminas são as de maior importância na nutrição de ruminantes. 

2.1.2.  Matriz proteica associada aos grânulos de amido 

 

A matriz proteica é uma estrutura amorfa com função estrutural no grão que 

encapsula os grânulos de amido. Essa matriz está presente principalmente no endosperma 

vítreo dos grãos e a sua quebra pode melhorar a velocidade e a extensão da digestão do 

amido (Mc Allister et al., 1990 e 1993). A sua parte mais importante são as prolaminas, 

que são proteínas do endosperma com alta concentração de prolina. A prolina é um 

aminoácido altamente hidrofóbico capaz de dobragens complexas e, portanto, as proteínas 

com elevado teor de prolina desenvolvem estruturas terciárias que são altamente 

hidrofóbicas (Momany, et al., 2006). As prolaminas encontradas no grão de milho são 

chamadas de zeínas, e correspondem de 30 a 60% da proteína total do milho (Hoffman e 

Shaver, 2011).  As prolaminas são proteínas exclusivamente associadas com amido em 

todos os grãos de cereais. O amido no endosperma vítreo é mais extensivamente 

encapsulado por prolaminas e é menos degradável no rúmen em comparação com o 

endosperma farináceo. Os valores mais baixos de prolaminas são observados em grãos 

fermentados, como milho grão úmido, porque as prolaminas podem ser degradadas no 

processo de fermentação.  A matriz proteica está densamente concentrada no endosperma 

vítreo dos grãos de cereais, principalmente de milho e de sorgo. A forte interação da matriz 
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proteica com os grânulos de amido dos grãos de milho e de sorgo e a sua baixa 

digestibilidade ajudam a explicar porque o amido desses grãos é menos digestível no 

rúmen que o amido de trigo, aveia e cevada (Hoseney et al., 1974; McAllister et al., 1990). 

Philippeau et al. (2000) quantificaram a relação entre vitreosidade e concentração 

de prolaminas-zeína no milho e concluíram que milhos mais vítreos contem mais 

prolaminas-zeína do que milhos menos vítreos.  Estes dados definem as diferenças na 

composição química entre o endosperma vítreo e endosperma farináceo (Hoffman e 

Shaver, 2011).  As prolaminas-zeínas são hidrofóbicas, portanto insolúveis em solventes 

normais para o ambiente ruminal (Lawton, 2002). Potencialmente, a digestão do amido 

requer bactérias do rúmen para degradar primeiramente as prolaminas, via proteólise antes 

da atividade amilolítica (Cotta, 1988). A proteólise das prolaminas é um passo anterior 

limitante na taxa de digestão de amido. McAllister et al., (1993) estudando a influência da 

matriz proteica sobre a digestão do amido observaram que o milho tratado com protease in 

vitro teve a digestão de amido dobrada e concluíram que a matriz proteica do milho foi um 

fator importante na digestão ruminal do amido. Correa et al. (2002) encontraram correlação 

negativa e alta entre vitreosidade e degradabilidade ruminal, e o comportamento foi bem 

semelhante ao observado por pesquisadores franceses trabalhando com população diferente 

de plantas (Philippeau & Michalet-Doureau, 1997). Os autores concluíram que a 

vitreosidade parece ser um bom parâmetro para selecionar híbridos de milho com alta 

digestibilidade ruminal do amido.  

2.1.3 Processamento de grãos de cereais 

 

De maneira geral, o fundamento do processamento dos grãos é a melhoria da 

digestibilidade dos alimentos por meio da quebra das barreiras que impedem o acesso dos 

microrganismos ruminais e das enzimas aos componentes nutricionais, conservação, o 

isolamento das partes específicas e a melhoria da palatabilidade ou detoxificação dos 

alimentos (McAllister et al., 1990; Pond et al., 1995).  Os diferentes tipos de 

processamentos atuam aumentando a área de superfície dos grãos, reduzindo a interação da 

matriz proteica com os grânulos de amido ou aumentando a solubilidade dos grânulos de 

amido em agua. Desta maneira, os processamentos podem aumentar a disponibilidade de 

amido e da proteína dos grãos no rúmen e no intestino delgado, e mudar as características 

de fermentação ruminal, da taxa de passagem e do sítio de digestão. Geralmente, a 

magnitude da alteração promovida pelo processamento é inversamente proporcional à 

digestibilidade do grão não processado. Assim, o grão que mais responde ao 

processamento é o sorgo, seguido pelo milho e por outros cereais como aveia e cevada, que 

tem menor resposta por já ter a degradação alta na forma não processada (Theurer, 1986).  

Muitos tipos de processamentos físicos e químicos estão disponíveis para melhorar 

a digestibilidade dos grãos e o desempenho dos ruminantes. A moagem fina ou grossa, 

extrusão micronização, tostagem, peletização e laminação são exemplos de processamento 
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a seco, enquanto a maceração, laminação a vapor, floculação, reconstituição, expansão, 

cozimento a vapor são processamentos que envolvem adição de água aos grãos, 

frequentemente na forma de vapor e com pressão (Hale, 1973). Segundo Theurer (1986), a 

união dos dois processos, redução do tamanho de partícula e aplicação de vapor, melhora 

ainda mais a eficiência da digestão dos alimentos processados pelos ruminantes. Ladely et 

al (1995) concluiu que o método de processamento teve um efeito maior sobre o 

desempenho de bovinos de corte do que os híbridos de milho.  

A utilização de silagem de grão úmido ou reidratado consolidou-se como estratégia 

importante para aumentar a digestibilidade do milho, pois sabe-se que quando o grão de 

milho é devidamente ensilado, há aumento na digestibilidade do amido do grão devido à 

fragilização e ao rompimento da matriz proteica que envolve os grânulos de amido no 

endosperma. O amido pode também sofrer o processo de gelatinização, aumentando a sua 

susceptibilidade ao ataque enzimático. Pereira, (2012) comparou a digestibilidade da 

silagem de grãos de milho reidratados, com moagem fina ou grosseira e com crescentes 

tempos de armazenamento, 0, 14, 28, 56, 112, 168, 224 dias. Foi observado aumento nas 

degradabilidades efetivas à medida que o tempo de armazenamento aumentou e também 

para a moagem fina em relação à grosseira. 

Ferraretto et al. (2013) realizaram meta análise para determinar a influencia do tipo 

de grão, maturidade do milho e métodos de processamento no consumo de matéria seca, 

digestibilidade e performance de vacas em lactação. Os processamentos foram: milho seco 

moído, milho ensilado (grão úmido) e floculado. A digestbilidade total de amido foi menor 

e a concentração de gordura no leite maior para o milho moído em relação ao milho grão 

úmido e floculado. A digestibilidade de amido da dieta foi reduzida para ambos, milho 

grão úmido e seco moído, quando o tamanho de partícula aumentou. Maiores 

concentrações de amido na dieta aumentaram a produção de leite e a concentração de 

proteína do leite, mas diminuíram a digestibilidade de FDN e a concentração de gordura no 

leite. 

Vale ressaltar, que grãos de milho colhidos no estádio maduro de maturação, 

normalmente utilizados para formular concentrados para vacas leiteiras tanto na fazenda 

quanto industrialmente, encontram-se no ponto de maturidade fisiológica de máxima 

vitreosidade e mínima digestibilidade (Pereira et al, 2004), o que faz das medidas capazes 

de induzir aumento na degradabilidade ruminal ainda mais necessárias. 

           O aumento da participação ruminal na digestão do amido proporcionada pelos 

processamentos é benéfico, porque aumenta a disponibilidade de energia rapidamente 

fermentável no rúmen, com consequentes aumentos das produções de proteína microbiana 

e de ácidos graxos voláteis totais (Noeck Tamminga, 1991).  Herrera-saldana et al. (1990) 

estudaram os efeitos da substituição do sorgo moído pela cevada moída para vacas em 

lactação sobre ingestão e digestibilidade da matéria seca e orgânica da dieta e sobre a 

síntese de proteína microbiana. Não foram verificadas diferenças na ingestão de matéria 

seca entre tratamentos. As dietas que contiveram cevada apresentaram maiores 
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digestibilidades ruminais das matérias seca e orgânica e do amido que aquelas com sorgo, 

com maior produção de proteína microbiana. Entretanto, apesar dos menores valores de pH 

médios (5,65) para dietas a base de cevada em relação às de sorgo (5,95), não houve 

diferenças nas digestibilidades ruminais da FDN e FDA da dietas, embora tenderam ser 

maiores nas dietas a base de cevada.   

2.1.4. Degradação do amido no rúmen  

 

Durante a fermentação ruminal, a população de microrganismos, principalmente 

bactérias, fermenta os carboidratos e produz energia, gases (metano e dióxido de carbono), 

calor e ácidos graxos voláteis. Embora protozoários e fungos participem do processo 

digestivo ruminal, a maior parte da fermentação é realizada por bactérias. Um passo inicial 

chave na digestão é o contato bacteriano com o substrato. Aproximadamente três quartos 

da digestão da fibra, proteína e do amido é realizada por bactérias ligadas a partículas de 

alimentação (McAllister et al. 1994). Kotarski et al. (1992) identificaram 15 cepas de 

bactérias amilolíticas e caracterizaram oito amilases produzidas por essas bactérias. 

Algumas destas bactérias aderem e colonizam partículas de grãos no rúmen e produzem 

endo e exo enzimas que hidrolisam as ligações α-1- 4 e α-1 -6 de amilose e amilopectina. 

No entanto, nem todas as bactérias possuem conjunto completo de enzimas digestivas, 

portanto a digestão máxima de amido até monossacarídeos requer integração entre espécies 

bacterianas. Co-culturas de Streptoccocus bovis, Butyrivibrio fibrisolvens, Bacteriodes 

ruminicola e Selenomonas ruminatium demonstraram a importância da alimentação 

cruzada entre espécies bacterianas em alcançar maior crescimento bacteriano e a completa 

digestão do amido (Cotta, 1992).  Existe grande diversidade de amilases produzidas pelos 

microorganismos do rúmen. Formação de complexa associação microbiana frequentemente 

é observada na superfície do granulo de amido. Este consórcio microbiano pode produzir 

grande quantidade de enzimas necessárias para superar barreiras digestivas adicionais que 

existam na superfície dos grânulos de amido, tais como lipídeos e proteínas. 

 Embora exista grande quantidade de Informações sobre enzimas envolvidas na 

digestão da parede celular das plantas no rúmen, poucos estudos examinaram a natureza 

das amilases ruminais. A maioria dos estudos trabalhou com alfa-amilase de S. bovis, com 

apenas um único relato de alfa-amilase de B. fibrisolvens. Estudos para isolar e identificar 

amilases capazes de hidrolisar as ligações α-(1 -6)  da amilopectina não foram realizados, 

mas uma vez que os grânulos de amido livres são rapidamente hidrolisados no  fluido 

ruminal (Cone, 1991), tais amilases presumivelmente não representam um passo limitante 

na degradação  de amido no rúmen. 

Os protozoários podem contribuir de 40% a 50% da biomassa e da atividade 

enzimática total do rúmen (Orpin e Joblin, 1997). Possuem papel importante na 

digestibilidade de amido, atuando por meio da ingestão de grânulos de amido e posterior 

digestão (com ou sem bactérias em anexo). Apresentam atividade de degradação dos 
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componentes fibrosos dos alimentos, mas utilizam os carboidratos não fibrosos da dieta 

com maior eficiência. Mendonza et al. (1995) demonstraram que os protozoários 

apresentam atividade amilolítica semelhante a de bactérias in vitro. São capazes de 

engolfar facilmente grânulos de amido em suspenção no conteúdo ruminal, sendo 

responsáveis por até 45% da atividade amilolítica do rúmen. 

Algumas espécies de fungos ruminais, como Neocallimastix frontalis, Orpinomyces 

joyonii, Neocallimastix particiarum e Piromyces communis, são capazes de colonizar e 

degradar amido (Orpin e Joblin, 1997). No entanto a maior atividade desses 

microrganismos é a digestão dos carboidratos fibrosos da dieta, sendo capazes de produzir 

endoglucanases, xilanases e β-glucosidases de alta atividade (Hodrová et al. 1998).  As 

hifas de fungos também podem ter papel importante na fixação de bactérias, criando lesões 

na superfície do tecido da planta (McAllister et al.1994).  

Grãos inteiros com pericarpo intacto são em grande parte ou totalmente resistentes 

à digestão pelos ruminantes porque dificultam a fixação bacteriana (McAllister et al. 1994; 

Beauchemin et al. 1994). Portanto, o grão é processado pela aplicação de várias 

combinações de calor, umidade, tempo e ação mecânica. Estes processamentos aumentam 

a digestibilidade do amido, fornecendo oportunidade para a fixação bacteriana aos 

grânulos. Rooney e Pflugfelder (1986) descreveram as mudanças químicas e físicas que os 

métodos mais populares de processamento de grão provocam, por exemplo; a 

gelatinização, a retrogradação, e dextrinização do amido de cereais. Os ruminantes 

naturalmente "processam" amido pela mastigação, quebrando assim o pericarpo.  

Taxa e extensão da digestão do amido no rúmen são determinadas por interrelações 

complexas entre vários fatores, incluindo fonte de amido, composição da dieta, quantidade 

de alimentos consumida por unidade de tempo, alterações mecânicas (processamento de 

grãos, mastigação), alterações químicas (grau de hidratação, gelatinização) e do grau de 

adaptação da microbiota ruminal à dieta. Três abordagens para controlar a taxa e extensão 

da digestão de amido que têm recebido a maior atenção são: o manejo do consumo da 

dieta, processamento de grãos e aditivos alimentares. Owens e Goetsch (1986) 

apresentaram uma revisão abrangente dos efeitos dessas abordagens sobre as principais 

variáveis de cinética ruminal, tais como: diferenças de líquido ruminal e características de 

partículas alimentares, as propriedades químicas do líquido ruminal (pH, osmolaridade) 

taxas de passagem de líquido, a taxa de digestão de partículas alimentares, taxa de  

passagem (escape ruminal), a taxa de diluição do meio ruminal, e escape de proteína 

microbiana (proteína microbiana). Em geral a taxa de degradação das partículas do 

alimento no rúmen é diretamente proporcional à extensão de degradação, e o aumento da 

taxa de passagem é diretamente proporcional ao aumento do consumo. Por isso, alteração 

do consumo por técnicas de manejo ou por aditivos como ionóforos podem afetar a 

quantidade de amido que será digerida no rúmen.  

Estudos de produção com grãos processados indicam, decisivamente, que o amido é 

melhor utilizado quando é extensivamente fermentado no rúmen. Segundo Huntington 
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(1997), em vacas em lactação, 28% do fornecimento total de glicose vêm da glicose 

absorvida, 67% a partir de ácidos orgânicos da fermentação do amido no rúmen, e 5% de 

outras fontes tais como aminoácidos.  No mesmo estudo, constatou-se que a quantidade de 

glicose utilizada pelos tecidos viscerais nos ruminantes é igual ou ligeiramente maior do 

que a quantidade de glicose absorvida no intestino delgado. Entretanto, na fermentação 

ruminal de amido, há perdas energéticas via metano e calor. Owens et al. 1986 ponderaram 

desvantagens da digestibilidade ruminal, pontuando que a digestão intestinal do amido 

seria energeticamente 42% mais eficiente que a digestão ruminal. É importante destacar, 

que qualquer melhoria energética metabólica atribuível à absorção de glicose deve 

considerar potenciais predas de energia relacionadas à fermentação do amido no ceco, 

intestino grosso e cólon, e não no rúmen (Huntington, 1997). 

 

2.1.5. Digestibilidade intestinal de amido  
 

A digestão enzimática do amido no intestino delgado dos ruminantes é semelhante 

à que ocorre com outras espécies monogástricas. O pâncreas secreta α-amilase que 

hidrolisa amilose e amilopectina em dextrinas (principalmente a partir da hidrólise de 

oligossacarídeos de amilopectina) e oligossacarídeos lineares de dois a três unidades de 

glicose (Gray, 1992; Harmon, 1993). A amilase chega ao lúmen intestinal via ducto 

pancreático. O processo é completado por oligosacaridases de superfície que estão 

localizadas na membrana das microvilosidades intestinais. A maltase e a isomaltase são 

dissacaridases produzidas pela mucosa intestinal e apresentam maior atividade no jejuno e 

íleo em relação ao duodeno (Harmon, 1993). A maltase digere as moléculas de maltose 

secretadas do amido, e a isomaltase hidrolisa as ligações α-(1-6) encontradas nos pontos de 

ramificação da amilopectina, secretando moléculas de glicose livres.  As duas principais 

rotas para a transferência de glicose a partir do lúmen para a corrente sanguínea são o 

transporte ativo e a difusão paracelular com a absorção de água (Huntington, 1997). O 

amido que escapa da digestão enzimática no intestino delgado pode ainda ser fermentado 

até ácidos graxos voláteis no intestino grosso pelos microrganismos anaeróbicos, de forma 

semelhante a fermentação ruminal, ou ser eliminado pelas fezes.     

O uso da alimentação de dietas ricas em grãos despertou o interesse em determinar 

a capacidade dos ruminantes em digerir o amido no intestino, porque a absorção e 

metabolismo de glicose parecem ser mais eficientes energeticamente do que a fermentação 

e absorção dos ácidos graxos voláteis (Owens et al., 1986). Harmon (1993) concluiu em 

sua revisão que a secreção e produção de enzimas digestivas de amido no intestino 

respondem mais para a quantidade de energia consumida pelo animal do que para a 

quantidade de amido dietético. Croom et al. (1992) concluíram que em virtude de serem 

fermentadores pré-gástricos, os ruminantes têm fluxo relativamente constante de digesta 

para o duodeno, o que impede a função  de uma parte do controle   neuro-endócrino para  

secreção pancreática observada em outras espécies. Em média, 5 a 20% de amido 
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consumido é digerido após o rúmen, e a maioria desta digestão é feita no intestino delgado 

(Streeter et al. 1989; Hill et al. 1991; Zinn, 1991). Em sua revisão, Harmon (1992) relatou 

que digestibilidade intestinal de amido em novilhos ou novilhas (220-395 kg PV) variou de 

17,3 a 84,9% (122 a 636g/d) do amido que atingiu o duodeno. Entretanto há exceções. No 

ensaio de McCarthy et al. (1989), os pesquisadores relataram altas taxas de passagem de 

grão de milho do rúmen e foi observado que mais de 4 Kg de amido diário foi 

potencialmente digerido em ambientes pós ruminais. Kreikemeier et al. (1991) infundiram 

amido de milho no abomaso de novilhos e registraram uma diminuição no 

desaparecimento de 86% para 55% quando a quantidade de amido infundido aumentou de  

480 para 1440 g/d. Owens et al. (1986) encontraram intervalo semelhante em sua revisão 

da literatura (88% a 45% em digestibilidade do amido de milho ou sorgo no intestino do 

gado). A regressão linear obtida através de seus dados indicou que 55% do amido de milho 

que entra no intestino delgado desaparecem. Estes estudos confirmam trabalhos anteriores 

que identificaram a falta de atividade adequada de amilase pancreática como a principal 

razão da não digestão de 100% do amido no intestino delgado; e também que a secreção de 

amilase pancreática continuou a aumentar com um aumento no consumo de energia. 

 

2.2. Enzimas exógenas na dieta de ruminantes 

 

As enzimas são moléculas proteicas que catalisam reações químicas específicas. 

Várias enzimas têm sido estudadas para uso como aditivos para melhorar o desempenho 

animal. São catalisadores biológicos produzidos por células vivas para atuar em reações 

bioquímicas específicas que ocorrem naturalmente. No contexto de aditivos alimentares 

para ruminantes, as enzimas são utilizadas para catalisar as reações de degradação através 

da qual os substratos, neste caso alimentos, são digeridos nos seus componentes químicos 

(por exemplo, os açúcares simples, aminoácidos e ácidos graxos). Estes são por sua vez 

utilizados para o crescimento das células, quer seja por microrganismos do rúmen ou pelo 

animal hospedeiro (McAllister et al. 2001).  A aplicação bem sucedida de enzima exógena 

como aditivo dietético foi obtida primeiramente com os animais monogástricos e é prática 

corrente em nutrição de aves e suínos (Bedford e Schulze, 1998). No entanto, a 

fermentação microbiana no rúmen fez o uso da tecnologia das enzimas alimentares mais 

desafiadora em ruminantes. 

Os aditivos enzimáticos são produzidos por um processo de fermentação em série, 

começando com a cultura inicial em meio de crescimento (geralmente contêm nitrogênio, 

hidratos de carbono, minerais, e agentes ativos de superfície). Fermentações industriais 

costumam levar de três a sete dias, dependendo do microrganismo e condições para o 

crescimento (Cowan, 1994). Depois da fermentação completa, as enzimas são separadas 

dos resíduos de fermentação e da fonte microbiana. Os tipos e atividade de enzimas 

produzidas podem variar amplamente, dependendo da estirpe selecionada e das condições 

de substrato de crescimento e de cultura utilizadas para a produção da enzima (Considine e 
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Coughlan, 1989; Gashe 1992; Lee et al. 1998). Produtos enzimáticos são relativamente 

concentrados e purificados, e contêm atividade específica (Beauchemin et al. 2002). 

Para a ação eficiente da enzima, o contato com o substrato é essencial. Morgavi et 

al. (2000) realizaram estudos com adição das enzimas diretamente no alimento e 

verificaram maior estabilidade enzimática graças à formação do complexo enzima-

substrato, que dificultou a ação das proteases microbianas do rúmen. A formação deste 

complexo também aumenta seu tempo de permanência no ambiente ruminal por não estar 

dissolvida no fluido. Quando não há formação do complexo enzima-substrato estável, as 

enzimas se solubilizam no líquido ruminal e fluem rapidamente para o intestino 

(Beauchemin et al. 2003). 

Atualmente, não é possível prever a eficácia dos aditivos enzimáticos alimentares 

comerciais para ruminantes com base nas atividades enzimáticas fornecidas pelo 

fabricante. Essa incapacidade é devido à falta de compreensão das atividades específicas 

das enzimas necessárias para melhorar a digestibilidade dos alimentos. Além disso, não há 

padronização entre os fabricantes em termos dos métodos utilizados para determinar a 

atividade das enzimas (Colombatto e Beauchemin, 2003). As enzimas são analisadas com 

base na liberação de produtos de hidrólise em substratos padrões em condições ótimas para 

a enzima (Wood e Bhat, 1988). No entanto, as condições ideais para a atividade das 

enzimas geralmente são diferentes das encontrados no rúmen (Kung et al. 2002). Por 

exemplo; 50°C e pH 4,8-5,3 são recomendados para  celulases de Trichoderma spp. 

(Ghose, 1987; Wood e Bhat, 1988), enquanto que a temperatura no interior do rúmen é de 

aproximadamente de 39°C e o pH varia tipicamente entre 5,8 e 6,8. Para aplicações em 

ruminantes, o pH e a temperatura  nos ensaios para medir a atividade devem assemelhar-se 

as condições encontradas no animal (Colombatto e Beauchemin, 2003). Ademais, a 

atividade das enzimas são medidas em substratos modelo, que não representam a 

complexidade da dieta ingerida. Outro ponto controverso é que os ensaios de enzima são 

baseados na taxa inicial de reação com o substrato, que não diz respeito à persistência da 

enzima no ambiente ruminal. 

A realização de estudos de alimentação animal usando novilhos ou vacas leiteiras 

no início da lactação é a melhor avaliação para determinar se um produto enzimático é 

capaz de melhorar a utilização dos alimentos. No entanto, a realização de experimentos 

com bovinos para determinar a digestibilidade e desempenho é dispendiosa. Bioensaios 

laboratoriais que fornecem informação sobre a taxa, em vez da extensão de digestão, são 

úteis na identificação de produtos enzimáticos que são susceptíveis de serem eficazes in 

vivo (Colombatto e Beauchemin, 2003). 

 

2.2.1 Amilases exógenas na dieta dos ruminantes 

 

As amilases podem ser divididas em três grupos de acordo com o tipo de ligação 

que hidrolisam: as α-amilases, que rompem as ligações no interior do substrato, as β-
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amilases, que hidrolisam unidades das extremidades não redutoras do substrato, e as 

glicoamilases, que liberam unidades de glicose do terminal não redutor das moléculas do 

substrato (Moraes, 2004). Atualmente são conhecidas várias enzimas que hidrolisam a 

molécula de amido em diferentes produtos e a ação combinada delas é necessária para a 

completa hidrólise desse carboidrato.  

Pandey et al. (2005) definiram α-amilase como a enzima que cliva as ligações α-1-4 

dos polissacarídeos que possuem três ou mais unidades de D-glicose em união α-1-4. O 

ataque da α-amilase ao substrato ocorre de forma não seletiva sobre os vários pontos da 

cadeia simultaneamente e os primeiros produtos da hidrólise são sempre oligossacarídeos 

de 5 a 7 unidades de glicose. Durante a hidrólise do amido, a α-amilase cliva 

aleatoriamente o polímero do amido em oligossacarídeos de baixo peso molecular. 

Eventualmente produz unidades de maltotriose e maltose a partir da amilose e dextrina 

limite; e glicose e maltose a partir da amilopectina. 

Os primeiros estudos que utilizaram alfa amilase como principal componente de 

enzima foram realizados com alfa amilase extraída do Bacillus lichenformis ou 

glicoamilase proveniente do Aspergillus niger (Rojo et al. 2001; Mora et al. 2002; Buendia 

et al. 2003; Gutierrez et al. 2005; Rojo et  al. 2005; Crosby et al., 2006; Rojo et al. 

2007),cujo objetivo foi aumentar a digestibilidade de dietas baseadas em sorgo e milho.   

O desaparecimento in vitro de amido foi maior em milho e sorgo com adição de 

400ml de  amilase proveniente do Bacillus licheniformis  (Rojo et al. 2001). Da mesma 

forma, alfa amilase proveniente de Bacillus licheniformis e glicoamilase de Aspergillus 

niger aumentaram o desaparecimento de amido in situ (Gutierrez et al. 2005) e in vitro 

(Rojo et al. 2007). Entretanto, efeitos mínimos ou nenhum benefício foram relatados in 

vivo. Mora et al. (2002) observaram aumento na digestibilidade ruminal de amido, 

enquanto a ingestão de matéria seca e ganho de peso diário não diferiram entre cordeiros 

alimentados com dietas baseadas em sorgo com e sem adição de amilase exógena de  

Bacillus licheniformis e glicoamilase de Aspergillus niger. De maneira semelhante,  

Crosby et al. (2006) não relataram diferenças para ganho de peso diário, conversão 

alimentar e digestibilidade de amido in vivo em ovelhas, apesar de terem observado melhor 

digestibilidade de matéria seca. Buendia et al. (2003) não relataram  melhoras no ganho de 

peso diário de cordeiros em dietas basedas em sorgo com adição de glicoamilase 

proveniente de Aspergillus niger, contudo, foi relatado redução no consumo de matéria 

seca e consequentemente aumento na eficiência alimentar. 

Rojo et al. (2005) realizaram dois estudos para avaliar a fermentação ruminal e 

digestão de amido, bem como o desempenho de cordeiros com dietas à base de sorgo. No 

primeiro ensaio os autores utilizaram concentrações diferentes (0; 1,45 ou 2,90 g de 

enzima por kg de MS de sorgo)  de alfa-amilase de Bacillus licheniformis. Foi relatado 

resposta linear (P<0,05), com menor consumo de matéria seca e orgânica e aumento na 

digestibilidade total e ruminal de amido (P<0,05).  No segundo ensaio os autores avaliaram 

de forma semelhante ao primeiro a adição de glicoamilase proveniente de Aspergillus 
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niger. Contudo não foram observados benefícios com a adição de glicoamilase. Em ambos 

os estudos não foram relatados diferenças em ganho de peso diário ou conversão alimentar. 

 Um aditivo comercial feito da fermentação de Saccharomyces cerevisiae e extrato 

de Aspergillus oryzae foi avaliado em vacas em lactação (Tricarico et al. 2005;  Harrison e 

Tricarico, 2007), vacas de transição  (DeFrain et al. 2005), bezerros (Heinrichs et al. 2007) 

e novilhos de corte (Tricarico et al. 2007).  

Apesar dos dados in vitro sugerirem melhora na digestão microbiana (Tricarico et 

al. 2008), experimentos in vivo com α-amilase resultaram em respostas variáveis no 

desempenho animal e na digestibilidade. A inclusão de α-amilase em TMR demostrou 

aumentar a produção de leite em vacas em lactação (Tricario et al. 2005; Harrison e 

Tricario, 2007; Klingerman et al. 2009). O aumento concomitante na ingestão de matéria 

seca foi encontrado no estudo de (Klingerman et al. 2009), mas não nos outros (Tricarico 

et al, 2005; Harrison e Tricarico, 2007).  

DeFrain et al. (2005) constataram que α-amilase exógena melhorou o balanço 

energético em vacas de transição, mas não alterou a digestibilidade ruminal. Os benefícios 

para o desempenho das vacas foram mínimos. Entretanto, houve aumento nas 

concentrações plasmáticas de ácidos graxos não esterificados (AGNE) e β hidroxibutirato 

no pré parto  e tendência de aumento de glicose plasmática no pós parto.   

Heinrichs et al. (2007), em dois estudos com bezerros Holandês, trabalharam com 

adição de amilase exógena na dieta inicial. Os pesquisadores não relataram diferenças para 

crescimento e consumo de grãos ou melhora em saúde quando os animais receberam 

amilase exógena. No entanto, houve aumento no desenvolvimento de epitélio ruminal 

quando a enzima foi adicionada, com potencial benefício para sistemas de desmame 

precoce.  

Três ensaios foram conduzidos por Tricarico et al. (2007) para avaliar a adição de 

amilase exógena no desempenho de bovinos de corte. No primeiro ensaio, utilizando 162 

novilhos, os autores compararam feno de alfafa e caroço de algodão como fonte de fibra 

em dietas com ou sem adição de amilase, e relataram maior ingestão de matéria seca e 

maior ganho de peso diário para o tratamento com amilase quando foi utilizado caroço de 

algodão. Mas as melhoras não ocorreram com feno de alfafa. No segundo ensaio 96 

novilhos foram avaliados com uso de dois diferentes processamentos de milho (Milho grão 

úmido e milho moído) e três concentrações de amilase (0; 580 ou 1160 unidades de 

dextrinização de enzima por kg/MS de TMR). A adição de amilase aumentou o consumo 

de matéria seca e ganho de peso diário nos dois processamentos de milho. Contudo, foi 

relatado efeito quadrático para concentração de amilase. No terceiro ensaio, 64 animais 

foram avaliados em sistema programado de ganho de peso (restrição alimentar) e não 

foram observados benefícios no ganho de peso diário ou na conversão alimentar. Segundo 

os pesquisadores, a melhora no desempenho parece estar principalmente relacionada ao 

aumento de consumo de matéria seca por efeito no processo de digestão ruminal, sem 

necessariamente aumentar o desaparecimento de amido no rúmen. No entanto, em outro 
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estudo com novilhos confinados alimentados com dietas contendo milho moído ou 

floculado, não houve efeito da α-amilase suplementada sobre o desempenho dos animais 

ou na digestibilidade da fibra (DiLorenzo et al., 2010). A não interação entre 

suplementação de amilase e processamento de grãos sugere que não houve aumento da 

digestibilidade ruminal de amido nestes estudos e a hipótese inicial de que a adição de 

amilase seria mais eficiente em dietas que contem amido menos disponível (milho moído 

versus grão úmido) poderia estar incorreta. As razões para a amilase não ser eficiente em 

dietas com feno de alfafa são desconhecidas (Tricarico et al. 2008).  

Em estudo de grande extensão com 45 rebanhos leiteiros (aproximadamente 8150 

vacas) em nove estados dos EUA, Harrison e Tricarico (2007), utilizaram amilase exógena 

adicionada em TMR e observaram tendência de aumento de produção de leite e proteína. 

Em geral, a produção de leite tendeu a aumentar (P = 0,059) em 0,34 kg/d por vaca, e 56% 

dos rebanhos responderam positivamente com o uso do aditivo. A produção de proteína do 

leite também tendeu a ser maior (0,01 kg/d, P= 0,062) para dietas com alfa-amilase. 

Tricarico et al. (2005), trabalharam com 24 vacas em lactação da raça Holandês 

entre as quais quatro fistuladas no rúmen. Os animais foram distribuídos em quadrado 

latino 4X4 para avaliar tratamentos com diferentes concentrações da enzima (0; 240; 480 e 

720 DU/Kg de TMR). A suplementação com alfa-amilase aumentou a produção de leite 

(P=0,02), gordura (P= 0,02) e proteína (P= 0,06) de maneira quadrática. A maior produção 

de leite foi obtida com 240 DU/Kg de TMR. A amilase reduziu a proporção molar de 

propionato e aumentou a proporção de acetato e butirato.  O desaparecimento de amido 

ruminal in situ não foi alterado pela enzima. O aditivo também aumentou a concentração 

plasmárica de β-hidroxibutirato e de ácidos graxos não esterificados. Os autores atribuíram 

o melhor desempenho aos efeitos da alfa-amilase na fermentação ruminal que provocou 

possíveis mudanças no metabolismo dos nutrientes.  

Klingerman et al. (2009) em ensaio com 28 animais em lactação da raça Holandês e 

dietas com 26% de amido, avaliaram duas enzimas com atividade amilolítica: 7B - amilase 

experimental em forma líquida e AMA - proveniente da fermentação de Saccharomyces 

cerevisiae e de extrato de Aspergillus oryzae em doses alta e baixa. Houve aumento da 

produção de leite, leite corrigido para gordura e digestibilidade aparente total da matéria 

seca e orgânica sem alteração no consumo de matéria seca para o grupo que recebeu a dieta 

7B em baixa dose. Os animais do tratamento AMA tiveram maior consumo de matéria 

seca e aumento na produção de leite corrigido para gordura. 

Estudo com vacas leiteiras demonstrou melhorias da adição de amilase na 

eficiência alimentar de vacas em lactação em dieta com amido reduzido (21% na MS) 

comparado à dieta de amido reduzido sem a adição de amilase quando grão de milho havia 

sido parcialmente substituído por casquinha de soja (Gencoglu et al., 2010). Houve 

aumento na digestibilidade de MS, MO, FDN, e PB para vacas alimentados com a dieta 

reduzida em amido com amilase exógena em relação à dieta de amido normal sem amilase 

(27% na MS) e a dieta controle de amido reduzido sem amilase (22% na MS).  Os autores 
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concluíram que as melhores conversões alimentares das dietas com amido reduzido 

associadas à amilase exógena podem melhorar o desempenho econômico dependendo do 

custo do aditivo. 

 Em estudo semelhante, Ferraretto et al. (2011), trabalharam com dieta de amido 

normal (27% na MS) e com dieta de amido reduzido (22% na MS) em que o grão de milho 

e farelo de soja foram substituídos parcialmente por farelo de trigo e caroço de algodão. A 

dieta de baixo amido foi fornecida com e sem amilase. Foi observado que as vacas 

alimentadas em dieta da baixo amido com adição de amilase reduziram a produção de leite 

em comparação com as vacas alimentadas com a dieta normal (27% na MS) de amido. A 

eficiência alimentar (Kg de leite/ Kg de MS consumida) foi 6% maior para a dieta com 

baixo amido e amilase exógena comparada a de mesmo teor de amido sem amilase. Os 

autores concluíram que a adição de amilase gerou benefício mínimo no estudo. 

Weiss et al. (2011), trabalharam com 48 vacas da raça Holandês avaliando dietas de 

amido reduzido (26% na MS) pela substituição de milho moído grossamente (média de 

tamanho de partícula, 1,42 mm) por silagem de milho com e sem amilase exógena e dietas 

de maior inclusão de amido (31% na MS) sem adição de amilase. Não foi encontrado 

diferenças com o uso de adição de amilase exógena no desempenho dos animais. Contudo, 

coerente com o estudo de Gencolgu et al. (2010), houve aumento da digestibilidade total de 

FDN. 

Nozière e Morgavi (2012) avaliaram o efeito da amilase exógena (proveniente de 

Bacillus licheniformis DSM 21564) na digestibilidade de dietas de baixo e alto teor de 

amido (20% vs 30% na MS) em vacas de leite. Os efeitos do aditivo foram observados 

apenas na digestibilidade ruminal e não na digestibilidade total. A enzima aumentou a 

digestibilidade ruminal (P <0,01) da matéria orgânica e a digestibilidade ruminal do amido 

aumentou de 75% do grupo controle para 81% com adição da enzima, mas a diferença foi 

compensada em ambiente pós ruminal. A enzima reduziu a proporção de acetato e de 

butirato e induziu aumento de propionato. Entretanto, não houve diferença no consumo de 

matéria seca, produção de leite, digestibilidade de fibra e de matéria seca.  

Trabalhos com mistura de enzimas (amilase, xilanase, celulase e protease) 

indicaram aumento de produção de leite, devido ao aumento da ingestão de matéria seca 

(IMS), MO e FDN (Gado et al., 2009). Os autores justificaram o efeito positivo da enzima 

pelo aumento da fermentação ruminal e a síntese de proteína microbiana. Outros 

pesquisadores notaram efeito positivo da mistura de enzimas contendo predominantemente 

amilase na digestibilidade da MS e MO, sem aumento acompanhado na digestibilidade do 

amido (Tricarico et al., 2007).  

A digestibilidade total do amido da maioria dos grãos de cereais varia de 70 a 

100%. No grão de milho varia de 85% (milho moído) a 98,8% (milho grão úmido) (Firkins 

et al., 2001). Portanto, não seria surpresa que a amilase exógena tivesse pequeno efeito na 

digestibilidade total de amido. De fato, a adição de amilase exógena nas dietas de amido 

reduzido não alterou a digestibilidade total do amido. Várias hipóteses foram levantadas: 
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1) a digestibilidade do amido não foi afetada no rúmen ou em sítio pós ruminal (Tricarico 

et al, 2005), 2) a digestibilidade do amido foi aumentada no rúmen (Klingerman et al. de 

2009), mas houve digestão de amido pós ruminal compensatória  resultando em 

digestibilidade total de amido semelhante  (Taylor e Allen, 2005) e 3) a digestibilidade do 

amido foi aumentada no rúmen, mas a fermentação no intestino grosso resultou em 

digestibilidade total de amido semelhante para os dois tratamentos (Firkins de 1997 ). 

Claramente, são necessárias mais pesquisas sobre o modo de ação em relação a efeitos da 

adição dietética de amilase exógena sobre a digestão de nutrientes. 

 

2.2.2 Experimentos in vitro com adição de enzimas exógenas e interação 

microbiana ruminal 

 

         A avaliação da atividade amilolítica das bactérias digestoras de amido, e seus 

produtos de hidrólise, pode dar alguma ideia sobre o potencial modo de ação da amilase 

exógena no rúmen. As bactérias ruminais com a maior capacidade para a fermentação do 

amido são: Ruminobacter amylophilus e Streptococcus bovis, seguido por Prevotella 

ruminicola e alguns Butyrivibrio fibrisolvens como as cepas 49 e A38 ( Cotta, 1988). Estas 

bactérias produzem oligossacarídeos como resultado da degradação da amilose em 

laboratório. Butyrivibrio fibrisolvens 49, Ruminobacter amylophilus H18, Streptococcus 

bovis JB1 e Prevotella ruminicola 23 produzem principalmente maltose pela degradação 

da maltotetraose. Butyrivibrio fibrisolvens A38 também produzem maltopentaose e 

maltohexaose, e Prevotella ruminicola B14 produz maltoheptaose. A exposição 

prolongada à enzima exógena reduziu a quantidade de moléculas maiores e 

simultaneamente aumentou os produtos de oligossacáridos menores a partir da hidrólise de 

amilose. Este padrão de hidrólise é consistente com as enzimas endógenas bacterianas para 

todas as bactérias estudadas, cuja atividade é semelhante a atividade  da alfa amilase. Os 

genes que codificam a alfa amilase bacteriana já foram clonados a partir de Streptococcus 

bovis (Clark et al, 1992; Cotta e Whitehead, 1993) e Butyrivibrio fibrisolvens (Rumbak et 

al, 1991), proporcionando mais credibilidade para essa hipótese. Portanto, é provável que o 

amido no rúmen seja hidrolisado a uma variedade de produtos como glicose e 

maltoheptaose que poderiam ser utilizados como substratos de crescimento por grande 

variedade de microrganismos do rúmen. 

         Recentes estudos realizados por Tricarico et al. (2008) sugerem que suplementação 

de alfa amilase não aumenta necessariamente a digestão ruminal do amido, no entanto 

aumenta a hidrólise de oligossacáridos que podem ser utilizados por bactérias não 

amilolíticas. Uma série de experimentos foram realizados para avaliar os efeitos da 

suplementação de alfa amilase sobre o crescimento de bactérias ruminais em amido. 

Culturas puras de Butyrivibrio fibrisolvens, cepas: D1 , 49 e A38 , Streptococcus bovis S1, 

Megasphaera elsdenii T81 e Selenomonas ruminantium GA192 foram cultivadas 

anaerobicamente a 37°C em meio contendo amido solúvel de batata (1,0g/l) como única 
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fonte de carboidrato. O tratamento com enzima foi aplicado imediatamente antes da 

inoculação bacteriana por adição de 0,1 ml de solução para proporcionar concentração 

final de 0,06 DU/mL. As culturas controle receberam 0,1 ml de uma solução preparada 

com solúveis fermentativos (veículo enzimático). O crescimento microbiano foi estimado 

em cada cultura por aferição da densidade óptica a 600 nm ao longo do tempo. Cada 

experimento constou de duas ou três repetições por tratamento. Como esperado, 

Streptococcus bovis  S1 e Butyrivibrio fibrisolvens 49 cresceram rapidamente em meio 

contendo amido e alfa amilase e a suplementação não teve nenhum efeito sobre o 

crescimento. O Butyrivibrio fibrisolvens A38 cresceu igualmente bem em maltose e amido 

(Cotta, 1988) e cresceram mais lentamente na presença de alfa amilase complementar neste 

experimento. Por outro lado, Butyrivibrio fibrisolvens D1, Selenomonas ruminantium 

GA192 e Megasphaera elsdenii T81 só cresceram pouco ou nada em meio contendo 

amido. No entanto, estas espécies não amilolíticas cresceram rapidamente quando houve 

adição de amilase em meio contendo amido.  

           Cotta (1992) estudou diferentes estirpes de bactérias ruminais e observou interações 

de alimentação cruzada em ambientes com adição de amido solúvel de batata. Em culturas 

mistas de B. fibrisolvens e S. ruminantium houve maior crescimento de S. ruminantium e 

menor acúmulo de maltoligossacarídeos do que em monoculturas de B. fibrisolvens. 

Observou que culturas de S. ruminantium-B.ruminicola desenvolveram-se bem e não 

houve acúmulo de maltoligossacarídeos no meio. O autor demonstrou também que apesar 

da Selenomonas ruminantium e Megasphaera elsdenii crescerem pouco em amido, ambas 

puderam desenvolver rapidamente em maltodextrinas. De maneira similar, celodextrinas 

produzidas por bactérias celulolíticas foram utilizadas por espécies não celulolíticas 

(Russel, 1985) e xiloligossacarídeos provenientes da hidrólise das xilanas foram utilizadas 

por espécies não xilanolíticas (Cotta, 1993). Estas observações sugerem que os 

mecanismos de alimentação cruzada são característicos do ecossistema ruminal microbiano 

e os microrganismos que utilizam produtos da hidrólise de outras espécies contribuem para 

a fermentação ruminal (Van Soest, 1982).          

          Tricarico et al. (2008) propuseram que a amilase exógena altera essencialmente a 

fermentação por aumentar a liberação de produtos de hidrólise de amido tal como as 

maltodextrinas e oligossacárideos. Acredita-se que o efeito de α-amilase na fermentação 

ruminal é causado por estes produtos da hidrólise que oferecem substratos para organismos 

não-amilolíticos, modificando assim populações bacterianas e produção de AGV. Esta 

cooperação entre microrganismos pode favorecer a microbiota digestora de fibra e por sua 

vez explicar os achados literários de aumento na digestibilidade aparente de FDN. 

 

2.3 Seletividade de Partículas 

 

Apesar do fornecimento da alimentação como mistura em dieta completa, os animais 

selecionam os componentes mais palatáveis da dieta total (TMR) (Leonardi e Armentano, 
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2003;. DeVries et al, 2007), fazendo com que as vacas não consumam a dieta previamente 

equilibrada. Estudo recente com vacas em lactação demonstrou maior intensidade de 

seleção contra partículas maiores de forragem e seleção a favor de partículas pequenas 

provenientes do concentrado quando oferecido dieta de baixa forragem (DeVries et al., 

2007).  Para vacas em início de lactação, que normalmente recebem dietas com baixa fibra, 

este comportamento de seleção juntamente com o rápido aumento no consumo de matéria 

seca nas semanas posteriores ao parto (Kertz et al., 1991) podem exacerbar o consumo de 

partículas menores e  a recusa de partículas longas e  fisicamente efetivas. O resultado é o 

aumento da produção de AGVs e a redução da capacidade tamponante no rumen (Cook et 

al., 2004; Stone, 2004). Portanto, esta seleção indesejável da dieta pode contribuir 

significativamente para o rápido aumento na severidade e ocorrência de acidose ruminal, 

que tem sido observado em vacas no início de lactação (Penner et al., 2007).  

            Entretanto, tem-se sugerido que, quando dada a oportunidade, os ruminantes podem 

selecionar a dieta para ajudar a promover um ambiente ruminal saudável (Cooper et al., 

1996). Atualmente, as dietas equilibradas para alta produtividade de leite induzem a um 

alto desafio ruminal, e podem provocar episódios de acidose ruminal subaguda, que é 

caracterizada por repetidos momentos de pH ruminal entre 5,2 e 5,6 (Cooper e 

Klopfenstein, 1996). Os efeitos da acidose subaguda são vastos e diversos; variando de 

decréscimo no consumo de matéria seca (Britton e Stock, 1987; Nocek, 1997), redução da 

eficiência alimentar (Huntington, 1993; Nocek, 1997) até redução da produção de gordura 

do leite (Noceck, 1997) e contribuição para laminite (Nocek, 1997; NRC, 2001).  

             Há crescentes evidências de vacas leiteiras que selecionaram alimentos com alta 

capacidade de tamponamento ruminal em uma tentativa de atenuar os efeitos do baixo pH 

ruminal. Keunen et al. (2002) demonstraram que vacas em lactação com acidose ruminal 

subaguda induzida  aumentaram a preferência por feno de alfafa a alfafa peletizada.  Além 

disso, tem-se demonstrado que as vacas com baixo pH ruminal  selecionaram em favor de 

partículas longas provenientes de forragem (Beauchemin e Yang, 2005; Yang e 

Beauchemin, 2006), possivelmente como tentativa de satisfazer as necessidades de fibra 

fisicamente efetiva. Infelizmente, até o momento, não há nenhuma evidência para sugerir 

em que intensidade as vacas em lactação podem selecionar a dieta para atenuar a acidose e 

até que ponto ela pode ser influenciada pela gravidade da condição desta. 
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3. Material e métodos 

3.1. Local, período e fatores climáticos 

 

O experimento foi realizado no Better nature research center, em Ijaci, MG (832m 

altitude, 21:10:13 de latitude sul, 44:55:31 longitude oeste).  A temperatura e umidade das 

instalações foi mensurada a cada 30min por termômetro digital (EasyLog®. Lascar 

Electronics Inc., Erie, EUA) para cálculo do Índice de Temperatura e Umidade (ITU). Os 

termômetros foram colocados no centro do galpão a três metros do piso. A fórmula de ITU 

utilizada foi a de Yousef (1985): ITU = T + 0,36 x DP + 41,2. Quando: T é a temperatura 

expressa em graus Celsius e DP é a temperatura de orvalho (Dew Point), também expressa 

em graus Celsius. Os Índices de temperatura e umidade (ITU) no interior do galpão ao 

decorrer do dia encontram-se na figura 1.  

 
Figura 1: Índice de temperatura e umidade (ITU) no interior do galpão ao decorrer do dia 

3.2. Animais e delineamento experimental 

 

Vinte oito vacas Holandesas, 4 primíparas e 24 multíparas, com peso médio de 637±54 

Kg, produção média de 33,1±4,4 Kg  e 171±80 dias em lactação (DEL) no início do 

experimento, receberam a mesma dieta durante um período de padronização de duas 

semanas.  Nos dias 11 a 14 da padronização, o consumo de matéria seca (CMS), a 

produção de leite e de sólidos, o peso vivo e a condição corporal foram mensurados e 

utilizados como covariável no modelo de análise estatística. As vacas formaram blocos de 
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dois animais de acordo com a ordem de parto e produção de leite e foram aleatoriamente 

alocadas a um tratamento por 70 dias do período de comparação em delineamento de 

blocos ao acaso ajustado para covariável e com estrutura de medidas repetidas no tempo.  

3.3. Dietas experimentais e Manejo dos animais 

 

    As dietas experimentais (Tabela 1) foram: Controle, sem adição da enzima e 

Enzima, com adição de amilase exógena (DSM Nutritional Products, Basel, Switzerland; 

Novozymes, Bagsvaerd, Denmark). A enzima utilizada foi uma preparação de alfa-amilase 

produzida por uma estirpe geneticamente modificada do Bacillus licheniformis (DSM 

21564). 

            As vacas foram alimentadas individualmente em confinamento total do tipo tie stall  

com camas de areia e foram ordenhadas três vezes por dia, as 5:00, 13:00 e 20:00h. A 

mistura e oferta dos ingredientes dietéticos foram realizados duas vezes ao dia para 

fornecimento da dieta total (TMR) às 6:00 e 14:00 h em quantidade suficiente para prover 

pelo menos 10% do oferecido como sobra diária. A proporção dietética das silagens foi 

ajustada semanalmente de acordo com variação no teor de MS, determinado por secagem 

por 60min em aparelho Koster (Koster Moisture Tester, Medina, EUA). A amilase 

exógena foi misturada manualmente ao milho grão reidratado e moído no momento do 

fornecimento da dieta. Posteriormente a mistura de milho e amilase foi adicionada para 

mistura em vagão de ração total com rosca vertical (Unimix 1200. Casale Equipamentos 

Ltda, São Carlos, SP) para atingir 0.5g de enzima por kg de matéria seca da dieta (300 

KNU/kg de TMR MS). Uma unidade Kilo Novo (KNU) é a quantidade de enzima que 

libera, numa reação α-amylase/α-glucosidase, 6 μmol de p-nitrofenol por minuto a partir de 

1,86 mM de etilideno-G7-pnitrophenyl-maltoheptaoside a pH 7,0 e 37 °C  (Jung e Vogel, 

2008). 

        Amostras dos ingredientes da dieta e das sobras alimentares foram coletadas 

diariamente e congeladas a -20°C. Ao final da semana foram formadas amostras compostas 

representativas da semana, por mistura de quantidades idênticas de matéria natural das 

amostras diárias. As amostras semanais foram posteriormente direcionadas ao laboratório, 

onde foram pré-secas em estufa ventilada a 55°C por 72 horas e trituradas em moinho do 

tipo Thomas-Willey em peneira com crivos de 1mm. No final do experimento foi feito 

uma amostra composta de todas as semanas de cada vaca proporcional ao consumo do 

animal em cada semana. Esta amostra foi destinada para as análises bromatológicas com 

objetivo de determinar a composição da dieta consumida. As amostras da semana referente 

à digestibilidade (semana 10) foram analisadas separadamente. Uma sub-amostra foi 

destinada para determinação do teor de matéria seca (MS), determinado por desidratação 

em estufa a 105°C por 24h. O extrato etéreo (EE) foi determinado segundo a AOAC 

(1990). A fibra insolúvel em detergente neutro (FDN) foi analisada por um analisador de 

fibra TE–149 (Tecnal Equipamentos Ltda, Piracicaba, SP) com inclusão de sulfito de sódio 
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e amilase. A proteína bruta (PB) foi determinada pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1975). 

As cinzas foram determinadas por meio da incineração das amostras em mufla a 550°C por 

oito horas. O amido foi analisado por química úmida (Hall, 2009). Os carboidratos não 

fibrosos foram calculados pela fórmula: CNF= 100 – (PB+EE+Cinzas+FDN). Amostras do 

milho grão reidratado e moído foram enviadas para o Soil Testing Laboratories 

(Wisconsin, EUA) para análise de concentração de prolamina (Larson and Hoffman, 

2008). O milho grão reidratado teve 2,17% e o milho moído 3,22% de prolamina em 

relação ao total de amido. A composição da dieta em nutrientes e ingredientes está exposta 

na Tabela 1.  

 

Tabela 1: Composição das dietas oferecidas em ingredientes e das consumidas em 

nutrientes de vacas suplementadas (Amilase) ou não (Controle). 

1 Premix Mineral e Vitaminíco – composição: Uréia 15,6%; Óxido de magnésio 10,9%; Bicarbonato de sódio 

23,4%; Sal branco 6,3%; Vacciphós 156+ADE 12,5%;  Calcário Calcítico 23,4%; Farinha de Algas 7,8%.  
2 Distribuição de partículas na Penn State Separator da dieta total.  

  

 Controle Amilase   

         % da MS 

Silagem de milho 39,4 39,4   

Feno de Tifton 7,4 7,4   

Silagem de milho grão reidratado 11,2 11,2   

Milho finamente moído 11,7 11,7   

Farelo de soja 16,8 16,8   

Polpa de citros 11,1 11,1   

Premix
1
 2,5 2,5   

     

Proteína bruta (PB) 17,7 17,7   

Fibra detergente neutro (FDN) 35,5 35,4   

FDN oriunda de forragem 22,4 22,4   

Extrato etéreo (EE) 4,5 4,3   

Cinzas 6,1 6,2   

Carboidratos não fibrosos (CNF) 36,2 36,4   

Amido 32 32,2   

                                                                   % da MN
2
 

 

 

>19mm 6.7±1.8 6.7±1.9   

8-19mm 23.9±4.5 23.7±4.0   

<8mm 69.4±4.3 69.6±4.3   

 
   % da MN 

  

   

Matéria seca                                                                     51,3     51,3   
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3.4. Variáveis analisadas  
 

Amostras de leite foram coletadas de seis ordenhas consecutivas nos dias 6 e 7 de cada 

semana experimental para determinação de teores de proteína, gordura, lactose, sólidos 

totais e nitrogênio uréico (NUL). As amostras foram coletadas em frascos contendo 2-

bromo-2-nitropropano-1-3-diol e foram analisadas no Laboratório Centralizado da 

Associação Paranaense de Criadores de Bovinos da Raça Holandesa (APCBRH, Curitiba, 

PR) por equipamento Bentley 2000 (Bentley 2000. Bentley Instruments Inc., Chaska, MN). 

A secreção diária de energia no leite (EnLeite) foi calculada pela equação (NRC, 2001): 

[(0,0929 x % gordura) + (0,0547 x % de proteína) + (0,0395 x % de lactose)] x kg de leite. 

A produção de leite corrigida para energia foi: Leite E= EnLeite/0,70, assumindo que o 

conteúdo de energia em leite com 3,7% de gordura, 3,2% de proteína e 4,6% de lactose é 

0,70 Mcal/kg. As eficiências alimentares foram: Eficiência 1, pela relação entre a produção 

de leite e o CMS, e a Eficiência 2, pela relação entre Leite E e o CMS. O peso vivo foi 

mensurado a cada 7 dias após a ordenha da manhã e a condição corporal avaliada a cada 14 

dias por três avaliadores independentes por observação visual em escala de 1 a 5, sendo 1 

representativo de magra e 5 de gorda (Wildman et al., 1982). 

No dia 59 foi avaliada a seletividade por partículas alimentares (Leonardi & 

Armentano, 2003). A distribuição de partículas das dietas ofertadas e das sobras por animal 

foram mensuradas pelo separador de partículas da Penn State (Lammers et al., 1996). 

Foram amostradas as dietas ofertadas às 6:00h e 14:00h e as sobras às 13:00h, 19:00h e 

7:00h. O Consumo Predito em cada peneira do separador de partículas foi: % de retenção 

da dieta na peneira x quantidade consumida nos períodos (7:00-13:00; 14:00-19:00; 19:00-

7:00; 14:00-7:00). O Consumo Observado foi: (% de retenção da dieta na peneira x 

quantidade oferecida) – (% de retenção da sobra na peneira x quantidade de sobras). O 

Índice de Seleção (IS) foi: 100 x (Consumo Observado/Consumo Predito). Valores de IS 

menores que 100% representam rejeição, maiores que 100% consumo preferencial, e 

iguais a 100% ausência de seleção. 

As digestibilidades aparentes da MS, da matéria orgânica (MO), da FDN e da MO 

não-FDN no trato digestivo total foram determinadas por coleta total de fezes realizada por 

oito horas ininterruptas nos dias 67 a 69. A coleta de fezes foi iniciada com oito horas de 

atraso a cada novo dia, visando obter uma amostragem representativa das 24 horas do dia, 

sem causar distúrbio no CMS e na produção de leite. As fezes foram continuamente 

congeladas durante a coleta e uma amostra composta formada por vaca. Os compostos 

foram desidratados e os teores de FDN e cinzas mensurados como previamente descrito.  

Simultaneamente à coleta de fezes, foi realizada coleta total de urina para 

mensuração da excreção diária de alantoína, para representar a síntese relativa de proteína 

microbiana no rúmen. Ao volume de urina coletado foi imediatamente adicionado 10% de 
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ácido sulfúrico a 20% e a amostra foi armazenada a 4°C. Uma amostra composta por vaca 

foi formada ao final da coleta. As amostras compostas foram diluídas com solução de 

ácido sulfúrico a 4% na proporção 1:3, urina:solução, e armazendas a -20°C até 

mensuração do teor de alantoína (Chen & Gomes, 1992). 

Simultaneamente à coleta total de fezes e urina, foi avaliada a atividade 

mastigatória por observação visual da atividade bucal a cada cinco minutos. As atividades 

bucais consideradas foram de ingestão de alimento, ingestão de água, ruminação e ócio. O 

tempo de mastigação em min/d foi definido como a soma dos tempos de ingestão e de 

ruminação.  Os tempos de ingestão, ruminação e mastigação por unidade de matéria seca 

consumida foram calculados utilizando o consumo de matéria seca dos dias que foram 

realizados a atividade mastigatória. O tempo da primeira refeição após o fornecimento 

matinal de alimentos (refeição condicionada) foi cronometrado. O número de refeições 

diárias e o CMS por refeição foram calculados.  

 Amostras para determinação de nitrogênio uréico plasmático foram coletadas no 

dia 70, imediatamente antes da primeira alimentação e nos respectivos tempos 1, 2, 3, 6, 9, 

12, 15 e 18 horas após a primeira alimentação. Foram coletadas em tubos vacuolizados 

contendo EDTA e acondicionadas por refrigeração. Posteriormente foram centrifugadas a 

1000 x g por 15 minutos e o plasma congelado a -20°C para posterior determinação do 

nitrogênio uréico plasmático pelo kit de análise laboratorial (Uréia 500, Doles Reagentes e 

Equipamentos para Laboratórios Ltda, Goiânia, Brasil). Neste mesmo dia foram coletadas 

amostras de sangue para determinação da glicose plasmática as 6 e 12 horas após a 

primeira alimentação em tubos vacuolizados contendo fluoreto de sódio + EDTA e 

acondicionados por refrigeração. Posteriormente foram centrifugadas a 1000 x g por 15 

minutos e o plasma congelado a -20 para posterior análise pelo kit laboratorial (Glicose 

Enzimática Líquida, Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratórios Ltda, Goiânia, 

Brasil). 

No dia 71, foram obtidas amostras de fluído ruminal através de sonda flexível oro-

gástrica com auxílio de uma bomba de sucção a vácuo acoplada a um Kitassato. As 

amostras foram obtidas 12,3±0,8h após a alimentação matinal, ao acaso dentro de blocos. 

O pH ruminal foi mensurado imediatamente. O fluído ruminal teve a fermentação inibida 

por congelamento imediato em nitrogênio líquido a -196°C e foi armazenada a -20°C para 

posteriores análises. As concentrações dos AGVs foram determinadas após a centrifugação 

do líquido ruminal em centrífuga Sorvall RC-5B- Refrigerated Superspeed Centrifuge (Du 

Pont Instruments ®) a 5000 r.p.m por 10 minutos e 10°C através de cromatografia gasosa 

em cromatógrafo de fase gasosa marca Shimadzu ® modelo GC – 17ª com autoinjetor 

Shimadzu ® CBM -101, acoplado a um microcomputador com software class-GC 10 

versão 1,61. Os AGVs foram separados por uma coluna Nukol TM capilar de sílica 

fundida (10 m x 0,25 mm x 0,25 mm Film Thickness Supelco, INC., Bellefonte, PA). 
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3.5. Analise Estatística  

 

As variáveis mensuradas ao longo do tempo foram analisadas como medidas 

repetidas pelo procedimento MIXED do SAS (Littel et al., 1996). A estrutura de 

covariância utilizada foi definida pelo critério de informação de Akaike, entre auto 

regressiva de ordem 1, simetria composta e não estruturada. Para variáveis mensuradas ao 

longo do tempo o modelo foi: µ+CV (Covariável efeito contínuo da mesma variável 

medido no final do período de padronização) + bloco (1 a 14) + Tratamento (Controle, 

Rumistar) + erro 1 ( vaca dentro do tratamento) + tempo (dia, semana ou quinzena) + 

Tratamento x dia + erro. As variáveis com valor único durante o período experimental 

foram analisadas por modelo similar, mas sem os efeitos de covariável, tempo e sua 

interação com tratamentos.  A glicose do plasma da semana 10 foi ajustada para 

covariável. Valores de probabilidade abaixo de 0,05 foram considerados como 

significativos, e abaixo de 0,10 como tendência. 

 

 

 

 

4. Resultados e Discussão 
 

A composição das dietas oferecidas e dos nutrientes consumidos está presente na 

tabela 1. As dietas oferecidas foram idênticas em nutrientes entre os tratamentos, pois o 

intuito do presente estudo foi elucidar os efeitos exclusivos da amilase exógena.  Trata-se 

de uma dieta alta em amido (32% na MS), o que diverge da maioria dos trabalhos com 

amilase exógena, que propõe dietas de amido reduzido (21% na MS) com objetivo de 

maximizar seu uso em comparação a dietas com maior inclusão de amido (27% na MS). 

Entretanto, o amido da dieta no presente estudo é em grande parte proveniente de milho 

duro, com maior vitreosidade e maiores teores de prolamina. O milho grão reidratado teve 

2,17% e o milho moído 3,22% de prolamina em relação ao total de amido, o percentual é 

considerado moderado. As menores concentrações de prolamina do milho reidratado 

indicam possível proteólise pela fermentação ocorrida durante o tempo de ensilagem.   

O estudo da efetividade da enzima em milho duro é relevante, pois de acordo com 

Klingerman et al. (2009),  em incubações por 6 horas em fluido ruminal na presença de 

amilase exógena em concentrações crescentes,  foi observado efeito linear da amilase (P < 

0,01) para variedades de milho dentada e duro, mas não para farináceo ( vitreosidade = 0). 

Os resultados sugerem que a eficácia da amilase exógena pode variar dependendo da 

vitreosidade do milho, com maior potencial de uso para variedades com maior 

vitreosidade. 
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  Os animais que receberam o tratamento com amilase exógena tiveram maior 

produção de leite diária com redução no consumo de matéria seca (Figura 2).  O ganho em 

desempenho, com simultânea redução no consumo diário de matéria seca, evidenciou 

melhora na eficiência alimentar dos animais que receberam a enzima, e não houve 

interferência no peso e na condição corporal dos animais (Tabela 2). 

 Outros estudos de inclusão de α-amilase em dietas de amido normal (27% na MS) 

em TMR demonstraram aumentar a produção de leite em vacas em lactação (Tricarico et 

al, 2005; Harrison e Tricarico, 2007; Klingerman et al, 2009). O aumento concomitante no 

consumo de matéria seca foi encontrado no estudo de (Klingerman et al., 2009), mas não 

nos outros (Tricarico et al, 2005; Harrison e Tricarico, 2007).  

A resposta na produção de leite e de CMS foi consistente ao longo do período 

experimental e não houve interação entre tratamento e tempo, evidenciando que a enzima 

não demandou tempo para adaptação bacteriana ou outro aspecto relacionado à possível 

alteração do ambiente ruminal pela microbiota (Figura 2). 
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TABELA 2: Desempenho e consumo de vacas leiteiras suplementadas (Amilase) ou não 

(Controle).  

1Erro padrão das médias. 2P  tratamento, Tempo e tratamento*Tempo. 3Consumo de matéria seca. 4Leite 

corrigido para energia. 5 Escore de condição corporal. 6 Nitrogenio ureico no leite. 

 

O mecanismo de ação das amilases exógenas no potencial de aumentar a produção 

de leite ainda não está claro, Tricarico et al. (2007) postularam  modo de ação  para 

amilase;  que sugere que a produção de oligossacarídeos da amilose e da amilopectina na 

baixa (mas não na alta) inclusão de amilase estimulou mecanismos de alimentação cruzada 

entre algumas bactérias ruminais, beneficiando inclusive bactérias não amilolíticas. O 

mecanismo citado pode ter beneficiado a fermentação ruminal e seria uma explicação 

plausível para o aumento da eficiência alimentar. O aumento da produção de leite pode 

também sugerir um possível direcionamento do sítio de digestão do amido, com possível 

incremento da digestibilidade de amido no rúmen e consequente benefício para a 

população microbiana. Isto foi confirmado em estudo de Nozière e Morgavi (2012), no 

qual a digestão de amido no rúmen foi aumentada (P <0,05) nas vacas canuladas no rúmen 

e no duodenal proximal.  A queda no CMS pode estar relacionada com o aumento do 

 Controle Amilase EPM¹ Ptrat² Ptempo²
 

Ptrat*tempo² 

    

CMS
3
, kg/d

 
20,7 19,7 0,16 <0,01 <0,01 0,88 

       

Leite, kg/d 32,3 33,0 0,18 0,02 <0,01 0,91 

LCE
4
, kg/d 31,0 31,5 0,24 0,26 <0,01 0,96 

       

Gordura, kg/d 1,11 1,10 0,01 0,66 <0,01 0,97 

Proteína, kg/d 1,01 1,02 0,01 0,35 <0,01 0,94 

Lactose, kg/d 1,49 1,53 0,01 0,01 <0,01 0,93 

Sólidos, kg/d 3,91 3,99 0,03 0,07 <0,01 0,95 

    

Gordura, % 3,49 3,38 0,08 0,41 <0,01 0,43 

Proteína, % 3,20 3,16 0,03 0,40 <0,01 0,86 

Lactose, % 4,64 4,67 0,01 0,31 <0,01 0,19 

Sólidos, % 12,26 12,19 0,07 0,59 <0,01 0,19 

    

Peso vivo, kg 647 645 11,4 0,90 <0,01 0,17 

ECC
5
, 1a 5 3,45 3,41 0,03 0,44 <0,01 0,12 

    

NUL
6
, mg/dL 15,7 16,0 0,33 0,53 <0,01 0,50 

    

Leite/CMS 1,58 1,70 0,012 <0,01 <0,01 0,91 

LCE/CMS 1,52 1,63 0,013 <0,01 <0,01 0,93 
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propionato ruminal, que teria a capacidade de deprimir consumo (Oba e Allen, 2003), 

entretanto, não houve diferença na concentração deste AGV entre os tratamentos no 

presente estudo (tabela 3).  

É postulado que aditivos alimentares como inoculantes para silagens, probióticos, 

enzimas e ionóforos podem aumentar a eficiência alimentar de vacas em lactação (Casper, 

2008). No presente estudo a eficiência alimentar (LCE/CMS) foi de 1,52 e 1,63 para a 

dieta controle e com adição de enzima respectivamente. A maior eficiência dos animais 

que receberam a enzima (P<0,01), provavelmente foi relacionada com a melhora na 

digestibilidade de MS no rúmen, que é um dos principais fatores que interferem na 

eficiência alimentar (Linn et al., 2007 e 2009; Casper, 2008). Dois estudos, Klingerman et 

al. (2009) e Gencoglu et al. (2010) relataram aumento na eficiência alimentar. Gencoglu et 

al. (2010), comparando  dietas reduzidas em amido com e sem adição de amilase exógena 

observaram menor consumo de matéria seca e melhor digestibilidade aparente dos 

nutrientes para as dietas com adição de amilase (exceto para o amido que foi similar). 

Klingerman et al. (2009)  observaram  que amilase exógena  na dosagem  baixa, mas não 

na alta em dieta normal de amido  aumentou a produção de leite  e leite corrigido para 

gordura a 3,5% e não houve  aumento no consumo de matéria seca quando comparado a 

dieta controle normal em amido  sem adição de amilase. Entretanto, a comparação de 

resultados nos diferentes estudos, é duvidosa devido ao uso de enzimas provenientes de 

diferentes microrganismos, condições experimentais, definição de unidades e composição 

de dietas. 

 

 

 
  Figura 2: Produção de leite e consumo de matéria seca (CMS) de vacas leiteiras 

suplementadas (Amilase) ou não (Controle).  
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Na composição do leite, o único componente alterado pelo tratamento foi a lactose, 

com maior produção em quilos dia (Tabela 2). A enzima induziu aumento da síntese de 

lactose do leite, coerente com a tendência estatística de aumento da glicose plasmática 

(Tabela 4) nas vacas que receberam amilase. A quantidade de lactose secretada no leite é 

geralmente equivalente a uma quantidade similar (em base molar) a quantidade de glicose 

secretada no plasma (Kronfeld. 1982).  

 A enzima não induziu diferença na produção de gordura do leite (Tabela 2). 

Adição de amilase exógena não alterou a produção de gordura no leite nos estudos de 

Tricarico et al. (2005), Harrison e Tricarico (2007), e Klingerman et al. (2009), sugerindo 

que a  possível atividade da enzima na fermentação ruminal não interferiu na síntese de 

gordura na glândula mamária. A possibilidade de maior taxa de fermentação ruminal de 

amido induzida pela enzima provavelmente não foi capaz de reduzir o pH do fluido 

ruminal e não houve o consequente acúmulo de intermediários da bio-hidrogenação de 

ácidos graxos de cadeia longa capazes de inibir a expressão gênica na síntese de gordura da 

glândula mamária (Bauman e Griinari, 2003). 

O percentual de proteína do leite também não foi alterado pelo tratamento (Tabela 

2). A possível maior disponibilidade de carboidrato fermentável no rúmen para a dieta com 

enzima parece não ter influenciado a síntese de proteína no leite. Gencoglu et al. (2010) 

observaram maior porcentagem de proteína no leite em dietas de amido reduzido com 

adição de amilase (3,06 versus 2,99%; P<0,10) do que em dietas de amido reduzido sem 

adição de amilase. Os autores atribuíram o aumento de proteína a uma melhor 

digestibilidade de amido no rúmen provocada pela enzima, aumentando a produção de 

proteína microbiana (NRC, 2001). Como contraponto, a adição de amilase exógena em 

dietas normais em amido não alterou o conteúdo de proteína no leite nos estudos de 

Tricarico et al. (2005), Harrison e Tricarico (2007), e Klingerman et al. (2009). 

O NUL foi de 15,7 e 16,0 mg/dL para as dietas controle e enzima respectivamente. 

Os valores foram muito próximos e não houve diferença estatística. Avaliando-se o NUP, 

que foi menor para os animais na dieta enzima (P=0,05), seria esperado também menor 

NUL, pois as concentrações de ureia no sangue estão altamente relacionadas com as 

concentrações de NUL (Bucholtz et al., 2007). Menores concentrações de NUP 

caracterizam dietas com maior disponibilidade energética no rúmen com uso mais eficiente 

do nitrogênio proveniente da degradação ruminal e consequente menor absorção de amônia 

(Sutton et al., 1987). Segundo Grant et al. (2007), o valor médio de NUL em um rebanho 

leiteiro deve estar entre 12-16mg/dL. Apesar de não ter havido diferença entre os 

tratamentos, os valores de NUL foram próximos ao limite do recomendado, sugerindo que 

a alta inclusão de amido não melhorou a eficiência do uso do nitrogênio. Possivelmente 

porque a degradação ruminal de amido ainda poderia ser melhorada ou por excesso de 

proteína degradável no rúmen. 
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Não houve diferença na concentração de ácidos graxos voláteis (AGV) e na relação 

acetato/propionato no líquido ruminal das vacas suplementadas ou não com amilase na 

dieta. O achado poderia explicar diferenças no consumo de matéria seca ou na produção de 

leite entre os tratamentos (Tabela 3). O efeito hipofágico por infusão de propionato foi 

extensivamente documentado para ruminantes. O propionato pode ser produzido e 

absorvido em taxas muito altas e pode ser captado rapidamente pelo fígado, onde é o 

principal percussor para produção de glicose (Allen, 2000).  Entretanto, apesar da não 

diferença estatística na concentração de propionato, houve tendência (P=0,07) de maior 

produção de glicose plasmática para as vacas que receberam a enzima, e pode ter 

interferido no consumo de matéria seca.  

 

Tabela 3. Perfil da fermentação, pH ruminal e excreção da alantoína urinária de vacas 

leiteiras suplementadas (Amilase) ou não (Controle). 

 
Controle Amilase EPM

1 
Ptrat

2 

   mm/L   

Acetato 66,9 61,7          9,20 0,69 

Propionato 20,5 20,7 1,67 0,94 

Butirato 9,4 10,0          0,77 0,64 

 Mg/dL   

 

Acetato/ 

Propionato 

3,16 3,02          0,24 0,69 

 mmoles/d   

     

Alantoína na 

urina % 

385 402 18,2 0,54 

pH de rúmen 6,45 6,35 0,14 0,63 
1Erro padrão das médias. 2P valores de probabilidade para o efeito de tratamento. 

 

 

De acordo com Klingerman et al. (2009), a melhor digestibilidade ruminal de 

amido proporcionada pela amilase exógena poderia reduzir o pH ruminal  e a proporção 

molar de acetato e conjuntamente aumentar a proporção molar de propionato.  Coerente 

com a afirmação acima, Nozière e Morgavi (2012), em ensaio de digestibilidade com 

animais canulados no rúmen e duodeno proximal observaram que a adição de amilase 

exógena reduziu a proporção de acetato e butirato e aumentou a de propionato, 

particulamente nas dietas de alto amido com adição de amilase, quando houve tendência 

para o aumento da concentração de AGV`s no rúmen. É importante ressaltar que neste 

ensaio de digestibilidade a amilase exógena utilizada foi a mesma utilizada no presente 

estudo (proveniente do Bacillus licheniformis DSM 21564). 
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Entretanto há resultados controversos. Tricarico et al. (2007), em revisão de 

literatura sobre suplementação de alfa-amilase proveniente de extratos de Aspergillus 

oryzae, observaram aumento na proporção molar  ruminal de acetato e butirato e 

decréscimo na proporção de propionato em novilhos, vacas em lactação e em culturas 

contínuas ruminais. Os achados antagônicos podem ter sido causados pelos diferentes 

aditivos utilizados e as diferenças naturais entre ensaios.  

O pH ruminal para os tratamentos estão apresentados na tabela 3. Não houve 

diferença estatística. Contudo, relacionando as menores concentrações de NUP e maiores 

concentrações de glicose sanguínea, pode-se sugerir alteração na fermentação ruminal 

provocada pela enzima, sem promover queda no pH ruminal, pelo menos no momento da 

coleta do fluido ruminal. As amostras aqui obtidas represenataram o fluido ruminal 

amostrado em apenas um momento do dia (12,3±0,8h após alimentação matinal), o que 

reduz a possibilidade de encontrar diferenças entre os tratamentos, comparativamente a 

amostras de fluido obtidas ao longo do dia (Erasmus et al., 1992; Bach et al., 2007). 

 

Tabela 4. Nitrogênio uréico no plasma (NUP) e glicose plasmática 12 horas após 

alimentação de vacas leiteiras suplementadas (Amilase) ou não (Controle). 

1Erro padrão da média. 2P valores para tratamento, Tempo após alimentação e Tratamento*Tempo 

 

Observou-se diminuição de nitrogênio ureico no plasma consistente ao longo do dia 

(figura 3) para a dieta com adição de enzima, o que sugere aumento da degradação de 

matéria orgânica no rúmen (Tabela 4). A melhor digestibilidade no rúmen, pode ter 

provocado queda no teor de nitrogênio uréico no plasma, em razão da menor perda de N-

amoniacal, decorrente da maior produção da proteína microbiana pela maior viabilidade de 

carboidrato fermentável no rumen (Hristov et al, 2004). A concentração de nitrogenio 

ureico no plasma em ruminantes está diretamente relacionada com o consumo e eficiencia 

de utilização de proteína da dieta, amônia ruminal e NUL (Hammond, 1997). Estudos 

propõem que valores ideais devem se situar entre 10 e 17 mg/dl, e concentrações de 

nitrogenio ureico no plasma superiores a 18,7 mg/dl, podem provocar efeitos deletérios na 

reprodução de vacas leiteiras (Butler et al., 1996). O achado sugere que houve eficiência 

satisfatória na utilização de proteína degradável no rúmen e disponibilidade adequada de 

energia fermentável da dieta no presente estudo  

Houve tendência (P=0,07) para maior concentração de glicose plasmática para os 

animais que receberam a enzima (Tabela 4). A maior concentração de glicose plasmática 

sugere novamente possível interferencia da amilase na fermentação ruminal. Estudos com 

 Controle Amilase EPM
1 

Ptrat
2 

Ptempo
2 

Ptrat*Tempo
2 

    

NUP, mg/dL 14,7 13,6 0,36 0,05 <0,01 0,26 
Glicose, mg/dL 59,3 68,6 3,16 0,07   
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isotopos demonstraram que o propionato advindo da fermentação ruminal fornece de 43 a 

67% do carbono utilizado para síntese de glicose no fígado e que o lactato fornece até 12% 

(Huntington et al., 1981; Veenhuizen et al., 1988; Amaral et al., 1990). Portanto poderia-se 

especular que a maior produção de propionato seria o responsável pelas maiores 

concentrações de glicose plasmática. Entretanto não foi observada diferença estatística 

entre os tratamentos na produção de AGV, provavelmente porque as amostras 

representaram o fluido ruminal amostrado em apenas um momento do dia. 

 

 

Figura 3: Concentração de nitrogênio uréico no plasma (NUP) de vacas leiteiras 

suplementadas (Amilase) ou não (Controle). 

 

A digestibilidade total de amido foi de 96,1% e 96,4% para controle e enzima 

respectivamente (Tabela 5). Os valores foram muito próximos e não houve diferença 

(P=0,41). A digestibilidade de amido em vacas em lactação em um grande experimento 

usando dietas baseadas em milho finamente moído foi em média 90,8% (Weiss et al., 

2009) e, em revisão,  Firkins et al. (2001) relataram digestibilidade do amido média de 

90,6% para uma ampla gama de  dietas de vacas em lactação. Portanto, pode-se considerar 

que a digestibilidade de amido no presente estudo foi alta, inclusive na dieta controle, e 

pode ter prejudicado o achado de resultados mais pronunciados.   

A digestibilidade total de matéria seca, orgânica e de matéria orgânica não fibrosa, 

não foram alteradas pela adição da enzima (Tabela 5). Também não houve diferença na 

digestibilidade de FDN, apesar de estudos prévios com adição de alfa amilase reportarem 

aumento na digestibilidade de FDN (Klingerman et al., 2009; Gencoglu et al., 2010 e 

Weiss et al, 2011) . Os autores argumentaram que a atividade da enzima na liberação de 

oligossacarídeos e açúcares do amido foi capaz de beneficar a alimentação cruzada da 

microbiota ruminal com potencial benefício na digestibilidade de fibra (Cotta, 1992; 

Tricarico et al., 2008), fato não demonstrado no presente estudo. 
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Tabela 5. Digestibilidade aparente dos nutrientes no trato digestivo total de vacas leiteiras 

suplementadas (Amilase) ou não (Controle). 

 
Controle Amilase EPM

1 
Ptrat

2
 

DMS
3
, % 69,4 70,3 0,79 0,46 

DMO
4
, % 70,9 71,5 0,72 0,58 

DFDN
5
, % 44,3 44,4 2,07 0,98 

DMOnFDN
6
, % 87,8 88,7 0,98 0,53 

D amido
7
, % 96,1 96,4 0,19 0,41 

1EPM=Erro padrão da média. 2 Valores de P para tratamento. 3DMS=Digestibilidade de matéria seca. 
4DMO= Digestibilidade de matéria orgânica. 5DFDN= Digestibilidade de fibra detergente neutro. 6 

DMOnFDN=digestibilidade de materia orgânica não-FDN. 7Digestibilidade de amido.  

 

 Os achados de NUP, de concentração de glicose no sangue e o menor tempo de 

ingestão para os animais da dieta enzima sugerem melhora na digestibilidade ruminal 

(Tabela 4). Entretanto, a digestibilidade aparente total dos nutrientes não foi sensível à 

enzima (Tabela 5), sugerindo que a digestibilidade no intestino delgado ou possível 

fermentação no intestino grosso (Taylor e Allen, 2005; Firkins, 1997) compensou a 

diferença de digestibilidade no rúmen. Em vários estudos com amilase a digestibilidade 

total de amido não foi alterada, podendo-se sugerir melhora na eficiência e não exatamente 

melhor digestibilidade total de amido como atuação da enzima (Tricarico et al. 2007).  
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Tabela 6.  Padrão de ingestão, ruminação e seletividade de partículas  das vacas leiteiras 

suplementadas (Amilase) ou não (Controle).   

 
Controle Amilase EPM

1
 Ptrat

2
 

Ingestão, min/d 347 291 22,4 0,11 

Ruminação, min/d 433 408 21,1 0,41 

Mastigação, min/d 780 699 26,3 0,05 

     

Ingestão, min/kg CMS 16,8 15,2 1,24 0,40 

Ruminação, min/kg CMS 20,6 21,7 1,43 0,58 

Mastigação, min/kg CMS 37,4 37,0 2,01 0,89 

     

Refeições por dia 11,5 9,7 0,53 0,03 

     

 Primeira refeição, min 43,5 39,0 3,87 0,54 

     

CMS 7:00h – 13:00h, %  

diária CMS 
34,7 37,2 1,98 0,40 

DMI 13:00h – 19:00h, % 

diária CMS 
41,7 39,0 1,62 0,28 

DMI 19:00h – 7:00h, % 

diária CMS 
23,6 23,8 2,11 0,95 

     

Seletividade 7:00h – 13:00h     

>19mm 117 155 8,4 <0,01 

8-19mm 110 97 8,1 0,28 

<8mm 96 94 2,4 0,57 

     

Seletividade 13:00h- 19:00h     

>19mm 143 125 9,6 0,22 

8-19mm 107 107 4,4 0,98 

<8mm 92 96 2,1 0,22 

     

Seletividade 19:00h – 7:00h     

>19mm 91 129 6,9 <0,01 

8-19mm 85 97 3,4 0,02 

<8mm 104 97 1,3 <0,01 
1Erro padrão da média. 2 Valores de probabilidade  para efeito de tratamento 

 

No comportamento ingestivo (Tabela 6), a amilase diminuiu o tempo de mastigação 

por dia, como resultado da tendência estatística de queda do tempo de ingestão. Ocorreu 

também redução no número de refeições por dia pelas vacas que receberam a enzima, de 
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forma consistente com a diminuição observada no CMS (Tabela5). É postulado que a 

redução da concentração de propionato ruminal (Allen, 1997) pode aumentar o tamanho 

das refeições com consequente aumento do CMS (Allen et al., 2009), o que justificaria  o 

maior consumo dos animais na dieta controle. Não foi observado diferença na 

concentração de propionato, mas a menor concentração de glicose plasmática nos animais 

da dieta controle sugere menores proporções de propionato como discutido anteriormente. 

 Não houve diferença no tempo de ruminação, mesmo com a seleção em favor de 

partículas maiores pelas vacas da dieta enzima, provavelmente pelo menor consumo 

matéria seca. O achado foi coerente com o estudo de Gencoglu et al. (2010), que 

observaram redução no CMS de vacas que receberam amilase exógena em dieta de amido 

reduzido (21% na MS) em comparação a dietas com mesmo teor de amido  sem adição de 

amilase e dietas normais (27% na MS) em amido  sem adição de amilase. Rojo et  al., 

(2005), também observaram redução linear no CMS em experimento com cordeiros que 

consumiram dieta a base de sorgo com adição crescente de enzima.  

Na avaliação do consumo particionado, surpreendentemente, não houve diferença 

na ingestão de matéria seca entre as dietas como seria esperado, pois a diferença no CMS 

foi consistente ao longo do período experimental (Figura 1). O fato ocorrido, pode ser 

atribuído a flutuação natural de consumo diário das vacas ou possível alteração ambiental 

no dia da coleta de dados devido a mudança de rotina. 

Houve efeito de tratamento sobre a seletividade no período matinal, entre 7:00h e 

13:00h. Os animais da dieta enzima selecionaram em favor de partículas maiores (>19mm) 

mais intesnsamente.  No período vespertino, 14:00h e 19:00h, prevaleceu comportamento 

comum entre os dois tratamentos de rejeição de partículas pequenas (<8mm).  Em período 

noturno, entre 19:00h e 7:00h, o  grupo controle selecionou partículas menores, em 

contraste à dieta enzima, que manteve a seleção por partículas grandes.  Foi curioso o fato 

das vacas que receberam amilase selecionarem partículas maiores. Especulativamente, 

poderia ser o resultado do aumento da fermentação ruminal de amido, provavelmente 

aumentando a necessidade de saliva para tamponamento, embora nenhuma resposta foi 

observada no tempo de ruminação, apesar do aumento numérico de ruminação por kg de 

consumo de matéria seca. A seleção em favor de partículas maiores pelos animais que 

receberam a enzima pode estar relacionado com os achados de Beauchemin e Yang, 

(2005), que demonstrararm que vacas com baixo pH ruminal  selecionaram em favor de 

partículas longas provenientes de forragem, possivelmente como tentativa de satisfazer as 

necessidades de fibra fisicamente efetiva. O fato observado corrobora com a concepção de 

que nem sempre as vacas em lactação selecionam partículas menores provenientes do 

concentrado e, pelo contrário, podem selecionar para promover equilíbrio do pH ruminal, 

aumentando o consumo de partículas capazes de estimular a ruminação. 
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5. Conclusões  
 

A adição de amilase exógena em dieta com 32% de amido na matéria seca foi capaz de 

aumentar a produção de leite e reduzir o consumo de matéria seca de vacas leiteiras, 

aumentando a eficiência alimentar. 

As menores concentrações de nitrogênio ureico no plasma sugerem que a enzima 

aumentou a degradação de amido no rúmen sem afetar a digestibilidade total dos 

nutrientes. 

A maior fermentabilidade ruminal provocada pela amilase induziu seletividade em favor 

de partículas longas. 
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