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RESUMO

SILVA, Céssio José da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de
2012. Processamento de graos de milho para uso na aliment acéo de
vacas leiteiras. Orientador: José Carlos Pereira. Coorientadores: Ricardo
Augusto Mendonca Vieira e Marcelo Teixeira Rodrigues.

Objetivou-se com este trabalho avaliar reconstituicdo da umidade associada
a moagem grosseira do grao de milho sobre o desempenho produtivo e os
parametros metabdlicos de vacas de leite. O experimento foi realizado no
setor de Bovinocultura de Leite do DZO/UFV. Foram utilizadas 6 vacas da
raca Holandesa com 600 kg de peso corporal médio e producéo diaria 30 kg
de leite/dia (305 kg), distribuidas em dois quadrados latinos 3 x 3. As dietas
foram isonitrogenadas, com 18% de proteina bruta, com base na matéria
seca (MS) variando o tipo de processamento do milho: milho reconstituido
depois da moagem a 5 mm (MRD); milho reconstituido antes da moagem a
5 mm (MRA) e milho duro moido a 1 mm (MMF). Foram avaliadas as
seguintes varidveis: consumo de matéria seca e nutrientes; producdo de
leite; parametros ruminais de pH, e acidos graxos volateis (propionato,
acetato, butirato); composicéo do leite (gordura, proteina, lactose e perfil de
acidos graxos); digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes; amido fecal;
estimativa da sintese microbiana ruminal. Em laboratorio, foram realizados
0S ensaios de degradabilidade “in vitro” das fracdes dos carboidratos dos
alimentos utilizados, avaliacdo da atividade da enzima a-amilase,
microscopia eletrénica de varredura para os graos de milho processados e
avaliacdo da granulometria. Os dados coletados foram analisados segundo o
procedimento MIXED do programa estatistico “Statistical Analyses System”
(SAS, 2007). O MRA apresentou maior numero de particulas com tamanho
acima de 1,19 mm devido ao fato da reconstituicAo ocorrer antes do
processo de moagem, o0 que favorece a liberagcdo da maior parte do
pericarpo aderido ao grédo de milho. Microscopicamente, os granulos de
amido ndo apresentaram grandes diferencas com relacdo a sua estrutura
sendo que algumas alteracbes observadas nas imagens de microscopia
eletrbnica de varredura foram devidas a preparacdo das amostras para

visualizac@o. N&o se verificou diferengas com relacédo a quantidade de amido



liberado ao longo do tempo sob a acdo da enzima a-amilase (Novozymes,
Termamyl 2x). A utilizagdo do MRA e do MRD né&o altera o consumo de MS.
O MMF tende a promover maior consumo de carboidratos néo fibrosos
(CNF) e amido (AM) em porcentagem dos carboidratos totais (CHOT),
porém apresenta menores valores de digestibilidade da fibra. Entre os
tratamentos verificou-se aumento na digestibilidade da MS para o MMF e
MRD, sendo que as dietas contendo MRA e MRD causaram maior variacao
no consumo de FDNcp, CNF e AM, sendo o consumo de AM mais estavel e
constante nas dietas com MMF. Os processamentos estudados também néo
melhoraram a producgdo, a composicdo centesimal e o perfil de &cidos
graxos do leite em relacdo ao tratamento convencional, neste caso o0 MMF.
O uso do MRD e MRA promoveu maior perda de amido nas fezes, porém
nao ocorreram alteracdes na digestibilidade do amido. A velocidade de
degradacdo das fracdes A+B; para o MRA foi em média 30% superior ao
MMF, indicando que provavelmente a umidade das particulas reconstituidas
e a auséncia do pericarpo favoreceu a atividade enzimatica microbiana. As
concentragcdes de &cido acético, propibnico e butirico ndo variaram com 0s
processamentos utilizados, sendo que a dieta contendo MMF promoveu
menor variagdo no pH ruminal entre os periodos experimentais. Em geral o
MMF apresentou uma menor variagdo de resultados para consumo e
digestibilidade entre periodos, indicando que a moagem mais uniforme e a
superficie especifica dos grdos sao fatores importantes para evitar
flutuacbes no metabolismo ruminal. Apesar de causar grandes alteracfes
fisicas macroscopicas e também microscopicas na estrutura dos gréos de
milho, a reconstituicdo antes ou depois da moagem a 5 mm ndo promove
melhorias no desempenho e nos parametros digestivos avaliados em vacas

de leite.



ABSTRACT

SILVA, Cassio José da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, march,
2012. Processing of corn grain for use in feeding of dair y cows. Advisor:
José Carlos Pereira. Co-advisors: Ricardo Augusto Mendonga Vieira and
Marcelo Teixeira Rodrigues.

The objective of this study was to evaluate the reconstitution of moisture
associated to coarse grinding of the corn grain on the productive
performance and metabolic parameters of dairy cows. The experiment was
carried out in the Dairy Cattle Rearing Sector of the Department of Animal
Science of UFV. A total of six cows of the Holstein breed, of 600 kg average
body weight and production of 30 kg milk/day (30+5 kg) were distributed in
two 3 x 3 Latin squares. Diets were isonitrogenous, with 18% crude protein,
on a dry matter (DM) basis, by varying the type of corn processing: corn
reconstituted after grinding to 5 mm (CRA); corn reconstituted before grinding
to 5 mm (CRB) and corn finely ground to 1 mm (CFG). The following
variables were evaluated: dry matter and nutrient intake; milk yield; rumen
parameters of pH, propionate, acetate, butyrate and lactate; milk composition
(fat, protein, lactose and the fatty acid profile); dry matter and nutrient
digestibility; fecal starch; and estimate of rumen microbial synthesis. “In vitro”
degradability assays of the fractions of carbohydrates from the feedstuffs
utilized, evaluation of the a-amylase enzyme activity, scanning electron
microscopy for the processed corn grains and granulometry evaluation were
carried out in laboratory. The data collected were analyzed according to the
MIXED feature of the statistical software “Statistical Analysis System” (SAS,
2007). The flint corn grain reconstituted and ground to 5 mm presented
greater number of particle of size above 1.19 mm because reconstitution
occurred before the grinding process, which fosters the release of the biggest
part of the pericarp attached to the corn grain. Microscopically, the starch
granules do not present big differences as for their structure; some
alterations seen on the scanning electron microscopy are due to preparation
of the samples for visualization. No differences concerning the amount of
starch released over time with the action of enzyme a-amylase (Novozymes,

Termamyl 2x) were verified. The utilization of CRB and CRA does not alter

Xi



the DM intake. The flint corn ground to 1 mm tends to promote greater non-
fiborous carbohydrates (NFC) and starch intake in percentage of TCHO;
however, it presents lower fiber digestibility values. Among the treatments,
increase in the DM digestibility was verified for CFG and CRA,; diets
containing CRB and CRA caused greater variation in the intake of NDFap,
NFC and starch, but and the starch intake was more linear and constant in
diets with CFG. The processing options studied also did not improve
production, centesimal composition or the fatty acid profile of milk in
comparison with the standard treatment (CFG). The use of CRA and CRB
promoted higher loss of starch in the feces; however, there were no big
alterations in starch digestibility. The degradation speed of fractions A+B; for
CRB was, on average, 30% superior to CFG, which indicates that, probably,
the moisture of reconstituted particles and the absence of pericarp fostered
microbial enzyme activity. Concentrations of acetic, propionic and butyric
acid did not vary with the processing methods utilized; the diet containing
CFG promoted lower variation in the rumen pH in the experimental periods.
Overall, CFG presented smaller variation of results for intake and digestibility
over the periods, which indicates that the most uniform grinding and the
specific surface of the diet are important factors for less fluctuation in rumen
metabolism. In spite of causing great macroscopical and also microscopical
physical alterations in the structure of corn grains, reconstitutions before and
after grinding to 5 mm do not promote improvement in performance or

digestibility parameters assessed in dairy cows.
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1. INTRODUCAO GERAL

Um grande numero de métodos de processamento de grdos para
ruminantes tem sido investigados, resultando em varias revisdes sobre o
assunto (HUNTINGTON, 1997; OWENS et al., 1997; THEURER et al., 1999;
ZINN et al., 2002). Hale (1973) relaciona 18 diferentes métodos de
processamento e conclui que o processamento apropriado leva a utilizacéo
mais eficiente do amido nos grdos de cereais. Quando grdos de milho
inteiros sao fornecidos, a digestibilidade ruminal do amido é reduzida
(NICHOLSON et al., 1971; MACLEOD et al., 1972; AHMED et al., 1973;.
HALE, 1973; WILSON et al., 1973;. BROADBENT, 1976), mas as opinides
divergem quanto ao grau de processamento a ser utilizado, como a moagem
por exemplo, o que pode ser explicado em parte pelas diferencas nos graos
de cereais, contudo é consenso que algum processamento € necessario
para melhorar a utilizacdo do amido.

Os graos de milho sao classificados quanto a textura em amilaceo ou
farindceo, dentado, duro ou cristalino; pipoca; doce e ceroso (PAES, 2006).
Nas regides produtoras dos EUA, o milho dentado (textura macia com
endosperma farinaceo) é o mais cultivado, ja no Brasil ocorre o inverso onde
o milho duro € mais cultivado (textura dura com endosperma vitreo). No
endosperma vitreo, 0os granulos de amido sado revestidos por uma densa
matriz de proteina altamente resistente a hidrolise enzimatica, j& no
endosperma farindceo a matriz proteica é delgada e mais susceptivel a
hidrolise enzimatica (PAES, 2006). Desta forma, € importante entender as
diferencas entre estes endospermas, dos efeitos do processamento sobre
estes gréos e das possiveis implicagBes da utilizacdo destes alimentos para
ruminantes.

Trabalhos experimentais mostram que quanto maior a dureza do grao
menor a degradacdo ruminal do amido (PHILIPEAU et al.,, 1999). O
endosperma do grao de milho é composto por 86% de amido e 10% de
proteina, sendo a fracdo protéica que envolve os granulos de amido, no
milho tipo duro uma importante barreira para a acdo microbiana. Assim, a
moagem dos grdos de milho para a alimentacdo dos ruminantes visa a

aumentar a area superficial dos graos para facilitar os processos digestivos,
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sejam eles fermentativos ou enziméticos. No entanto, a moagem excessiva
do milho levaria a extensa producdo de &cidos graxos volateis e queda no
pH ruminal, podendo interferir na digestdo da celulose. Preston (1963)
observou que, quando novilhos foram alimentados exclusivamente com
graos, houve maior incidéncia de acidose e timpanismo quando os graos
eram finamente moidos em relagdo aos grdos quebrados. No entanto, deve
ser feito um tratamento minimo para evitar que quantidade excessiva de
graos nao digeridos seja eliminada nas fezes.

Theurer et al. (1986) afirma que todos os métodos de processamento
de gréos tem como fundamentos a quebra de barreiras que impedem o
acesso dos microrganismos e enzimas aos componentes nutricionais,
localizados no interior do grédo, sendo que se obtém maior sucesso quando
se utiliza calor e umidade, porém métodos de processamento de graos de
milho como tratamento a vapor, floculagdo ou laminagcdo oneram ainda mais
os custos do milho, a principal fonte energética das dietas para ruminantes
no Brasil. Torna-se entdo importante avaliar novas estratégias de
processamento que ndo aumentem os custos da alimenta¢do, como também
melhorem a eficiéncia dos métodos ja rotineiramente utilizados, a exemplo
da moagem.

Um meétodo de processamento simples e de facil execucdo em nivel
de campo consiste na reconstituicdo da umidade do gréo de milho, que pode
ser combinado com a moagem grosseira. Buscando-se informagdes sobre a
combinacdo destes métodos, verifica-se que ha caréncia de informacdes.

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar os
efeitos da reconstituicdo da umidade associada a moagem grosseira dos
graos de milho sobre o consumo, desempenho produtivo e determinados
parametros do metabolismo de carboidratos em vacas leiteiras. Objetivou-se
também avaliar as alteracdes na estrutura dos granulos de amido do milho

processados com esta combinacgéao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas dos granulos de amido

A qualidade do milho é avaliada normalmente por caracteristicas
fisicas, tais como dureza e cor, porcentagem de pericarpo, endosperma e o
gérmen, indice de flutuacdo, densidade e umidade. A composicdo quimica
ou caracteristicas micro estruturais do grdo geralmente ndo sé&o
considerados.

O amido é o componente principal do grédo de milho e consiste em um
polissacarideo nédo estrutural de elevada massa molecular. Os granulos de
amido sdo estruturas complexas, consistindo de macromoléculas de
polissacarideos parcialmente dispostas em conformacfes ordenadas
(hélices duplas e simples) e ligadas entre si para formar grandes estruturas
moleculares. Granulos de amido sédo a reserva de energia mais importante
em plantas superiores. Eles sdo compostos principalmente de amilopectina e
amilose. A sua estrutura consiste de camadas concéntricas alternandas
semicristalina rigida e em camadas macias amorfas.

A amilose consiste em um polimero linear, formado por unidades de
a-D-glicopiranose ligadas em a-(1,4), com poucas ligacdes a-(1,6) (0,1% a
2,2%) (BULEON et al., 1998). Essa molécula possui em média 500-5000
unidades de residuos de glicose (OATES, 1997). A massa molecular é da
ordem de 250.000 Daltons (1500 unidades de glicose), variando entre as
espécies de plantas e dentro de uma mesma espécie. Moléculas de amilose
de cereais normalmente sdo geralmente menores do que de tubérculos e
leguminosas.

J4 a amilopectina é o componente ramificado do amido. Sendo
formada por cadeias de a-D-glicopiranose (17 a 25 unidades) unidos em a-
(1,4), sendo fortemente ramificada, com 4% a 6% das ligacées em a-(1,6). A
massa molecular da amilopectina varia entre 50 e 500 x 10° Daltons
(VANDEPUTTE e DELCOUR, 2004). A amilopectina €, estrutural e
funcionalmente, a mais importante que a amilose, pois sozinha é suficiente
para formar o granulo. Quanto a amilose, sua localizacdo exata dentro do

granulo ainda é indeterminada. Acredita-se que ela esteja localizada entre as
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cadeias da amilopectina e aleatoriamente entremeada entre as regides
amorfas e cristalinas (DENARDIN e SILVA, 2008).

Os granulos de amido sao sintetizados em uma estrutura
semicristalina com morfologia e propriedades caracteristicas dependendo da
origem botéanica, do 6rgdo e da planta. As estruturas internas de granulos de
amido ndo s&o homogéneas e variam com as localizagdes radiais, a partir do
hilo para a periferia. No endosperma vitreo, os granulos de amido séo
densamente compactados dentro de uma matriz de proteina, enquanto que
na regido do endosperma farindceo, os granulos de amido sédo fracamente
associados a matriz proteica.

As moléculas de amilose e amilopectina encontram-se empacotadas e
depositadas dentro das células do endosperma dos grdos na forma de
pequenos granulos, e sdo mantidas unidas através de pontes de hidrogénio
(NOCEK e TAMMINGA, 1991). Devido a grande quantidade de pontes de
hidrogénio inter e intramoléculas de amilose e amilopectina, os granulos
integros apresentam baixa capacidade de absorcdo de agua. Diversos tipos
de processamentos sao aplicados aos graos de cereais com a finalidade de
romper as pontes de hidrogénio dentro dos granulos de amido e melhorar a
sua capacidade de hidratacdo. Dessa forma, o amido torna-se mais
susceptivel a digestdo enzimatica (FLINT e FORSBERG, 1995).

No grédo de milho, o endosperma representa aproximadamente 83%
do peso seco do grao, consistindo principalmente de amido (88%),
organizado na forma de granulos (PAES, 2006). No endosperma estédo
também presentes as proteinas de reserva (8%) do tipo prolaminas,
chamadas zeinas. Essas proteinas formam o0s corpos protéicos que
compdem a matriz que envolve os granulos de amido dentro das células no
endosperma em qualquer cereal. Com base na distribuicdo dos granulos de
amido e da matriz de proteina, o endosperma € classificado em dois tipos:
farinaceo e vitreo (PAES, 2006).

No primeiro, os granulos de amido sao arredondados e estdo
dispersos, ndo havendo matriz protéica circundando essas estruturas, o que
resulta em espacos vagos durante o processo de secagem do grao, a partir
dos espacos onde antes era ocupado pela agua, durante o desenvolvimento

do gréo. Por outro lado, no endosperma vitreo, a matriz protéica é densa,

4



com corpos proteicos estruturados, que circundam os granulos de amido de
formato poligonal, n&o permitindo espagos entre estas estruturas.

No endosperma, especificamente, na camada de aleurona e no
endosperma vitreo, estdo presentes os carotenoides, substancias lipidicas
que conferem a cor aos grdos de milho. Zeaxantina, luteina,
betacriptoxantina, alfa e beta carotenos sdo os principais carotenéides nos
graos de milho.

Cada espécie vegetal produz granulos de amido com determinadas
caracteristicas, como tamanhos, formas e propriedades. Os granulos séo
pseudocristais com areas organizadas (cristalinas), e com outras
relativamente ndo organizadas (amorfas). Segundo Chesson e Forsberg
(1988), a penetracdo de agua e das enzimas € mais rapida nas regides
amorfas dos granulos onde, provavelmente, ocorre o0 inicio da rapida
mobilizacdo de todo o granulo de amido pelas enzimas amiloliticas.

A relacdo amilose:amilopectina influencia a degradabilidade do amido.
Guibot & Mercier (1985) demonstraram que o amido "seroso”, de baixa
amilose, é mais degradavel que o amido de milho comum. A menor
digestibilidade das variedades de alta amilose pode estar relacionada com a
capacidade da amilose de limitar a incubacao e/ou devido a orientacdo das
moléculas de amilose em direcdo ao interior dos cristais de amilopectina,
causando um aumento nas pontes de hidrogénio, o que limitaria o
umedecimento e a hidrolise enzimética. A outra teoria que explica a menor
digestibilidade da amilose reside no fato de que a mesma esta localizada
principalmente na regido amorfa onde € complexada com lipideos (ROONEY
e PFLUGFELDER, 1986).

Outro dos principais fatores que afetam a utilizagdo do amido pelos
animais é a presenca de uma matriz protéica ao redor do granulo de amido,
a qual dificulta a acdo das enzimas digestivas (KOTARSKI et al., 1992). A
presenca dessa matriz protéica € mais significativa nos gréos de sorgo e
milho que nos demais cereais (SNIFFEN et al., 1987). O gréo inteiro, com o
pericarpo intacto, é altamente resistente a digestdo pelos ruminantes, por
nao permitir a adesdo de bactérias (BEAUCHEMIN et al., 1994,
MCALLISTER et al., 1994), assim como por possuir uma matriz protéica

intacta ao redor dos granulos de amido. Visando aumentar a susceptibilidade
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da molécula de amido ao ataque enzimatico no ramen, varias formas de
processamento de graos vém sendo estudadas. Estas alteracbes na
estrutura do granulo de amido aumentam a digestdo amilolitica por parte das
enzimas de microrganismos ruminais. O processamento fisico na presenca
de umidade e vapor quebra a matriz e corpos protéicos, que dificultam a
degradacdo do amido, permitindo uma maior digestdo enzimatica (NOCEK e
TAMMINGA, 1991).

2.2. Processamento de graos de milho

O uso de graos processados na alimentacdo de ruminantes vem
sendo estudado com frequéncia (NOCEK e TAMMINGA, 1991;
HUNTINGTON, 1997; THEURER et al, 1999; FIRKINS et al.,, 2001,
HARMON e MCLEOD, 2001, 2005; OWENS e ZINN, 2005), onde o
processamento visa aumentar a disponibilidade do amido e
consequentemente da energia para o animal, melhorando aspectos de
manejo e performance animal. O processamento aumenta o acesso dos
microrganismos aos granulos de amido pela eliminacdo de barreiras
primarias como o pericarpo e reducdo da infuléncia da matriz proteica que
envolve estes granulos (OWENS et al., 1986).

Existem diversas maneiras de processar os grados e segundo Hale
(1973), os métodos sdo classificados em processamento a seco como
quebra, moagem, tostagem e peletizacédo, e processamentos umidos como
floculacéo, exploséo e cozimento sob presséo.

Durante o processamento, a matriz protéica do endosperma do grao €
rompida, permitindo o acesso mais facil das enzimas microbianas ou
intestinais ao granulo de amido, o que pode ser comprovado em estudos
histolégicos com gréos processados com uso de calor e pressao, que
mostram desorganiza¢do da matriz protéica ao redor dos granulos de amido
(HALE, 1973).

O efeito do método de processamento escolhido sobre o local e
extensdo de digestdo do amido serd determinado pelas condicbes de
processamento (tamanho de particula, extensdo da fermentacdo de gréos
ensilados com alta umidade, tempo de fermentacdo, densidade de



floculacdo e extensdo da gelatinizagcdo), bem como pela variedade ou
hibrido utilizado (OWENS e ZINN, 2005).

A seguir sdo apresentados alguns dos principais métodos de
processamento.

A moagem € o processo pelo qual o grao é reduzido a particulas
menores pelo impacto ou atrito, podendo causar significativas mudancas na
digestibilidade do amido e da proteina. E o método de preparacéo dos gréos
mais comum, simples e barato e € usualmente realizado por meio de um
moinho de martelo, onde o impacto reduz o tamanho da particula do gréo
até que ele passe através de uma peneira (ENSMINGER et al., 1990). Os
fatores que influenciam natureza do alimento moido sdo o tamanho da
peneira, tamanho do moinho, capacidade e velocidade deste moinho, tipo de
gréo e conteudo de umidade do gréo.

A laminacao refere-se ao processo pelo qual o grdo é comprimido em
particulas achatadas pela passagem deste entre rolos. A laminacao pode ser
realizada sem adicdo de agua (laminacéo a seco) ou apds submeter o gréo
ao vapor (laminacao a vapor). Na laminagao a seco ocorre a passagem do
gréo, entre uma série de cilindros de a¢o. O tamanho da particula varia de
muito fina até muito grossa e € influenciado pela pressado dos rolos e do
espaco entre eles, conteudo de umidade do gréo, e taxa de fluxo do gréo
(ENSMINGER et al., 1990). J& na laminacdo a vapor ocorre a exposi¢cédo do
gréo ao vapor por um curto periodo de tempo, geralmente de 1 a 8 minutos,
seguido da laminacéo, sendo que o vapor serve para amolecer a semente. O
conteuddo de umidade do grdo laminado vapor é aumentado em 6%
(ENSMINGER et al, 1990). Pode ocorrer aumento na palatabilidade do gréo,
e aumento na digestilidade (SIMAS, 1997).

A micronizacdo consiste de expor 0s graos de cereais a agao de raios
infravermelhos durante certo tempo que varia entre 25 segundos e 2
minutos, conforme o cereal. Os raios infravermelhos penetram nos gréaos e
produzem uma vibracdo de frequéncia elevada nas moléculas do seu
interior, originando um aquecimento interno muito rapido e uma elevacgéo da
pressdo de vapor de agua; os graos se tornam gelatinosos, se incham e

finalmente estalam, ap0s essa etapa 0s gréos sédo passados entre cilindros



aplastadores, os quais ddo forma estavel de flocos, e na continuacdo séo
refrigerados para reduzir sua temperatura (BENEDI, 1989).

O cozimento € um processamento pela aplicacdo de calor umido.
Observa-se que este processamento, em muitos trabalhos de pesquisa,
diminui a digestibilidade da proteina e aumenta levemente a digestibilidade
do amido e geralmente ndo melhora o desempenho animal. Em geral os
alimentos cozidos ndo melhoram o valor nutritivo para monogastricos,
entretanto o grdo de soja € uma excecdo, pois 0 seu valor aumenta
significativamente (ENSMINGER et al., 1990).

A floculacédo consiste numa modificagdo da laminagdo a vapor, pois
neste processo a aplicacdo de vapor € mais bem monitorada, fazendo com
que a umidade do grao aumente até niveis proximos a 18%. A espessura do
grao floculado é menor (0,9 a 1,1 mm) do que o grédo laminado (1,5 a 2,4
mm) devido aos graos passarem por um segundo par de rolos ajustados
para comprimirem ainda mais os grios. E necessario aproximadamente 12
minutos de vapor para graos de milho e no minimo o dobro de tempo para
graos de sorgo. A temperatura do grao eleva a aproximadamente 100 € no
momento em que entram no primeiro rolo de prensagem, 0 que causa a
gelatinizacéo (hidratacdo e ruptura do complexo molecular) dos granulos de
amido (ENSMINGER et al., 1990). A floculagéo dos gréos causa melhoria na
degradacgéo ruminal e na disponibilidade do amido em relacdo a laminacéo a
seco ou vapor (ENSMINGER et al., 1990). Conforme estes autores, ocorre
aumento da palatabilidade e consumo de matéria seca com o uso do milho
floculado.

Na reconstituicdo, € feita uma adicdo de agua ao grao seco, com 0
intuito de elevar o conteldo de umidade a 25 a 30%, o0 que ocorre num
tempo médio de 24 a 48 horas. A agua é importante no processamento e
preparacado dos graos. Algumas vezes o conteudo de agua de um alimento
pode ser alterado para proporcionar melhorar o armazenamento na forma de
silagem. Quando o grdo maduro que € colhido com um nivel de umidade
normal (10 a 14% de umidade), seguido da adicdo de 4gua até o nivel de
umidade de 25 a 30%, € possivel armazenar o produto em uma estrutura
adequada durante 15 a 21 dias antes do fornecimento aos animais; assim, o

grdo reconstituido envolve processamento que se assemelha a um
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encharcamento o qual resulta em um produto final similar ao grédo com alta
umidade.

A escolha do processamento a se utilizar deve levar em consideracao

as alteracbes no valor nutritivo do grao processado e também o0s custos

envolvidos em aquisicdo de maquindrios, operagdo e manutencao.

2.3. Digestéo ruminal do amido

Devido a sua predominancia numérica e diversidade metabolica, as
bactérias ruminais sdo responsaveis pela maior parte da digestdo do amido
no rumen. Streptococcus bovis, Ruminobacter amylophilus, Prevotella
ruminicola, Butyrivibrio  fibrisolvens,  Succinimonas amylolytica e
Selenomonas Ruminantium sdo bactérias no rumen que digerem o amido
(COTTA, 1988).

Embora o tipo de endosperma (vitreo ou farinaceo) possa ter uma
consideravel influéncia sobre a capacidade de acdo das enzimas amiloliticas
isoladas na digestdo do amido (ZHANG et al., 2006), esta limitagdo de agéo
€ menos acentuada quando granulos de amido isolados estdo sujeitas a
digestdo por um populacdo microbiana mista ramen (MCALLISTER et al.,
1993a; FONDEVILA e DEHORITY, 2001). Isso reflete a diversidade de
amilases produzidas por microrganismos ruminais, bem como a formacéo de
um “consorcio” microbiano que frequentemente é observado sobre a
superficie de granulos de amido. Esse grupo microbiano pode secretar todas
as enzimas necessarias para superar as barreiras digestivas adicionais que
existem na superficie dos granulos de amido, tais como a matriz proteica
gue envolve os granulos de amido.

A digestdo microbiana dos granulos de trigo e cevada inicia-se partir
de um ponto central de fixacdo microbiana na superficie do granulo
(MCALLISTER e CHENG, 1996). Em contraste, com amido do milho, forma-
se um tanel da superficie para o interior dos granulos de amido onde a
digestdo se da de dentro para fora. Como consequéncia, o interior dos
granulos muitas vezes fica vazio, com apenas a camada exterior resultante
(MCALLISTER e CHENG, 1996). Embora existamdiferencas na velocidade

de digestao de diferentes tipos de granulos de amido, o maior impacto sobre

9



se d& pela influéncia de barreiras primarias, tais como a matriz protéica, o
pericarpo e casca. Fungos e protozoarios sao capazes de degradar o amido
sendo que os protozoarios podem ser responsavel por até 50% do amido
digestdo no rumen (JOUANY e USHIDA, 1999). Protozoarios engolfam
grandes quantidades de granulos de amido e causam impacto significativo
digestdo de graos de cereais. Assim, possuem a capacidade de modular pH
(USHIDA et al.,, 1991) como resultado da sua capacidade de engolfar
granulos de amido e de predar bactérias amiloliticas (NAGARAJA et al.,
1992). Uma vez engolfados, os granulos de amido podem levar até 36 h
para ser completamente metabolizado por protozoarios (COLEMAN, 1986).

A inclusdo de altos niveis de concentrado na dieta pode causar o
declinio no numero de protozoarios, um fator que pode agravar o
abaixamento do pH ruminal e aumentar o risco de acidose.

J& os fungos ruminais sdo muitas vezes considerados apenas em
relacdo a digestdo de parede celular de plantas, porém sua contribuicdo
para biomassa biomassa do rimen aumenta quando graos sao incluidos na
dieta (FAICHNEY et al., 1997). Apesar de fungos ruminais ndao serem
verdadeiramente importantes para a digestdo ruminal do amido, muitas
espécies de fungos apresentam atividade amilolitica e a sua capacidade
caracteristica de penetrar através de barreiras primarias € muito importante
para a digestdo do endosperma vitreo e posterior colonizagcdo por bactérias
(MCALLISTER e CHENG, 1996).

Com a colonizacdo pelos microrganismos, inicia-se a hidrolise
enzimatica do amido. Véarias enzimas estao envolvidas na digestdo do amido
e embora haja muitas informacdes sobre as enzimas envolvidas na digestédo
ruminal da parede celular das plantas, existem poucos estudos sobre
enzimas amiloliticas. A maioria destes tém-se centrado na alfa-amilases de
S. bovis (CLARK et al., 1992; COTTA e WHITEHEAD, 1993; SATOH et al.,
1993). Depois que granulos de amido liberam cadeias menores de
polissacarideos, estes sédo rapidamente hidrolisados no fluido ruminal
(CONE, 1991).

Bactérias ruminais preferencialmente colonizam granulos de amido
expostos pelo processamento ou como produtos de digestdo por outros

microrganismos. No grdo de milho, a digestibilidade do amido esta
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negativamente correlacionada com as concentracdes de proteina

(PHILIPPEAU et al.,, 2000) sendo que as relacdes entre vitreosidade do
endosperma e digestdo do amido sao identificados constantemente
(KOTARSKI et al., 1992).

Em sintese, a digestdo de amido ruminal come¢a com a fixacao
bacteriana a superficie da molécula de amido. Os fungos sdo muitas vezes
instrumentos de quebra das camadas exteriores de grdos e permitem o
acesso bacteriano ao interior dos granulos de amido (MCALLISTER et al.,
1994; MENDOZA et al., 1993; VAN SOEST, 1994). Em seguida, diversas
espécies de bactérias comegcam a secretar amilases e outras enzimas
digestivas. Com a hidrélise da molécula de amido ocorre liberacdo das
moléculas de glicose que sdo absorvidos pelas células bacterianas.

Como o aumento na quantidade de amido na dieta, a quantidade de
amido digerido no ramen também aumenta, no entanto, a proporcédo de
amido digerido no rumen, em comparacdo com a digestdo do trato total,
diminui (HUNTINGTON, 1997; RUSSELL et al., 1981b ). A maior parte da
digestdo do amido no rimen ocorre no prazo de cinco horas apés a ingestao
(OWENS, 1988). A passagem do amido do rumen para o intestino depende
dos padrdes de motilidade ruminal, da taxa global de passagem e do
tamanho de particula.

Altos niveis de amido, inicialmente causam um aumento na atividade
microbiana, tanto de bactérias amiloliticas, como celuloliticas. Ha um
aumento rapido na quantidade de AGVs produzidos 0,5 a 4 horas depois da
alimentacdo (VAN SOEST, 1994). Geralmente, com a fermentacdo de
carboidratos oriundos de forragem, ocorre aumento na producao de acetato
de (OWENS, 1988), enquanto que a fermentagcdo de amido produz
predominantemente propionato. Como a quantidade de AGVs produzido
pode exceder a capacidade de absorcdo do animal ou o poder tampao da
saliva produzida, o pH do rumen diminui. Abaixo de pH 6,0, algumas
espécies de bactérias comecam a produzir lactato. Abaixo do pH 5,0-5,5, a
producdo de lactato é aumentada, e producdo de AGVs é reduzida
(OWENS, 1998; SLYTER, 1976). Isto porque o lactato € um acido mais forte
que o AGVs (pKa de 3,8 vs 4,8-4,9), o0 que provoca uma maior queda de pH
em relacdo aos AGVs (VAN SOEST, 1994). Assim, deve-se respeitar 0s
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limites de fermentacdo ruminal através da combinagdo de fatores como
relacdo volumoso:concentrado, nivel de processamento utilizado nos gréos e

tipo de grao utilizado na limentacdo dos ruminantes.

2.4. Reconstituicdo de gréaos de milho

A reconstituicdo consiste no reumedecimento dos grédos de milho até
um determinado teor de umidade desejado. A principio pode parecer um
processo “energeticamente desfavoravel”, desprezando a energia térmica
consumida durante o processo de secagem, porém pode facilitar o acesso
dos microrganismos ruminais ao endosperma e melhorar a digestibilidade do
amido.

A dureza do endosperma estq relacionada com a composicao
quimica, basicamente a composi¢do protéica (albuminas, proteinas soltveis
em agua; globulinas que podem extraidas com solucao salina; com alcool e
agua, as prolaminas). Os granulos de amido dentro das células estéo
envoltos por uma matriz protéica. A densidade da matriz varia com a
localizagcdo da célula no grdo. A matriz € esparsa e fragmentada no
endosperma farinaceo e densa e bem desenvolvida na regiao vitrea.

Na porcao farinacea os granulos de amido estdo mais acessiveis ao
ataque enzimético. A interacdo com a proteina pode reduzir a
susceptibilidade do amido a hidrélise enzimatica, reduzindo a digestibilidade
deste carboidrato, além da presenca do pericarpo. O pericarpo representa,
em meédia, 5% do grao, sendo a estrutura que protege as outras estruturas
do gréo da elevada umidade do ambiente, insetos e microrganismos.

Jobim (1996) afirmou que os grdos de milho, mesmo quando
triturados ou parcialmente quebrados, sao protegidos pelo pericarpo, o qual
€ muito resistente a degradacdo microbiana e digestdo enzimatica no
intestino delgado devido a protecédo pacial pelo pericarpo e a matriz proteica
gue envolve os granulos de amido dificultando o acesso de enzimas
microbianas. Assim acreditamos que reconstituicAo associada a uma
moagem grosseira dos graos de milho podem trazer beneficios no sentido

de facilitar o acesso das enzimas microbianas aos granulos de amido.
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Em outras ocasides especificas, o processo de reconstituicdo pode
apresentar beneficios. Nas propriedades rurais podem ocorrer graves
problemas de infraestrutura e armazenagem local, acarretando em
significativas perdas qualitativas e quantitativas. Esta situacdo pode ser
revertida com o reumedecimento de graos secos e confeccéo de silagem de
gréos umidos obtendo-se um sistema de armazenamento mais duradouro e
seguro da safra, além da disponibilizacdo de um alimento de elevada
qualidade para os animais.

Outro ponto importante associado ao processamento do milho é que o
milho tem participado normalmente com 70 a 80% da composicao total da
racao, sendo este normalmente moido a 1 mm. Estima-se que 3% de toda a
energia consumida no mundo seja gasta para a reducdo do tamanho de
particulas, incluindo minérios e insumos para as industrias quimica,
farmacéutica e alimenticia (TAVARES, 2001). Desse modo, apesar da
moagem proporcionar uma mistura homogénea dos ingredientes, facilitar o
processo de digestdo e melhorar a qualidade final dos produtos, também é
responsavel por uma grande parcela do custo de producédo das racdes.

Healy et al. (1994) estudaram a influéncia da redugéo do tamanho da
particula na produtividade e consumo de energia. Os resultados
demonstraram que a energia elétrica gasta para a moagem do grao de milho
a 900 mm foi de 5,3 kWh/t, com uma produgéo de 1,76 t/h. Com a redugéo
do tamanho da particula para 300 mm ocorreu aumento no consumo de
energia elétrica para 24,5 kWh/t e uma reducédo na producdo de racao para
0,65 t/h.

Esses resultados demonstraram a necessidade de aperfeicoar a
moagem de forma a maximizar o aproveitamento do alimento e racionalizar
0 uso da energia. Assim a reconstituicdo de grdos de milho moidos
grosseiramente, pode auxiliar no processo de digestdo e ao mesmo tempo
causar reducdes significativas de consumo de energia para moagem dos
graos.

Outro objetivo da reconstituicdo dos graos de milho seria para
armazenamento. Na situacdo de armazenagem de milho seco é comum o
aparecimento de varios insetos e mesmo de ratos, acarretando prejuizos em

relacdo a qualidade do grdo. Normalmente esses insetos nao sao
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detectados na silagem de grdos umidos em razao da falta de oxigénio e da
prépria acidez do meio.

A composicado quimica da silagem de grdos umidos de milho pode
variar em funcdo do teor de umidade no momento da ensilagem sendo que
teores acima de 35% favorecem as perdas de MS, podendo alterar
significativamente os conteudos de nitrogénio e de carboidratos soltveis. Os
estudos (PHILIPPEAU, 1999) com silagem de grdos umidos de milho tém
constatado que ha aumento na digestibilidade da matéria organica, devido
ao aumento na digestado do amido, principal componente do gréo.

A maior digestibilidade do amido dos graos ensilados deve-se,
sobretudo, a fragilizacdo da matriz protéica que recobre os grédos de amido
do endosperma periférico (DEMARQUILLY e ANDRIEU, 1996). Além disto, o
endosperma dos cereais, em especial a regido periférica, é cercado por uma
parede celular rica em compostos B-glucanos que prejudica a atividade
microbiana; e também a matriz protéica que envolve os granulos de amido
dificulta a atividade das amilases, visto que deve ocorrer uma protedlise
simultdnea, para que as bactérias possam utilizar o amido. Desta forma,
quando o pericarpo é separado no caso da moagem grosseira, as
caracteristicas da matriz protéica e do endosperma do gréo irdo determinar a
taxa de adesdo e fermentacdo do amido pelas bactérias ruminais
(KOTARSKI et al., 1992, MCALLISTER et al., 1993a).

O amido pode sofrer gelatinizagdo (rompimento dos grédos de amido)
mediante aplicacdo de calor e de umidade, porém o custo para utilizacdo de
agua quente tornaria o processo inviavel. Segundo Simas (1997), o grau de
gelatinizacdo vai determinar a susceptibilidade do amido a degradacéo
enzimatica. Segundo Owens e Goetsch (1988), o amido quando submetido a
agua quente (60 a 80C) se expande de forma irreversivel (gelatinizag&o).
Com a gelatinizag¢édo ocorre o rompimento da matriz protéica e das estruturas
dos granulos de amido, com consequente solubilizacdo da matriz protéica.
Este fenbmeno melhora a digestdo enzimatica do amido.

Embora a gelatinizagdo do amido pelo aquecimento possa favorecer a
sua digestibilidade, € possivel que isso dificilmente ocorrerd em condicbes
normais de ensilagem dos grdaos de milho ou simplesmente moagem

seguida de reconstituicdo. Segundo Colonna et al. (1995), a gelatinizagéo do
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amido do milho comecga a temperatura de 62C e termina em 72<T,
temperaturas que ndo sao atingidas nem durante a ensilagem nem durante a
armazenagem para reconstituicio e os beneficios deste processo se
resumem naqueles mostrados acima.
Com base nas informagfes relatadas, a hipétese considerada neste
trabalho é que reconstituicdo da umidade associada & moagem grosseira do
grdao de milho podera aumentar a utilizacdo do amido e melhorar o

desempenho e os parametros metabdlicos de vacas de leite.
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3. CAPITULO 1
Estudo das caracteristicas do amido do grdo de milh o reconstituido e

moido grosseiramente

3.1. INTRODUCAO

O gréao de milho pode ser classificado segundo sua dureza (PAES,
2006). O endosperma do grdo (regido em que localizam os granulos de
amido) se divide em duas partes de composicdo semelhante no que diz
respeito ao teor de proteina e amido, mas totalmente distintas sob o ponto
de vista de sua estrutura fisica, podendo ser vitreo ou farinaceo. O
endosperma representa aproximadamente 83% do peso seco do gréo,
consistindo principalmente de amido (88%), organizado na forma de
granulos (PAES, 2006). No endosperma estdo também presentes as
proteinas de reserva (8%) do tipo prolaminas, chamadas zeinas. Essas
proteinas formam os corpos protéicos que compdem a matriz que envolve os
granulos de amido dentro das células no endosperma em qualquer cereal.
Com base na distribuicdo dos granulos de amido e da matriz de proteina, o
endosperma é classificado em dois tipos: farindceo e vitreo.

No endosperma farinaceo os granulos de amido sdo arredondados e
dispersos, ndo havendo matriz protéica circundando essas estruturas, o que
resulta em espacos vagos durante o processo de secagem do grao, a partir
dos espacos onde antes era ocupado pela agua, durante o desenvolvimento
do grédo. J4 no endosperma vitreo, a matriz protéica é densa, com corpos
proteicos bem formados, circundando os granulos de amido e néo
permitindo espacos entre estas estruturas (DENARDIN e SILVA, 2008).
Esses mesmos corpos proteicos tornam o granulo de amido resistente a
hidrélise por enzimas microbianas, além de dificultar penetracdo de 4gua no
granulo de amido.

O gérmen representa 11% do grao de milho e concentra quase a
totalidade (83%) dos lipideos (6leo e vitamina E) e dos minerais (78%) do
grédo, além de conter quantidades importantes de proteinas (26%) e

acucares (70%). O pericarpo representa, em meédia, 5% do grédo, sendo a
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estrutura que protege as outras estruturas do gréo da elevada umidade do
ambiente, insetos e microrganismos. A ponta € a menor estrutura, 2% do
grao, e é responsavel pela conexao do grao ao sabugo, sendo a unica area
do grdo nado coberta pelo pericarpo. Sua composicdo € essencialmente de
material lignocelulésico.

O pericarpo e a matriz proteica que envolve os granulos de amido no
endosperma vitreo consistem nas duas principais barreiras ao ataque
microbiano, sendo que a maioria dos processamentos tem como objetivo
eliminar essas barreiras primarias. Assim, o processamento do milho serve
para expor os granulos de amido a digestdo (BEAUCHEMIN et al., 1994),
formando fissuras, quebrando, ou expandindo o amido, por meio da
eliminacdo da pelicula externa do grdo, o pericarpo, que constitui uma
barreira fisica que dificulta o acesso dos microrganismos e a agdo das
enzimas digestivas microbianas e do animal (KOTARSKI et al.,, 1992).

Considerando que a umidade pode facilitar a acdo enzimatica
microbiana, objetivou-se com este estudo avaliar os efeitos da reconstituicéo
associada a moagem grosseira dos grdos de milho sobre as caracteristicas
macroscopicas e microscopicas dos graos, bem como a disponibilidade do

amido a acdo enzimatica.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Tratamentos

Os tratamentos foram compostos pela combinacdo de diferentes

formas de processamento do milho tipo duro, sendo:

1: MMF - Milho moido fino (1mm);
2: MRA - Milho reconstituido antes da moagem (5 mm);

3: MRD - Milho reconstituido depois da moagem (5 mm).

No caso dos tratamentos envolvendo a reconstituicao, objetivou-se
elevar o teor de umidade a 33%. Os procedimentos foram baseados na a

equacdao, adaptada de Ferreira (1983):

_ Uf -UD
AHZO‘lM 100 — Ull/

onde: AH,O = Volume de agua a ser adicionado (litros); MU = Massa do

produto umido (kg); Uf = Umidade final (% base umida); Ui = Umidade inicial

(% base umida); p = Massa especifica da agua (kg/L).

* MRD = milho duro - moido a 5 mm >>> Adicdo de agua seguido de
periodo de descanso por 24 horas
« MRA = milho duro - grdo reconstituido >>> Adicdo de agua seguido

de periodo de descanso por 24 horas >>> moagem a 5 mm

3.2.2. Caracterizacao do perfil granulométrico do m ilho reconstituido

A determinacdo do perfil granulométrico das particulas do milho
processado foi feito com o uso de peneiras padronizadas, optando-se pelas
peneiras com abertura de 4,76 mm; 2,38 mm; 1,19 mm; 0,70 mm e 0,297
mm, além de bandeja inferior com a finalidade de recolher as particulas

menores do que 0,297 mm.
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Tabela 1 - Relagdo de malha, abertura e espessura dos fios das peneiras
padronizadas pela norma ISO — 3310/1

Malha Abertura Toleréancia Diametro Tolerancia
(mm) do fio

4 4,76 4,60 a 4,90 1,6mm 1,3a1,9
8 2,38 2,28a2,44 1,0mm 0,85a1,15
16 1,19 1,14a1,22 0,63mm 0,54a0,72
18 1,0 0,97 a 1,03 0,56mm 0,48 a 0,64
25 0,71 0,685 a 0,735 0,45mm 0,38a0,52
50 0,297 0,288 a 0,312 0,20mm 0,17 a 0,23

As amostras foram pesadas em porcdes de 140 g e dispensadas nas
peneiras, essas foram movimentadas por agitador mecanico modelo
Produtest® em intensidade maxima, durante um minuto, segundo Felisberto
(2011). Ao final da agitacdo o material retido em cada peneira foi pesado em
balanca digital de precisdo com duas casas decimais.

O peso do material retido em cada peneira foi entdo expresso como
percentual do peso total de amostra avaliada, enquanto o peso de material
considerado fisicamente efetivo foi o percentual do peso total retido em

peneiras com abertura maior que de 1,19 mm.

3.2.3. Microscopia eletronica de varredura dos gran  ulos de amido do

milho reconstituido

A analise microscopica dos granulos de amido é de grande
importancia para uma melhor compreensao dos efeitos do processamento
sobre os graos de milho. A microscopia eletrénica foi utilizada para estudar
as caracteristicas de forma, tamanho dos granulos, e distribuicdo do amido.

Assim, amostras de MRA, MRD e MMF foram secas em estufa a 105
T e preparados para observacdo em microscopia eletrénic a de varredura.

Devido ao fato das amostras ja estarem secas nado foi necessario a
fixacdo com glutaraldeido e paraformaldeido, em tampéo fosfato
(KARNOVSKY, 1965). Assim, as amostras foram cobertas com ouro em
metalizador (FDU 010, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). A captura de

imagens foi realizada em um microscopio eletrbnico de varredura com
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camera digital acoplada (Zeiss, LEO 1430 VP), localizado no Nucleo de
Microscopia e Microandlise da Universidade Federal de Vigosa.

3.2.4. Avaliacdo da digestdo enzimatica pela a-amilase sobre os

granulos de amido do milho reconstituido

Dependendo da localizagao relativa da ligagdo sob acdo da enzima,
como contados a partir da extremidade da cadeia, os produtos deste
processo digestivo sdo dextrina, maltotriose, maltose, e glicose. Dextrinas
sdo mais curtos, os segmentos de amido quebrados que formam, como
resultado da hidrélise aleatdria de ligagBes glicosidicas. Uma molécula de
maltotriose é formada, se o terceiro laco da extremidade de uma molécula
de amido é clivado; uma molécula de maltose é formada se o ponto de
hidrolise € a segunda ligacdo; uma molécula de glicose resulta se a ligacéo
clivado é o terminal um e assim por diante. As fases finais da
despolimerizagcdo sédo principalmente a formacdo de mono, di e tri-
sacarideos. Este processo € chamado de sacarificacdo, devido a formacao
de sacarideos.

Para verificar possivel alteracdo na velocidade do processo de
digestdo pela enzima a-amilase causada pelos processamentos foi realizado
um ensaio seguindo o protocolo de determinacdo de amido conforme a
metodologia proposta por Bach Knudsen (1997), com modificacdes no
tempo de atuacao da a-amilase.

As determinacdes de amido no MMF, MRA, MRD e silagem de milho
foram feitas colocando-se em tubos de ensaio de 40 mL, aproximadamente
0,20 g de amostra. Nos tubos previamente pesados foram dispensados 30
mL de solucdo tampéo de acetato de sédio (pH = 5,00 + 0,05 a 0,1 mol L) e
adicionada 50 pL da enzima a-amilase (Novozymes, Termamyl 2x). Todos
0s tubos de ensaio foram homogeneizados em agitador e posteriormente,
incubados em banho-maria a 100°C por 0, 15, 30, 45 e 60 minutos, com
homogeneizacdo de todos os tubos em cada tempo de retirada. A cada
retirada do banho-maria era esperado que o0s tubos atingissem a
temperatura ambiente. A partir dai foi adicionado 1 mL da solu¢do contendo

100 unidades da enzima amyloglucosidase por mL (Megazyme, E-AMGDF).
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Os tubos foram novamente agitados e colocados em banho-maria a
60°C, permanecendo durante 2 horas, sendo agitados apés 1 hora de
incubacdo. Apds as 2 horas, os tubos foram colocados na bancada até
atingirem temperatura ambiente. Posteriormente os mesmos foram pesados
(para correcao do volume) e a solugéo transferida para tubos de 50 mL,
centrifugados a 2.060 g por 10 minutos a uma temperatura de 10°C. Em
seguida utilizou-se 10 uL de cada tubo centrifugado para reagir com 1 mL de
uma solucdo estavel de um kit comercial de glicose GOD PAP (Laborlab,
06400), numa diluicdo de 1:100. Ap6s 15 minutos de reacdo a 23°C, foi
realizada a leitura em espectrofotometro (Shimadzu, UV — 1601 PC) a 505
nm. O conteudo de amido foi calculado multiplicando o resultado final de
glicose por 0,9 (para converter glicose livre em amido), e apresentado como
porcentagem da matéria seca.

Para cada reacéo foi feita uma curva padrdo com solucdo de glicose
padrdo. Para cada ensaio foram utilizados duas amostras padrdoes (amido

puro e fuba de milho) e um branco.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se na tabela 2 que a maior parte do material fluiu pela
peneira de 4,76 mm indicando que o processo de moagem foi eficiente.
Observa-se também que independente do processamento efetuado,
aproximadamente 50% das particulas foram retidas em peneiras de 1,19
mm, tamanho este considerado critico para a elegibilidade de escape do
compartimento rimen-reticulo. O tamanho de particula teve influéncia sobre
o porcentual retido nas peneiras de 1,19mm, sendo em média 54,35% para

o milho processado a 5 mm.

Tabela 2 - Determinacdo do perfil granulométrico das particulas do milho
processado utilizado nos trés periodos experimentais expresso
em percentual acumulado nas peneiras

ALIMENTO

Abertura MRA 1° MRA MRA 3° MRD MRD MRD 3°
(mm) PER 2° PER PER 1°PER  2°PER PER
4,76 1,25 1,00 0,66 0,42 0,51 0,39
2,38 36,08 37,54 26,00 36,15 41,00 38,26
1,19 51,10 47,04 54,33 62,46 61,46 49,69
1 72,59 74,17 66,93 83,10 87,12 84,80
0,71 80,50 82,49 76,60 92,40 94,29 92,48
0,297 91,61 92,99 88,95 98,48 98,70 98,27
Fundo 100 100 100 100 100 100
EF 0,51 0,47 0,54 0,62 0,61 0,50
DGM 1,23 1,23 1,11 1,30 1,38 1,30
DPG 3,31 3,35 3,13 3,71 3,82 3,63

MRA = Milho reconstituido antes da moagem (5 mm); MRD = Milho reconstituido depois da moagem
(5 mm); EF = Efetividade fisica; DGM = Diametro geométrico médio; DPG = Desvio padrédo
geomeétrico.

No caso de dietas com alta concentracdo de energia e/ou secas,
contendo volumosos com fibra de baixa qualidade como feno de algumas
forrageiras ou bagaco de cana cru, pode ocorrer segregagcao da dieta com a
moagem fina. A moagem mais grosseira com mais da metade das particulas
acima de 1,19 mm aumenta a retencdo do milho no rimen e reduz a
velocidade da fermentacédo, em relacdo a moagem fina. Embora uma parte
escape e seja eliminada via fezes, porém ocorre maior prevencdo da

acidose ruminal subclinica.
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Gréfico 1 - Porcentual de particulas retidas nas peneiras.

Pode ser verificado no gréafico 2 que o MRD apresentou uma leve
aumento (57,87%) no numero de particulas com tamanho maior que
1,19mm, contra (50,83%) do MRA. Isso se deve a grande mudanca fisica
que ocorre durante o processamento. Como dito anteriormente, Jobim
(1996) afirmou que os grdos de milho, mesmo quando triturados ou
parcialmente quebrados, sdo protegidos pelo pericarpo. Assim, no MRD o
pericarpo continuou aderido as particulas de milho durante a moagem,
consequentemente este foi reduzido a particulas maiores.

A protecao pelo pericarpo foi parcialmente comprovada neste estudo,
onde no milho reconstituido como grao integral por 24 h, seguido de
moagem grosseira a 5 mm, ocorreu a liberacdo de todo o pericarpo (Figura
1, letra C). Este constitui-se na principal barreira primaria a colonizacao
microbiana e acdo enzimética. Assim a menor porcentagem do MRA na
peneira de 1,19 mm se deve a parte das particulas de pericarpo retidas
neste diametro de furo, como observado durante o peneiramento.

Por outro lado, quando os grdos de milho foram inicialmente moidos
grosseiramente e em seguida passaram pelo processo de reconstituicao,

nao ocorreu a liberacéo do pericarpo (Figura 1, letra B).
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Figura 1 - A - Milho moido fino (Imm); B - Milho reconstituido depois da
moagem (5mm) e C - Milho reconstituido antes da moagem (5
mm).

Foi observada uma pequena elevagdo da temperatura das particulas
de milho durante o processo de reconstituicdio do MRD, provavelmente
devido a um inicio de fermentacéao.

Com a elevacao da temperatura pode ocorrer uma liberacdo do amido
preso a matriz proteica, processo denominado gelatinizagdo. Embora a
gelatinizacdo do amido pelo aguecimento possa favorecer a digestibilidade
do milho, é pouco provavel que isso ocorra com a moagem seguida de
reconstituicdo. Segundo Colonna et al. (1995), a gelatinizacdo do amido do
milho comeca a temperatura de 62T e termina em 72° C, temperaturas que
nao sdo atingidas nem durante a ensilagem nem durante a armazenagem
para reconstituicio e os beneficios deste processo se resumem naqueles
mostrados acima.

No nosso estudo, ocorreram alteracbes na estrutura fisica
macroscopica e microscopica do milho, porém verificou-se que as alteracoes
microscopicas nao ocorreram devido ao processamento. As imagens
obtidas para o milho processado utilizado no experimento sdo apresentadas

a sequir.
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Figura 2 - Fotomicrografia eletronica do milho processado. A, B e C - Milho
reconstituido antes da moagem (5 mm); D, E e F - Milho moido fino (lmm)e G,He -

Milho reconstituido depois da moagem (5mm).

O amido do milho apresentou uma mistura de granulos de diversos
tamanhos predominantemente arredondados. O tamanho e a forma dos
granulos de amido estdo em acordo com as caracteristicas previamente
conhecidas. Nota-se que nos tratamentos envolvendo a reconstituicao
(Figura 2, letra A, B, C e G, H, I), os granulos se encontram mais espagcados
e com a superficie mais irregular, provavelmente devido ao espaco ocupado
pela agua antes do processo de secagem para preparacdo das amostras.

A técnica foi adequada para detectar irregularidades de superficie e
fissuras visiveis sobre os granulos mostrados pela seta branca na Figura 2,
letra F. A superficie dos granulos se mostra plana e sem tragcos marcantes,
exceto por algumas estrias em alguns granulos (seta preta na Figura 2, letra
), seguindo a base para os modelos atuais proposta por Oates (1997),
descrita como uma “bola de bilhar peluda”, em que a superficie do granulo
nao € lisa, mas caracterizada por cadeias projetadas para fora. Os
tratamentos envolvendo a reconstituicdo ndo causaram alteragcdes que

possam melhorar 0 acesso dos microrganismos ao amido no interior do
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granulo, como por exemplo, o rompimento da matriz proteica que envolve
os granulos de amido.

A organizacdo anatbmica peculiar do granulo intacto impede a
entrada de agua fria. Esta restricdo anatdbmica se deve a disposicéo paralela
das macromoléculas de cadeia longa, caracterizadas por ligacdes de
hidrogénio. Acreditamos que apds a secagem o granulo encolhe, até voltar
ao estado completamente anidro causado entdo por um estado de contracéo
completa, originando entdo 0s espacos observados nos tratamentos
envolvendo a reconstitui¢ao.

Atualmente, a morfologia e a visualizagdo de componentes
secundarios da superficie de alguns granulos de amido tém sido realizadas
por meio de microscopia de forca atbmica (AFM — atomic force microscopy)
(BULEON et al., 1998).
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Grafico 2 - Efeito do processamento na digestdo do amido de gréos de milho

pela enzima a-amilase. MMF = Milho Moido Fino (1 mm); MRA = Milho
reconstituido antes da moagem (5 mm); MRD = Milho reconstituido depois da moagem
(5 mm) e Silagem de Milho.

A guantidade de amido medido ao longo do tempo foi igual para o
milho reconstituido (MRA e MRD) e o milho ndo reconstituido (MMF). As
curvas acima confirmam o fato de que o amido é geralmente insolivel em

agua a temperatura ambiente. Devido a isso, o amido na natureza é

32



armazenado em células como pequenos granulos que podem ser
visualizadas com auxilio de microscopio, como apresentadas no item 3.3
deste capitulo.

Granulos de amido parecem ser bastante resistentes a penetracéo
por agua e enzimas hidroliticas, pois de acordo com a Figura 3, a umidade
ndo causa a acdo mais rapida da a-amilase. Segundo Denardin e Silva,
2008 ocorrem pontes de hidrogénio dentro de uma mesma molécula de
amilose e com outras moléculas vizinhas. No entanto, estas ligacfes podem
tornar-se fracas quando a temperatura da suspensao é elevada. Porém isso
nao ocorreu significativamente nos processamentos utilizados neste
trabalho, assim néo verificou-se grandes diferencas com relacdo a
quantidade de amido liberado ao longo do tempo. Menores valores foram
observados naturalmente para a silagem de milho devido ao menor teor de
amido deste alimento.

Quando uma suspensao aquosa de amido € aquecida, as pontes de
hidrogénio enfraquecem, a agua € absorvida, e os granulos de amido
incham. Este processo € normalmente chamado de gelatinizacdo, porque a
solugcéo formada tem uma consisténcia gelatinosa e altamente viscosa.

Segundo French (1984), a porosidade dos granulos de amido a agua
e a pequenas moléculas solaveis ocorre devido a expansao reversivel das
regides amorfas, que penetram por todo o granulo durante a hidratacgéo,
formando uma fase continua de gel. No entanto, a entrada de enzimas
hidrolizantes e outras moléculas grandes para o interior dos granulos é
restrita e somente possivel através de poros ou canais. Esses poros, na
superficie de alguns granulos, sdo orificios ou canais que penetram em uma
direcéo radial ao longo do granulo.

Estudos de microscopia eletronica sugerem orificios com diametros
entre 0,1 e 0,3 um, enquanto canais interiores teriam entre 0,07 e 0,1um
(ELIASSON, 1996; ELIASSON, 2004). Porém, mais estudos devem ser
realizados para comprovar a existéncia desses poros e canais em todas as
fontes de amido, pois neste trabalho n&o foi visualizado nenhuma evidéncia
de poros na superficie dos granulos, Lan et al., 2008 também né&o

verificaram a existéncia dos mesmos.
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3.4. CONCLUSOES

A reconstituicdo feita antes da moagem a 5 mm promove a liberacao
da maior parte do pericarpo aderido ao grao de milho. Microscopicamente, a
reconstituicdo n&o altera a estrutura dos granulos de amido sendo que
algumas alteracbes podem ser devido a preparacdo das amostras para
visualizacdo. A quantidade de amido liberado pela acdo enzimatica também

nao é afetada quando o grao de milho e reconstituido.
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4. CAPITULO 2
Desempenho produtivo e cinética digestiva de nutrie ntes em vacas

alimentadas com graos de milho reconstituido

4.1. INTRODUCAO

Dietas com milho moido fino sdo mais comumente utilizadas na
alimentacdo de ruminantes no Brasil, porém grande atencdo deve ser dada
ao nivel de utilizacdo de concentrado, pois efeitos adversos podem ocorrer
devido a rapida taxa de fermentacdo ruminal. Podem ocorrer perdas de
energia com o calor de fermentacdo (MELLO Jr., 1991), o que segundo
Orskov (1986), se da principalmente na forma de calor e gases, 0 que
totalizam de 12 a 20% da energia ingerida. A eficiéncia de aproveitamento
energético do amido digerido no rumen pode ser melhorada se a
fermentacao ruminal for controlada.

A reconstituicdo consiste em elevar a umidade dos graos de milho
para um teor de umidade proximo ao teor de umidade ideal para ensilagem,
ou seja, proximo de 33 %. Associada a reconstituicdo pode ser efetuada a
moagem grosseira para que ocorra uma melhoria nos padroes de
fermentacdo ruminal, além de consideravel economia de energia com o
processo de moagem (HEALY et al. 1994).

O processamento de graos pode afetar a digestibilidade e a taxa de
digestdo do amido dos graos de milho, bem como o consumo de forragem. E
considerado que todos os tipos de processamento potencialmente sdo Uteis
na melhoria da conversao alimentar. Quando o processamento de grédos nao
€ necessario, pode ocorrer um desperdicio de energia, possivelmente
prejuizos, como por exemplo: aumento no grau de moagem levando a um
excesso de producdo de &cidos organicos no rumen e deprimindo o
consumo de forragem (ORSKOV,1979, 1986).

Graos de milho podem ser colhidos no tempo convencional como
gréos secos ou antecipadamente com alto teor de umidade, o que pode ser
armazenado quer por via anaerObia ou apO0s o tratamento com acido
propidnico aerobicamente (TAIT e BEAMES, 1988). Transformacdes fisicas
ou quimicas podem ser aplicados isoladamente ou em combinacéo. Neste

trabalho o milho em grdo passa por processamento envolvendo

36



reconstituicio e moagem de maneira simples e possivel de ser realizada
em nivel de propriedade rural. S&o considerados os efeitos do
processamento principalmente sobre a digestibilidade, a taxa e o sitio de
digestdo do granulo de amido, e o consumo de matéria seca.
Existe a necessidade de aperfeicoar a moagem de forma a maximizar
0 aproveitamento do alimento e racionalizar o uso da energia. Assim a
reconstituicdo de grdos de milho moidos grosseiramente, pode auxiliar no
processo de digestdo e ao mesmo tempo causar reducdes significativas de
consumo de energia para moagem dos graos. De acordo com essas
informagdes estabeleceu-se como objetivo neste trabalho avaliar diferentes
formas de processamento do grao de milho baseados em reconstituicéo e
moagem e sua utilizacdo como componente de racdes para vacas leiteiras
através do consumo, producdo e composicdo do leite e cinética de

nutrientes.

37



4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Local, animais, tratamentos e coletas

O experimento foi realizado no setor de Bovinocultura de Leite do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.

A cidade de Vigosa esté localizada na Zona da Mata Mineira, com 649
m de altitude. Geograficamente esta definida pelas coordenadas de
20°45'20” de latitude sul e 42°52’40” de longitude oeste. De acordo com
dados fornecidos pelo Departamento de Engenharia Agricola da
Universidade Federal de Vicosa, o clima de Vigosa é subtropical, com
inverno frio e seco e verdo quente e Umido, sendo classificado como Cwa
subtropical, segundo a classificacdo proposta por Képpen.

Foram utilizadas seis vacas da raca Holandesa Malhada de Preto,
puras e puras por cruza, distribuidas em dois quadrados latinos 3 X 3,
balanceados de acordo com o periodo de lactagcdo para que todas as vacas
apresentassem no final do experimento menos de 150 dias de gestacao.

Os animais foram manejados em baias individuais, tipo “Tie Stall”,
onde receberam, alimentacdo a vontade duas vezes ao dia, as 6:30 e as
15:30 horas. O experimento constou de trés periodos com duracdo de 21
dias cada um, sendo 0s nove primeiros para adaptacdo as dietas e 0s
demais para a coleta de dados.

As dietas foram calculadas de acordo com o NRC (2001), de forma a
atender as exigéncias nutricionais de vacas com 600 kg de peso corporal e
producao diaria 30 kg de leite com 3,5% de gordura. Os calculos foram feitos
de modo que as dietas fossem isoprotéicas. O volumoso utilizado foi a
silagem de milho (Zea mays - hibrido AG-1051) na proporcdo de 60% de
volumoso e 40% de concentrado, na base da matéria seca.

Na Tabela 1 €é apresentada a composicdo bromatolégica dos
ingredientes e suplementos utilizados no experimento. Nas Tabelas 2 e 3
sdo apresentadas as propor¢cdes dos ingredientes utilizados na formulacéo
dos concentrados e a composicdo bromatoldégica estimada dos
concentrados, respectivamente. Na Tabela 4 e apresentada a propor¢ao dos

ingredientes utilizados nas dietas.
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Tabela 1 — Composicdo bromatologica dos ingredientes e suplementos

(%MS)
Ingrediente

ftem ggﬁﬁg MMF MRA  MRD F.Trigo F.Soja
MS 2097 8849 7866 69,49 89,08 88,77
cz 501 326 134 1,18 661 7,16
MO 9499 96,74 98,66 98,82 93,39 92,84
PB 745 861 7,86 932 19,03 51,69
EE 240 318 218 232 268 2,12
FDN 5096 10,71 12,28 11,00 4156 13,47
FDNc 50,38 14,60 14,16 10,40 41,54 13,45
FDNp 49,98 14,09 13,53 991 37,92 12,06
FDNcp 51,01 12,01 12,49 9,01 37,90 20,35
FDA 3721 485 459 496 1594 14,99
AMIDO 28,13 8384 8549 90,31 27,40 1,90
CHOT 8514 88,95 88,63 87,19 71,68 39,03
CSDN 49,04 7929 82,72 84,00 5844 86,53
CNF 3412 6234 7014 6578 3379 18,68
LIG 600 1,25 1,13 092 182 2,00
LIG (% FDNcp) 11,76 556 6,10 429 479 9,84
PIDN 192 658 545 543 875 10,49
PIDA 049 007 007 007 021 0,35
CIDN 114 050 012 004 004 018
Na 098 015 018 023 024 044
K 146 016 018 022 053 1,00
Zn 00l 000 000 000 00l 0,01
Mg 068 008 010 011 039 0,30
Fe 037 001l 001 002 002 0,04
Ca 064 002 002 003 011 0,30
p 019 024 024 022 099 0,64

Valor Estimado de Energia

ND T (%) 5044 78,79 82,14 7860 73,67 71,37
NDTau (%) 59,44 71,02 72553 70,90 67,75 66,30
ED (Mcallkg) 262 347 358 347 325 3,15
EM (Mcal/kg) 220 306 316 305 283 2,73
EL (Mcal/kg) 146 1,98 204 197 184 178
ELp (Mcallkg) 074 108 112 108 099 0,95

MMF= Milho Moido Fino (1mm); MRA = Milho Grdo Reconstituido e Moido (5mm); MRD = Milho Moido
e Reconstituido (5mm); Matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB), extrato etéreo
(EE), carboidratos totais (CHOT), carboidratos né&o-fibrosos (CNF), carboidratos solGveis em
detergente neutro (CSDN), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente neutro corrigida
para cinzas (FDNc), fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina (FDNcp), fibra em
detergente acido (FDA), nitrogénio insolivel em detergente neutro (NIDN), nitrogénio insolivel em
detergente acido (NIDA), lignina em detergente acido (LDA) e matéria mineral (MM), nutrientes
digestiveis totais (NDT), energia metabolizavel (EM), energia digestivel (ED), energia liquida (EL),
energia liquida de producéo (ELp).
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A racdo completa foi fornecida em cochos individuais, diariamente,
sendo feitas pesagens das quantidades das dietas fornecidas e das sobras
de cada tratamento, para estimativa do consumo. O monitoramento diario do
consumo era feito com objetivo manter as sobras de alimento na ordem de

10%, com base na matéria natural.

Tabela 2 - Composicao dos concentrados experimentais (%MS)

Trat. MMF MRA MRD
Alimentos %
Milho 59,71 59,71 59,71
F. Trigo 13,95 13,95 13,95
F. Soja 19,90 19,90 19,90
Uréia 2,98 2,98 2,98
Supl. Mineral 3,46 3,46 3,46
Total 100,00 100,00 100,00

MMF= Milho Moido Fino (1mm); MRA = Milho Grdo Reconstituido e Moido (5mm); MRD = Milho Moido
e Reconstituido (5mm)

Observa-se na tabela 2 que a composicdo dos concentrados
experimentais é a mesma, porém com alteragbes na forma de
processamento da fonte energética utilizada, que neste caso é o milho, pois

este é o alimento foco do estudo.

Tabela 3 — Composi¢cado bromatologica dos concentrados experimentais

ltem Concentrado
(%MS) Com inclusdo de milho Sem inclusdo de milho
MS 86,05 89,10
CcZz 6,88 16,72
MO 83,12 83,28
PB 24,36 47,89
EE 3,29 1,64
FDN 17,28 21,35
FDNc 17,09 20,81
FDNp 15,96 19,80
FDNcp 15,59 18,86
FDA 13,72 12,32
AMIDO 40,64 9,32
CHOT 65,48 33,75
CSDN 82,72 78,65
CNF 46,90 10,89
LIG 1,14 1,74
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LIG (% FDNcp) 6,17 7,66
PIDN 7,61 7,31
PIDA 0,96 1,20
CIDN 1,04 2,56
Na 0,42 0,96
K 0,44 0,79
Zn 0,013 0,004
Mg 0,17 0,29
Fe 0,02 0,057
Ca 0,84 1,99
P 0,73 1,36
Valor Estimado de Energia
NDT, (%) 77,29 63,41
NDTau (%) 70,06 61,17
ED (Mcal/kg) 3,41 2,80
EM (Mcal/kg) 2,99 2,37
ELm (Mcal/kg) 1,94 1,57
ELp (Mcal/kg) 1,06 0,81

Matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), carboidratos totais
(CHOT), carboidratos nédo-fibrosos (CNF), carboidratos sollveis em detergente neutro (CSDN), fibra
em detergente neutro (FDN), fibra em detergente neutro corrigida para cinzas (FDNc), fibra em
detergente neutro corrigido para cinzas e proteina (FDNcp), fibra em detergente acido (FDA),
nitrogénio insolivel em detergente neutro (NIDN), nitrogénio insoltvel em detergente acido (NIDA),
lignina em detergente acido (LDA) e matéria mineral (MM), nutrientes digestiveis totais (NDT), energia
metabolizavel (EM), energia digestivel (ED), energia liquida (EL), energia liquida de producgéo (ELp).

Tabela 4 — Composicéo da dieta

Alimento

% kg MN/an/d
Silagem de Milho 50,00 43,80
Milho 30,00 8,09
F. Trigo 7,00 1,89
F. Soja 9,5 2,70
Uréia 1,50 0,36
Supl. Mineral* 1,74 0,42
Bicarb. de sédio/Ox. De Mg (2:1) 0,50 0,13
Total 100,00 57,25

* Composicao (%): fosfato bicalcico (41,00), calcario (29,00), sal comum (24,70), flor de enxofre (2,54),
sulfato de magnésio (1,85), sulfato de cobre (0,037), sulfato de zinco (0,45), outros micronutrientes

(0,423)

Os carboidratos totais (CHOT) foram calculados segundo Sniffen et al.

(1992) e Van Soest et al. (1991), respectivamente:
CHOT =100 — (% PB + % EE + % Cinzas)
CNF = (100 — (% PB + %EE + %Cinzas + %FDNcp)

41



Os valores estimados de nutrientes digestiveis totais (NDT) para o
nivel de mantenca (NDTm), de NDT para o nivel de producdo (NDTp) e de
energia liquida para o nivel de producédo (ELp) dos alimentos foram obtidos
segundo as equacdes descritas no NRC (2001). Para efetuar a corre¢cdo na
digestibilidade de mantenca para producao, considerou-se um consumo de 3
vezes a mantenca (3M), calculado considerando as exigéncias de mantenca
e producéao de leite estimadas pelo NRC (2001).

NDT,, = (PBD + CNFD + FDND + AGD x 2,25) — 7, em que:

PBD = PB x Exp[-1,2 x PIDA/PB] — para volumosos;

PBD =[1 - (0,4 x PIDA/PB)] x PB — para concentrados;

CNFD = 0,98 x CNF;

FDND = 0,75 x (FDNcp — LDA) x [1 — (LDA/FDNcp) 0,667];

AGD=EE -1

NDT3v=0,18 x NDT, - 10,3
0,75 = constante de proporcionalidade; e 7 refere-se ao NDT metabdlico
fecal,

Sendo PBD (PB verdadeiramente digestivel); CNFD (CNF
verdadeiramente digestivel); FDND (FDN verdadeiramente digestivel); AGD
(AG verdadeiramente digestiveis); LDA (lignina em detergente acido).

Os valores de NDT foram convertidos em energia digestivel (ED) e
energia metabolizavel (EM) utilizando-se as equacdes sugeridas pelo NRC
(2001):

ED (Mcal/kg) = 0,04409 x NDT(%)

EM (Mcal/kg) = 1,01 x ED (Mcal/kg) — 0,45;

A conversdo do NDT em energia liquida foi feita pela equacdo de Moe
et al. (1972), que corresponde a energia liquida ao nivel de mantenca:

ELm (Mcal/kg) = 0,0266 x NDT (%) — 0,12

Para a quantificacdo da energia das dietas, foram utilizados os
valores da digestibilidade aparente obtidos no experimento, segundo Weiss
(1999):

NDT (%) = PBD + FDND + CNFD + (EED * 2,25),

em que “d"representa a digestibilidade aparente dos componentes.
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4.2.2. Andlises laboratoriais

O preparo das amostras compostas do alimento fornecido e das
sobras diarias de cada animal e periodo experimental e as analises de
matéria seca (MS), matéria organica (MO), matéria mineral (MM), compostos
nitrogenados (N), extrato etéreo (EE) seguiram as especificagcbes American
of Official Analytical Chemists - AOAC (1990). Fibra em detergente neutro
(FDN) e fibra em detergente acido (FDA), segundo Van Soest et al. (1991).

Nos alimentos procedeu-se também as analises de nitrogénio
insolavel em detergente neutro (NIDN) e nitrogénio insoluvel em detergente
acido (NIDA), de acordo com técnicas descritas por Licitra et al. (1996), e de
lignina em acido sulfdrico (LDA), conforme descrito por Pereira & Rossi Jr.
(1995). Macrominerais (Ca, P, Mg, Na, K e S) e microminerais (Cu, Zn, Mn,
Co, |, Se, Fe) foram determinados por espectrometria de absor¢cdo atdmica
nas amostras de alimentos.

Nas amostras de fezes foram determinados os teores de MS, MO, CZ,
EE, CNF, N, PB, FDN.

Com objetivo de determinar a digestibilidade da fragcdo amido, o teor
de amido fecal foi analisado conforme a metodologia proposta por Bach
Knudsen (1997), ambos no Laboratoério de Nutricdo e Crescimento Animal da
ESALQ/USP.

4.2.3. Composicao do Leite

As vacas foram ordenhadas, mecanicamente, duas vezes ao dia,
fazendo-se o registro diério da producéo de leite. No 15°dia de cada periodo
experimental, foi coletada uma amostra de leite com dispositivo acoplado a
ordenhadeira, aproximadamente 300 ml, na ordenha da manha e da tarde,
fazendo-se amostras compostas, que foram acondicionadas em fracos
plasticos com conservante (Bronopol®), mantidas entre 2 e 6°C, e
encaminhadas para o Laboratorio de Analises de Qualidade do Leite da
Embrapa Gado de Leite, no municipio de Juiz de Fora - MG, para fins de
analise dos teores de proteina, gordura, lactose e extrato seco total,
segundo a metodologia descrita pelo International Dairy Federation (1996).
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No Laboratorio de Nutricdo e Crescimento Animal da ESALQ/USP,
foram determinados o perfil de acidos graxos as amostras de leite. As
amostras foram transmetiladas e os ésteres metilicos de acidos graxos da
gordura do leite foram analisadas em cromatégrafo a gas modelo Focus CG-
Finnigan, com detector de ionizagdo de chama, coluna capilar CP-Sil 88
(Varian), com 100 m de comprimento por 0,25 um de diametro interno e 0,20
pum de espessura do filme. Foi utilizado o hidrogénio como gas de arraste,
numa vazao de 1,8mL/min. O programa de temperatura do forno inicial foi de
70T, tempo de espera 4 minutos, 1750C (13C/min) t empo de espera 27
min, 2150C (4C/min) tempo de espera 9 minutos e, em seguida
aumentando 7 °C/minuto até 230°C, permanecendo por 5minutos,
totalizando 65 min. A temperatura do vaporizador foi de 250 °C e a do
detector de 300 °C

Uma aliquota de 1 uL do extrato esterificado foi injetado no
cromatografo e a identificacdo dos acidos graxos foi feita pela comparacéo
dos tempos de retencdo e as percentagens dos acidos graxos obtidas
através do software — Chromquest 4.1 (THERMO ELECTRON, lItaly).

Os acidos graxos foram identificados por comparagédo dos tempos de
retencdo dos ésteres metilicos das amostras com padrdes de acidos graxos
de manteiga. Estes foram quantificados por normalizacdo das areas dos
ésteres metilicos. Os resultados dos acidos graxos S80 expressos em
percentual de area (%).

Os padrdes utilizados foram: BCR-CRM 164, Anhydrous Milk-Fat
Producer: BCR Institute for Reference e Supelco TM Component FAME Mix,
cat 18919 Supelco, Bellefonte, PA.

A producdo de leite corrigida (PLC) para 3,5% de gordura, foi
estimada segundo Sklan et al. (1992), pela seguinte equacéo:

PLC = (0,432 + 0,1625 x % gordura do leite) x producéo de leite em kg/dia

4.2.4. Determinacdo da digestibilidade total da mat éria seca e dos

nutrientes

A digestibilidade aparente total foi determinada pelo método indireto

utilizando-se como indicador o 6xido crémico (Cr,O3) que foi fornecido em
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guantidade de 15 g/animal/dia, infundido via oral através de sonda

esofagica em capsulas de papel, do 1° ao 9° dia de cada periodo
experimental.

As amostras de fezes foram coletadas diretamente do reto, entre o 9°
e 14° dia de cada periodo experimental com intervalos de 26 horas cada,
iniciando-se as 16 horas do 9° dia e finalizando as 8 horas do 14° dia e
acondicionadas em sacos plasticos. Posteriormente foram acondicionados
em bandejas de aluminio, e secas em estufa ventilada a 65°C. Uma amostra
composta de cada animal com base no peso seco ao ar foi obtida, referente
a cada animal em cada periodo.

As amostras foram moidas em moinho tipo “Willey”, com peneira de 1
mm, e armazenadas como amostras compostas por animal e periodo, em
vidros com tampa de polietileno. Nestas amostras foram efetuadas as
andlises da concentragdo de cromo, matéria seca (MS) segundo Williams et
al. (1962), utilizando-se espectrémetro de absorcdo atdbmica.

Para determinacdo dos coeficientes das digestibilidades aparentes
totais (CDT), da MS, MO, EE, FDN, CNF e CT, os célculos foram efetuados
segundo Coelho da Silva e Leao (1979).

4.2.5. Determinacédo dos teores de amido nos aliment  0s e nas sobras

Para as amostras de alimentos e sobras o teor de amido (% MS) foi
analisado conforme a metodologia proposta por Bach Knudsen (1997). As
determinacdes de amido das sobras e dietas foram feitas colocando-se em
tubos de ensaio de 40 mL aproximadamente 0,20 g de amostra.

Nos tubos previamente pesados foram dispensados 30 mL de solucao
tampéo de acetato de sédio (pH = 5,00 + 0,05 a 0,1 mol L) e adicionada
50 yL da enzima a-amilase (Novozymes, Termamyl 2x). Todos os tubos de
ensaio foram homogeneizados em agitador e posteriormente, colocados em
banho-maria a 100°C durante uma hora, com homogeneizacado dos tubos
aos 10, 30 e 50 minutos de incubacdo. Em seguida foram retirados do
banho-maria até atingirem temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado
1 mL da solugcéo contendo 100 unidades da enzima amyloglucosidase por
mL (Megazyme, E-AMGDF).
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Os tubos foram novamente agitados e incubados em banho-maria a
60°C, permanecendo durante 2 horas, sendo agitados apés 1 hora de
incubacdo. Apds as 2 horas, os tubos foram transferidos para a bancada até
atingirem temperatura ambiente. Posteriormente os mesmos foram pesados
(para correcao do volume) e a solugéo transferida para tubos de 50 mL,
centrifugados a 2.060 g por 10 minutos a uma temperatura de 10°C. Em
seguida utilizou-se 10 uL de cada tubo centrifugado para reagir com 1 mL de
uma solucdo estavel de um kit comercial de glicose GOD PAP (Laborlab,
06400), numa diluicdo de 1:100. Ap6s 15 minutos de reacdo a 23°C, foi
realizada a leitura de absorbéancia em espectrofotometro (Shimadzu, UV —
1601 PC) a 505 nm.

Para cada reacao foi feita uma curva padrao com solucéo de glicose.
Para cada ensaio foram utilizados duas amostras padrdes (amido puro e
fuba de milho) e um branco. Para que o amido da dieta e sobras nao fosse
superestimado pela contaminacdo com glicose, foram pesados 0,209 de
amostra sendo esta colocada em tubo de ensaio com tampa de rosca de 40
mL, previamente pesado. Foi dispensado 30 mL de agua deionizada dentro
dos tubos e por quatro horas, os tubos foram entdo agitados em intervalos
de 30 minutos. ApGs as quatro horas, os tubos foram pesados, para
correcdo do volume e em seguida transferidos para os tubos de
centrifugacéo. A partir da centrifugacéo, todos os processos foram iguais aos
ja descritos. Apds a leitura de glicose destas amostras, os valores obtidos

foram subtraidos dos valores do amido.

4.2.6. Delineamento experimental e andlises estatis  ticas

Para adaptacdo dos animais a dieta foi obedecido um periodo de 9
dias no inicio do experimento, e a cada troca de tratamento por animal, e o
experimento foi dividido em trés periodos experimentais de 21 dias, sendo
0s ultimos 11 dias destinados a coleta de amostras e de dados.

O delineamento experimental utilizado foi o quadrado latino duplo
paralelo 3 x 3. O modelo linear misto dos efeitos correspondentes foi o
seguinte:

Yik = M+ ai+ B + Cic + a + eij
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onde: yix representa a observagéo da vaca k dado tratamento i no periodo j;
a; representa o efeito fixo do i-ésimo tratamento, i = 1, 2,..., n;; B; representa
o efeito fixo do periodo j, j = 1, 2,...,np; e ¢k representa o efeito aleatorio da
vacak, k=1, 2,...,ne com variancia 0.

Os dados coletados foram analisados por intermédio do comando
MIXED do programa estatistico SAS (SAS, 2007). Este procedimento define
as variaveis fixas e aleatorias do modelo, utiiza o método de maxima
verossimilhanca para estimar os componentes de variancia.

O numero de tratamentos (n;), periodos (n,) e quadrados (ny) era
igual. Assim, o namero total de vacas (n,) no estudo foi ny = ng X .. Sem
perda de generalidade, podemos assumir que efeitos de quadrados né&o
existem, pois o0 quadrado ndo representa qualquer entidade de bloqueio
espacial, temporal ou de outra natureza; ou seja, todos os quadrados séo
realizados simultaneamente e préximos (TEMPLEMAN, 2004).

O efeito de periodo € considerado fixo sendo colocado como um
sinbnimo de fase de lactacdo, desde que a variabilidade na producéo seja
baixa dentro de cada periodo. Portanto, a interagcdo aB; entre o i-€simo
tratamento e o j-ésimo periodo também sao considerados fixos, desde que
0s mesmos periodos sejam considerados dentro de cada quadrado latino.

O modelo acima apresenta o residuo ej normal, independentemente
e identicamente distribuido com variancia o*.

Assim, neste projeto o quadrado latino possui um desenho ou modelo
de medidas repetidas, segundo o qual as vacas séo observadas ao longo do

tempo, embora com designacdes de tratamento diferentes em cada periodo.

4.2.7. Cinetica de degradacdo da fibra em detergent e neutro do

volumoso e do milho reconstituido

A cinética de degradacédo foi estimada com base nas técnicas in vitro
gravimétricas e de producdo cumulativa de gases da fermentacéo
microbiana.

Foram realizadas incubacdes das amostras em frascos de 100 mL
tendo como ino6culo liquido de ramen, acrescido de solucdo de meio e

redutora de acordo com Goering & Van Soest, 1970. Foram utilizadas,
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aproximadamente, 600 mg de amostra (moida a 1 mm) para cada frasco,
em cada tempo de incubagéo, e adicionavam-se, entdo 40 mL de solugao e
10 mL de liquido ruminal. Antes da mistura dos liquidos, procedia-se a
infusdo de CO,, para saturacdo do meio. Os tempos de incubacéo foram 0,
1, 3, 6,9, 12, 24, 36, 72 e 96 horas. Os frascos foram mantidos em sala
climatizada com aquecimento (39°C) em mesa de agitacdo orbital
automatica. Terminada a incubacdo, o conteddo de cada frasco foi
transferido quantitativamente para um copo-béquer de 500 mL, ao qual eram
adicionados 100 mL de solucdo detergente neutra. Apods 1 hora de fervura,
filtrou-se o conteddo do béquer em um cadinho de peso conhecido,
utilizando agua destilada quente para a lavagem e transferéncia do residuo
final, seguido de lavagem com acetona. Ao final, o cadinho que continha o
residuo foi levado a estufa (105°C), para secagem e posterior pesagem.
Os perfis de degradacgao da fibra em detergente neutro (FDN) obtidos
pelo procedimento descrito acima foram interpretados cineticamente,
utilizando o modelo proposto por Matis et al. 1989, Matis, 1972 e Vieira et al.

2008a considerando a ordem de dependéncia do tempo (N):

N_

R(t)=[Ro- U]{JN exp(- k) + exp(= )Y [L- 3™ Joht) u} fU e

=

sendo: d = M/(A - ka)

em que: R(t) corresponde ao residuo de incubacédo apds determinado tempo
t (h); R(0) equivale a fracao potencialmente degradavel (%);U: corresponde a
fracdo indegradavel (%); kd: corresponde a taxa de degradacédo da fracédo
potencialmente degradavel da FDNcp (h™); N: ordem de dependéncia do
tempo relacionado a preparacdo do substrato para digestdo; A: taxa de
preparacao do substrato para degradacgéao; i: Denotac&o subscrita da ordem
dependéncia do tempo; t: tempo (horas) e: erro associado.

A equacao foi ajustada para os perfis de degradacédo por meio do
algoritmo Newton dos procedimentos PROC NLIN do SAS. O aumento de
ordem dependéncia do tempo foi aplicado para avaliar a qualidade de ajuste
do modelo.

48



O critério de escolha do melhor modelo foi a probabilidade de
verossimilhanca calculada a partir do critério Akaike (1974).

Ja a producdo cumulativa de gases da fermentacéo foi obtida apos
incubacBes anaerobicas in vitro em sala climatizada a 39C, com base nas
metodologias descritas por Malafaia et al. (1998), com modificagdes.

As incubacdes foram conduzidas em frascos de vidro (100 mL)
hermeticamente fechados com tampa de borracha e lacre em aluminio.
Foram adicionados 40 mL de solucédo de meio, 2 mL de solugéo redutora de
acordo Goering & Van Soest (1970 ), 10 mL de liquido de rimen e 600 mg
de matéria seca dos alimentos moidos a 1 mm, em triplicata. As medicdes
de pressédo e volume foram realizadas por meio de um manémetro (0-1
kgf/cm?) acoplado a uma seringa de vidro (20 mL) nos seguintes tempos 0;
0,25; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14, 18; 24; 30; 36; 40; 48; 56; 68; 72 e 96
horas, apos a adi¢éo do inoculo ruminal. O inoculo foi coletado de uma vaca
alimentada com silagem de milho e mistura concentrada contendo os
mesmos componentes das dietas utilizadas neste trabalho.

As taxas de degradacéo das fracbes A + B; dos carboidratos foram
estimadas por meio da combinacéo entre as técnicas in vitro gravimétricas e
de producédo de gases. Uma vez obtido o perfil de producdo dos gases da
matéria seca das forrageiras, o volume final dos gases foi estimado por meio

do ajuste do modelo:

V(t)i = Vf * [1 - (1 + Atl) eXp(—Ati)] + €;

em que V(t) ; corresponde ao volume acumulado de gas no tempo t;
expresso em mL/100 mg de MS incubada; V; equivale ao volume maximo
produzido e A representa o preparo do substrato para a digestao e a taxa de
degradacado expressa em h™.

Estimado o volume final V; e, a partir dos teores de FDNcp = CF e
CNF = CT - CF, foram preditas as contribuicbes sobre o V; de cada um
destes componentes (CF e CNF), com base na pressuposicao de que o
volume de géas produzido por unidade monomérica de carboidrato assimilado
e fermentado pela massa microbiana € o mesmo para carboidratos fibrosos
e néao fibrosos em um mesmo substrato (BEUVINK et al., 1992; SCHOFIELD

49



et al.,, 1995; HALL et al., 1998; STEFANON et al.,, 1995), dessa forma

procedeu-se 0s seguintes calculos:

B,
B,+CF

) e Vi(CNF) = vy (-2)

Ve (CF) = V; ( Bp+CNF
em que V:; (CF) € o volume final de gas estimado proveniente de
carboidratos fibrosos e V: (CNF) é o volume final de gas estimado
proveniente de carboidratos nao fibrosos. Obtida a estimativa V; (CF) e, uma
vez que Vi (CNF) + Vi (CF) = V4, foi simulada, entéo, a produgdo acumulativa
dos gases da fermentacdo dos carboidratos fibrosos para os tempos t a
partir do perfil cinético gravimeétrico, cuja versdo adaptada para simular esta

producdo acumulada foi:

kq * exp(kqt;) — exp(kqt;)
kd - ka

Ver(t) = Vi(CF) |1 —

em que Vce(t) é o volume estimado de gas proveniente de carboidratos
fibrosos no tempo t;, kg (h™) corresponde a taxa de degradacéo; k. (h™) é a
taxa fracional constante para a laténcia.

Em seguida, para cada tempo t; do volume registrado para a producao
de gas de matéria seca foi descontado o correspondente Vcg(t) para
obtencéo do perfil de producdo acumulado dos gases oriundos dos CNF. A

este perfil foi ajustado o seguinte modelo:

kq * exp(kqt;) — exp(kqt;)
kd - ka

Vene(t) = VEA[1 — exp(—kgqt)] + VeBy |1 —

em que Vcne(t) € o volume estimado de gas proveniente de carboidratos
fibrosos no tempo t, V;A é o volume final de gas estimado proveniente da
fracdo A; VB é o volume estimado de gas proveniente da fracdo B;.

Uma vez obtidas, as estimativas dos parametros VA e VB, as fragbes

A e B; dos CHOT foram obtidas com base nas seguintes expressoes:
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A =CNF (L) e B, = CNF (ﬂ)
ViA+VyB, ViA+V¢By

As fracOes B, e C foram obtidas da seguinte maneira:

B,(%CHOT) = (1 —U) * FDNcp;
C (%CHOT) = U * FDNcp.

em que U equivale a fracdo indegradavel (%); FDNcp representa a fibra em

detergente neutro, corrigida para cinzas e proteina.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O consumo de matéria seca (CMS) foi semelhante em quase todas as
situagcdes, com excecao de uma pequena reducdo no CMS no tratamento
MRD no segundo periodo. O consumo de carboidratos néo fibrosos (CNF)
apresentou variacdes significativas, onde maiores consumos foram
observados para o tratamento MMF no primeiro e segundo periodo.
Comportamento semelhante foi observado para os consumos de amido
(AMIDO) em porcentagem dos CHOT, e para a digestibilidade dos CNF para
0 mesmo tratamento. Este fato pode ser explicado pela maior densidade do
milho neste tratamento, pois a moagem ocorreu a 1 mm, o que fez com que
a dieta se apresentasse mais homogénea.

Foi detectado somente uma reducéo significativa na digestibilidade da
MS do MRA entre os tratamentos no segundo periodo.

As dietas contendo MRA e MRD causaram maior variagdo no
consumo de FDNcp, CNF e AMIDO com menores consumos detectados no
primeiro e segundo periodos. O consumo de amido foi mais estavel e
constante nas dietas com MMF provavelmente devido a uma menor variacédo
na granulometria do concentrado e uma melhor homogeneizacédo da racéo.
As dietas contendo MRA e MRD proporcionam maior estratificacdo das
particulas no rdamen, onde as maiores particulas podem escapar a
fermentacao ruminal ocasionando os resultados observados.

Os valores de NDT dos milhos processados utilizados neste trabalho
foram menores que os valores apresentados no NRC (1996). Os valores de
NDT do NRC (1996) para o milho moido, para o laminado e para o floculado
sao 88,00, 90,00 e 93,00% respectivamente. O valor estimado mais alto
encontrado foi para o0 MRA (82,14%), sendo que néo foi utilizado o fator de
processamento (PAF) no NRC (2001).

Tabela 5 - Consumos médios diarios de matéria seca e nutrientes obtidos
para as dietas experimentais

PER
VARIAVEL TRAT 1 2 3  p-value CV (%)
MMF 24,15 23,80 23,19 0,069
MS, (kg/d) MRA 2278 21,01 22,23 0,015 5,63

MRD 21,30®® 19,84° 2457% 0,069
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MMF  10,69" 10,96" 11,07 0,003

CNF, (kg/d) MRA 9,42AB"  928%°  11,84® <0,001 4,61
MRD 8,65  9,33AB® 1141® 0,006
MMF 3,72 3,87 3,67 0,023

PB, (kg/d) MRA 3,45 3,31 3,85 0,024 5,97
MRD 3,15 0,20 3,79 0,080
MMF 0,74 0,71 0,77 0,001

EE, (kg/d) MRA 0,67 0,63 0,72 <0,001 4,36
MRD 0,63 0,61 0,78 0,090
MMF 18,91 19,05 19,11 0,081

CHOT, (kg/d) MRA 17,66 16,62 20,29 0,000 5,54

MRD  16,34° 16,08° 20,42 0,044

MMF 22,74 22,46 21,81 0,124

MO, (kg/d) MRA 21,47 19,74 19,85 0,384 8,10
MRD 21,10 18,67 23,10 0,209
MMF 8,60 9,03 9,53 0,050
FDNcp, (kg/d) MRA  8,30% 7,79° 10,32 <0,0001 11,46
MRD  7,549°  7,735° 10,63 0,059
MMF 7,75 8,37 7,88 0,017
AMIDO, (kg/d) MRA 6,48 6,44° 9,24® 0,000 9,56

MRD 5,53° 6,12°  8,454® 0,019

MMF  13,92° 17,19% 17,96® 0,011
NDT, (kg/d) MRA  13,83° 12,04%° 18,97 <0,0001 12,66
MRD  12,04° 12,76%° 1825% 0,005

MMF  62,52° 77,17A% 80,64® 0,011
ED, (Mcal/d) MRA 62,07 54,058 85,18 <0,0001 6,86
MRD 54,06 57,2965 81,92 0,005

MMF 52,17 67,082 70,90 0,096
EM, (Mcal/d) MRA 52,34  4504% 7502% <0,0001 7,21
MRD 44,92  4885° 7157 0,003

MMF  31,50° 38,78" 40,52® 0,011
EL, (Mcal/d) MRA  31,18° 27,15 42,81*® <0,0001 6,86
MRD 27,16° 28,79%° 41.17%® 0,005

MMF 19,27 19,04 15,71 0,284
ELp, (Mcal/d) MRA 17,11 15,84 17,10 0,617 13,86
MRD 14,82 17,65 16,52 0,209

MMF= Milho Moido Fino (1mm); MRA = Milho Grdo Reconstituido e Moido (5mm); MRD = Milho Moido
e Reconstituido (5mm); MS (matéria seca); MO (matéria organica); PB (proteina bruta); EE (extrato
etéreo); CHOT (carboidratos totais); FDNcp (fibora em detergente neutro corrigido para cinzas e
preteina); CNF (carboidratos ndo-fibrosos); AMIDO (amido) e NDT (nutrientes digestiveis totais); ED
(energia digestivel); EM (energia metabolizavel); EL (energia liquida); ELp (energia liquida de
producao); Médias seguidas de mesma letra minUscula na mesma linha e mesma letra mailscula na
mesma coluna nao diferem ente si; CV = coeficiente de variagédo (%).

O consumo de NDT foi menor no primeiro periodo, aumentando

significativamente no terceiro periodo experimental. Estes resultados
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apontam um aumento na eficiéncia de uso da energia com o avango da

gestacdo, que pode ser comprovado com o aumento da digestibilidade da
MS. Os padrbes de ingestdo de MS de vacas de alta producéo e ao inicio
da lactacdo devem ser diferentes dos de vacas com menor potencial
produtivo e/ou ao final da lactacdo (GRANT, 1995). Assim, ingestdo de
matéria seca € o principal fator que afeta a desempenho animal. O gado
leiteiro pode modificar o comportamento de acordo com o tipo, quantidade e
acessibilidade do alimento e praticas de manejo.

N&o foram observadas diferencas significativas para os consumos de
PB, EE, MO e ELp.

A caracterizagdo do valor nutritivo dos alimentos, que envolve
consumo, digestibilidade e eficiéncia de utilizacdo do alimento tem grande
importancia para os ruminantes, pois possibilita inferir sobre sua utilizagéo
por esses animais (FREITAS et al., 2002).

A digestibilidade aparente média para a MS e demais nutrientes e

respectivos coeficientes de variacao estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes obtidos
para as dietas experimentais

PER

VARIAVEL  TRAT 1 2 3 P-value CV %
MMF  49,69° 61,53% 61,67° 0,455

MS MRA 57,74* 4876° 65,31® 0,000 5,07

MRD 56,06 51,46 59,34 0,001
MMF  53,19° 63,91"% 64,16 0,219
MO MRA 59,7 50,88%° 66,74° 0,000 4,87
MRD 58,01 5353® 60,70 0,001
MMF  47,26%° 62,022 63,99° 0,146
PB MRA 58,97 52904° 7292% <0,0001 5,55
MRD 57,925" 56,59 62,33 0,001
MMF 81,43 84,52 74,68 0,001
EE MRA 77,36 83,40 87,20 0,164 6,89
MRD 62,78 71,07 73,69 0,154
MMFE 26,92%° 4470 50,26® 0,004
FDNcp MRA 51,6 3755 66,92° <0,0001 11,34
MRD 42,73"® 4484® 5731 0,005
MMF  54,77° 65,75"% 67,0628 0,166
CHOT MRA 59,862 51,5°° 69,1 <0,0001 5,01
MRD 58,01 55,84"® 63,53 0,002
MMF  78,62" 8591" 8599" <0,0001
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CNF MRA 67,45%° 66,23%° 81,72°%% 0,000 4,10
MRD 70,51"® 69,365 7454% 0,019

MMF= Milho Moido Fino (1mm); MRA = Milho Grdo Reconstituido e Moido (5mm); MRD = Milho Moido
e Reconstituido (5mm); MS (matéria seca); MO (matéria organica); PB (proteina bruta); EE (extrato
etéreo); CHOT (carboidratos totais); FDNcp (fibora em detergente neutro corrigido para cinzas e
preteina); CNF (carboidratos né&o-fibrosos) e AMIDO (amido); Médias seguidas de mesma letra
mindscula na mesma linha e mesma letra mailscula na mesma coluna nédo diferem ente si; CV =
coeficiente de variacéo (%).

Conforme Van Soest (1994), a digestibilidade e utilizacdo dos
nutrientes sdo uma descricdo qualitativa do consumo dos alimentos. Neste
contexto, pode-se observar que as digestibilidade aparentes dos nutrientes,
exeto CNF e CHOT né&o variaram em fungéo do tipo de processamento, pois
exceto a FDNcp todos se comportam como uma entidade nutricional
(LUCAS, 1961).

Os coeficientes de digestibilidade da MS foram significativamente
maiores no terceiro periodo para o MMF e MRA e maior, mas nao
significativo para o MRD. Entre os tratamentos, verificou-se aumento na
digestibilidade da MS apenas no MMF e MRD, que ocorreu no segundo
periodo. Schake et al. (1972), trabalhando com gréo de sorgo reconstituido
para 30% de umidade, sorgo laminado a seco e sorgo floculado
armazenados por 14 dias antes do fornecimento n&o verificou diferengcas no
consumo de MS e nas taxa de ganho, mas a eficiéncia alimentar tendeu a
ser melhorada para o animais alimentados como grao reconstituido. Este
estudo contou com 75 animais por tratamento.

A digestibilidade da FDNcp apresentou grande variacdo entre as
dietas no primeiro periodo, em torno de 26,92% (MMF) a 51,6% (MRA). O
baixo valor da digestibilidade da FDNcp para o MMF no primeiro periodo néo
condiz com o valor observado para a digestibilidade da MS total, que né&o
diferiu.

Com relagdao aos CHOT verificou-se diferenga entre tratamentos
apenas no segundo periodo onde para o MMF, a digestibilidade foi maior em
relacdo aos demais. Com o aumento da vitreosidade do grao de milho ocorre
reducdo na degradabilidade ruminal do amido. Segundo Correa et al. (2002),
os hibridos brasileiros sé&o considerados os mais duros, quando comparados
com hibridos de milho dentado cultivado nos Estados Unidos. O hibrido
brasileiro com menor vitreosidade apresenta maiores valores que o mais

vitreo dos Estados Unidos (CORREA et al., 2002). Assim 0 aumento no grau
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de moagem expbe ainda mais o amido e aumenta a superficie especifica
para ataque microbiano.

A digestibilidade da MO foi maior para o tratamento MMF apenas no
segundo periodo e seguindo o0 que ocorreu com alguns outros resultados, foi
superior para os trés tratamentos no ultimo periodo em relagédo ao primeiro e
segundo periodos.

Com relacéo a PB, a digestibilidade desta fracdo apresentou apenas
uma diferenca significativa entre tratamentos, sendo menor para o0 MMF no
primeiro periodo. Essa reducdo pode estar associada a reducao significativa
na digestibilidade da fibra, o que pode ter reduzido as taxas de crescimento
microbiano.

Para o CNF o MMF apresentou maiores valores de digestibilidade em
relacdo aos demais tratamentos. Owens e Zinn (2005) compararam milho
moido fino e laminado a seco, e afirmaram que o moido fino tem sua
extensdo de digestdo aumentada devido ao maior desaparecimento no
intestino delgado, enquanto o laminado a seco tem digestdo reduzida neste
compartimento, mas ainda pode ser fermentado no intestino grosso. Assim,
aspectos como o menor tamanho de particulas e a maior superficie
especifica podem justificar a menor variagao entre os periodos para o0 MMF-.

Nota-se que, no geral, o MMF apresentou uma menor variagdo de
resultados entre periodos, indicando que a moagem mais uniforme e a
superficie especifica da dieta sédo fatores importantes para menores
flutuacBes no metabolismo ruminal.

Normalmente, a reconstituicdo da umidade dos gréos € feita com
objetivo e armazenar os grdos na forma de silagem. Os eventos que
ocorrem durante o processo fermentativo melhoram a digestibilidade do
amido. A maioria dos trabalhos (PFLUGFELDER et al., 1986; SULLINS et
al., 1971; HIBBERD et al., 1984) se concentram nos estudos com graos
reconstituidos e ensilados e ndo servem para justificar os resultados obtidos
neste estudo.

Na Tabela 7 s&o apresentadas respostas em producao e composicao

do leite.
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Tabela 7 — Producéo diaria de leite (PL) e componentes do leite obtidas
para as dietas experimentais

TRAT PER
VARIAVEL 1 2 3 P-value CV %
MMF 28,86 24,91 23,24 0,421
PL (kg/dia) MRA 23,75 23,26 23,55 0,216 11,25

MRD 25,75 2494 2287 0,705
MMF  3,35"8 4.41 3,66 0,0471

G, % MRA  3,91* 3,57 4,18 0,0023 8,27
MRD  2,59%2 3,77° 3,95° 0,0041
MMF 1,95 1,91 1,99  0,0513

C18:2 MRA 1,66 1,70 1,62 0,7395 10,8
MRD 2,04 1,86 1,81  0,8698
MMF 3,35 3,44 331 0,958

PROT, % MRA 3,29 3,55 327 0,102 5,74
MRD 3,11 3,51 3,41 0,647
MME 4,30 4,33 391 0,821

LAC, % MRA 4,54 3,91 4,13 0,224 5,58
MRD 4,21 4,25 4,32 0,127
MME 11,905 13,14 11,74 0,275

ES, % MRA 12,695 11,85 12,48 0,043 3,63
MRD  10,78° 12,44* 12,6 0,001
MMF 8,55 8,73 8,08 0,927

ESD, % MRA 8,79 8,28 830 0,294 9,08
MRD 8,19 8,67 8,65 0,020

MMF= Milho Moido Fino (1mm); MRA = Milho Grdo Reconstituido e Moido (5mm); MRD = Milho Moido
e Reconstituido (5mm); G (gordura do leite), PROT (proteina do leite), LAC (lactose do leite); ES
(extrato seco do leite); ESD (extrato seco desengordurado); Médias seguidas de mesma letra
minldscula na mesma linha e mesma letra maildscula na mesma coluna nédo diferem ente si; CV =
coeficiente de variacéo (%).

N&o foram observadas diferencas entre as dietas em relacdo a PL,
PLC, PROT, LAC e ESD. Também néao foi verificado inversdo na relacéo
gordura/proteina entre as dietas. A auséncia de significancia para a
producéo de leite pode ser explicada pela auséncia de resposta no consumo
de MS. A producdo de leite foi em média 82% da producdo esperada.
Todavia, o sistema NRC (2001) seja amplamente difundido e satisfatério
para 0 uso em condicbes temperadas, esse conjunto de equacodes
apresentada variacbes nos valores de predicdo quando aplicado em
condicbes tropicais, tornando as estimativas substancialmente desviadas
dos valores observados in vivo (COSTA, 2002; SILVA, 2004; OLIVEIRA,
2005).
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J& para os teores de gordura, foi verificada diferenca significativa no
apenas no primeiro periodo, sendo o MRA maior em relacdo aos demais.
Isto pode estar relacionado a uma maior producdo de precursores da
gordura do leite devido a melhor digestibilidade da FDNcp verificada para o
mesmo tratamento.

Com relacdo ao desempenho, estudos de Riley et al. (1975) e Bolsen
e Riley (1976) relataram que nao houve diferenca na producdo de vacas
alimentados com grédos de sorgo reconstituido e aqueles alimentados com
grdos de sorgo seco laminado, mas esses estudos tiveram replicagéo
limitada e os detalhes do processo de reconstituicdo nao foram
completamente descritos nesses estudos.

Com relacdo ao acido octadecadiendico, que possui caracteristica
nutracéutica (PALMQUIST e MATOS, 2006), nota-se que nao houve
influéncia do processamento sobre a producdo deste acido graxo, também
chamado de &cido linoleico conjugado (CLA). Efeitos sobre o CLA sé&o
geralmente observados quando ocorrem alteracdes nos niveis e no tipo de
gordura da dieta (JENKINS e PALMQUIST, 1982; JENKINS, 1993). Neste
trabalho o consumo de EE situou-se em torno de 0,7 kg/dia, sendo oriundo
das mesmas fontes em todas as dietas, o que justifica a auséncia de
significancia.

Griinari et al., 1998 verificaram redugcéo na concentracado de CLA na
gordura do leite em animais alimentados com uma dieta que resultou em
queda no pH ruminal, porém neste trabalho ndo foram observadas reducdes
significativas no pH ruminal.

Grande parte das teorias propostas para a queda de gordura do leite
deve-se a baixa quantidade de precursores lipidicos, baseadas em
observacbes de reduzida producdo de acetato e butirato e aumento na
formacao de propionato quando da utilizacao de baixa fibra na dieta. O efeito
do aumento da producédo de propionato sobre a sintese do leite € geralmente
relacionado como mediado pela indugéo da troca de substancias lipogénicas
induzidas pela insulina. Propionato e glicose estimulam a liberacdo de
insulina (SUTTON, 1985), sugerindo que o0 aumento na secrecdo de insulina
resultante da ingestdo de baixa quantidade de fibra reduziria a liberacédo de

acidos graxos do tecido adiposo, assim reduzindo o suprimento de lipidios a

58



glandula mamaria. A insulina também estimula o uso de acetato e butirato
para a sintese de lipidios nos tecidos adiposos.
Na Tabela 9 sédo apresentados os teores das fracdes dos CHOT e as

taxas de degradacao das fracbes A+B; e fracao B..

Tabela 8 - Fracionamento dos carboidratos totais dos alimentos utilizados
como componentes da dieta e taxa de degradacéo das fracbes

Fracbes (%CHOT) Taxa de degradacdo em h*

Alimento .
FR-A FR-B; FR-B, FR-C kd (A+B,) e intervalo kd (B>)

S. Milho 1,14 43,24 38,86 16,77 | 0,2353 (0,1543-0,3164) 0,09
MMF 3,66 73,35 20,77 2,21 | 0,2196 (-4,356-0,8748) 0,19
MRA 4,13 76,75 18,02 1,10 | 0,3147 (-0,1623-0,7917) 0,27
MRD 4,38 72,72 20,78 2,13 | 0,2654 (0,2421-0,2888) 0,16
F.Trigo 4,94 37,91 37,90 19,25 0,0879 (0,0630-0,1129) 0,01
F.Soja 4,44 73,24 20,35 1,97 0,083 (0,0606-0,1055) 0,02

MMF= Milho Moido Fino (1mm); MRA = Milho Grdo Reconstituido e Moido (5mm); MRD = Milho Moido
e Reconstituido (5mm).

Verifica-se na tabela acima que os teores das fracdes dos CHOT é
semelhante para o milho processado de diferentes formas. Verifica-se no
entando que os teores da fragdo C para 0 MRA é aproximadamente 50%
menor em relacdo ao MMF e MRD. Este fato pode ser justificado pela
liberacdo da maior parte do pericarpo que recobre os graos de milho e perda
durante o processo de moagem neste tratamento. O pericarpo representa,
em média, 5% do grdo, sendo a estrutura que protege as outras estruturas
do gréo da elevada umidade do ambiente, insetos e microrganismos, sendo
responsavel por até 54% da fibra do grao de milho (PAES, 2006). Este é
constituido basicamente por material lignocelulésico. Para a silagem de
milho, farelo de soja e farelo de trigo os valores de todas as fracdes estéo
proximos aos das tabelas do “Cornell Net Carbohydrate and Protein System”
(CNCPS).

A velocidade de degradacao das fracoes A+B; do milho para o MRA e
MRA foi em média 30% superior ao MMF indicando que provavelmente a
umidade das particulas reconstituidas e a liberacao do pericarpo favoreceu a
atividade enzimatica microbiana. Sullins et al. (1971) propuseram que 0
amolecimento promove mudancas na degradacdo da matriz de proteina dos
granulos de amido, porém em graos reconstituidos e ensilados. A sua

analise microscoépica revelou que a estrutura do endosperma do gréao
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reconstituido foi modificado e aumentou da acessibilidade do gréanulos de
amido.

Quase as totalidades dos trabalhos revisados empregam a
reconstituicAo como preparacdo para ensilagem dos graos e ndo servem
para explicar os resultados obtidos neste trabalho. Entre 1971 e 1981, vérios
estudos (Sullins et al, 1971;. Wagner et al, 1974;. Hibberd et al, 1981).
indicaram que o inicio da germinacao poderia explicar o altera¢cdes quimicas
observadas em graos de sorgo reconstituidos. No nosso trabalho nao foi
verificado germinacao devido ao curto periodo de tempo utilizado. Por outro
lado, quando os graos de milho foram moidos grosseiramente e em seguida
passam pelo processo de reconstituicdo (MRD), ocorreu uma pequena
elevacdo da temperatura das particulas de milho durante este processo,
provavelmente devido a um inicio de fermentacdo, o que poderia explicar a
maior velocidade de degradacao deste processamento em relacdo ao MMF.

Sullins et al. (1971) detectou que a germinacdo de grdos durante a
ensilagem promove libertacdo de hormdnios como a giberelina, que podem
migrar para a camada de aleurona e estimular a libertacdo de protease e de
amilase pela semente. A protease inicia a degradacdo da proteina que
envolve os granulos de amido e favorece o ataque microbiano em nivel de
ramen. Verificou-se também que a reconstituicio antes da operacdo de
ensilagem com milho quebrado inibiu a degradacdo do endosperma e da
matriz proteica, porque os hormoénios foram incapazes de mover a partir do
embrido para a camada de aleurona e ativar estas enzimas.

Assim a moagem ou quebra antes da reconstituicdo destroi esta via
de sinalizacdo e inibe a maior parte do processo autolitico (SULLINS et
al.,1971). No entanto, algumas enzimas presentes nas particulas de grao de
ainda foram ativadas quando a agua era adicionada, o que poderia resultar
em alguma degradacéo enzimatica (SULLINS et al., 1971).

Na Tabela 10 encontram-se os valores meédios estimados da porcao
indegradavel (U), o periodo de laténcia (A\) e o volume final de gases da
fermentacdo microbiana (Vf) para os alimentos utilizados no presente

estudo.
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Tabela 9 — Valores médios estimados para o periodo de laténcia (A), porcao
indegradavel (U) e volume final de gases da fermentacéo
microbiana (Vf) para os alimentos utilizados

Alimentos Parametros
A U VT

S. Milho 0,37 31,27 11,00
MMF 1,75 7,47 16,26
MRA 0,69 9,31 15,57
MRD 2,38 5,91 15,22
F. Trigo 0,94 43,71 10,80
F. Soja 0,35 6,02 18,71

MMF= Milho Moido Fino (1mm); MRA = Milho Grdo Reconstituido e Moido (5mm); MRD = Milho Moido
e Reconstituido (5mm); A = (horas); U = fracdo indegradavel (%); Vf = volume maximo de gas
produzido (mL).

A laténcia, que representa o tempo de preparo do substrato para a
digestdo microbiana foi maior para o0 MRD. Porém, apesar do maior tempo
de colonizacdo este alimento apresentou as maiores taxas de degradacéo.

Segundo Jobim (1996) os graos de milho, mesmo quando triturados
ou parcialmente quebrados, sao protegidos pelo pericarpo, o qual € muito
resistente a degradacédo microbiana e quando os graos de milho sdo moidos
grosseiramente e em seguida passam pelo processo de reconstituicdo
(MMG), né&o ocorre liberagcdo do pericarpo. Este fato pode retardar a agéo
microbiana, pois considerando que os graos de milho foram moidos a 5 mm
e supondo que pelo menos um dos lados permaneceu com 0 pericarpo
aderido. O mesmo ocorre com o MMF, porém a superficie especifica para
acdo microbiana é maior devido a moagem a 1 mm.

Naturalmente a silagem de milho e o farelo de trigo apresentaram
maiores valores de fracdo indegradavel devido a maior porcentagem de fibra

na composicao (Tabela 1, item 4.2.1).
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4.4, CONCLUSOES

A utilizacdo da reconstituicdo antes ou depois da moagem grosseira
ndo altera o consumo e a digestibilidade da matéria seca. Os
processamentos estudados também ndo melhoram a producdo, a
composicao centesimal e o perfil de acidos graxos do leite em relacdo ao
tratamento convencional, neste caso o milho moido fino (1 mm).

Em geral o milho moido fino (1 mm) causa menor variacdo no
consumo e digestibilidade, indicando que a moagem mais uniforme e a
superficie especifica da dieta sédo fatores importantes para menores
flutuagbes no metabolismo ruminal.

Na reconstituicdo seguida de moagem a 5 mm, ocorre a liberacdo da
maior parte do pericarpo que recobre os grédos de milho e perda deste
pericarpo durante o processo de moagem O que promove aumento na

velocidade de degradacéo das fragoes A+B;j.
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5. CAPITULO 3
Teores de amido fecal, pardmetros ruminais e sintes e microbiana em

vacas alimentadas com graos de milho reconstituido.

5.1. INTRODUCAO

A presenca de uma matriz protéica ao redor do granulo de amido,
dificulta a acdo das enzimas digestivas (KOTARSKI et al., 1992) e
consequentemente pode reduzir a digestibilidade do amido e até mesmo
ocasionar perdas nas fezes. Essa matriz protéica € mais significativa nos
graos de sorgo e milho que nos demais cereais (SNIFFEN et al., 1987). O
grao inteiro, com o pericarpo intacto, € muito resistente a digestdo pelos
ruminantes e impede a adesdo de bactérias (BEAUCHEMIN et al. 1994;
MCALLISTER et al. 1994).

Visando aumentar a susceptibilidade da molécula de amido ao ataque
enzimatico no rumen, varias formas de processamento de grédos vém sendo
estudadas. Estas alteragbes na estrutura do granulo de amido aumentam a
digestdo amilolitica por parte das enzimas de microrganismos ruminais. O
processamento fisico na presenca de umidade permite uma maior digestéao
enzimatica (NOCEK e TAMMINGA, 1991). Os microrganismos ruminais
necessitam também de condicbes de meio especificas para permitir a
normalidade do metabolismo e crescimento e maior utilizagdo do amido. O
pH ruminal € o principal fator quimico que afeta o crescimento microbiano,
devendo manter-se na faixa de 6,7 + 0,5 para permitir a adequada atividade
microbiana (VAN SOEST, 1994). O crescimento microbiano pode ser
afetado se ocorrer queda acentuada no pH quando dietas com alta
guantidade de amido rapidamente fermentavel sdo fornecidas. (SNIFFEN at
al., 1992).

A producdo de proteina microbiana é resultado da eficiéncia
microbiana (g de nitrogénio bacteriano / kg de matéria orgéanica digerida no
rimen) (SNIFFEN et al. 1992). Porém, a proteina e os lipidios que estao
presentes na matéria organica contribuem pouco com a energia para o0s
microrganismos, assim estudos tém sugerido que o mais apropriado seria

expressar a eficiéncia microbiana como funcéo da digestdo de carboidratos
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no rimen. Desta forma, a produgdo microbiana (gN) passa a ser resultado
da quantidade de substrato fermentado no rimen (carboidrato) e da
eficiéncia microbiana (gN / kg de carboidrato fermentado) (RUSSEL et al.
1992). Assim quanto maior for a digestibilidade ruminal da fonte de amido,
seja devido ao processamento ou nhao, maior a sintese de proteina
microbiana.

Deste modo, faz-se necessario determinar ou estimar a producao de
proteina microbiana, pois a concentracdo de amonia ruminal representa uma
medida de excesso e nao necessariamente vai refletir a eficiéncia de
crescimento de todos os microrganismos ruminais (MORRISON e MACKIE,
1996; OBA e ALLEN, 2003).

Com relacdo a avaliacdo das perdas de amido nas fezes, Owens e
Zinn (2005) sugeriram esta como estimativa da digestibilidade do amido e do
teor de energia liquida de mantenca e de ganho do milho. As equacdes
descritas por estes autores e por Zinn et al. (2007) para a estimativa da
digestibilidade do amido a partir do teor de amido fecal apresentam R? de
0,90 a 0,96. Zinn et al. (2002) ja haviam sugerido utilizar o teor de amido
fecal para avaliar programas nutricionais em confinamentos. Segundo eles,
maiores concentracbes de amido nas fezes indicam também uma provavel
alteracéo no local de digestédo, passando do rumen para o pés ramen.

Assim, desenvolveu-se este trabalho com o objetivo de avaliar o efeito
da reconstituicdo associada a moagem grosseira dos graos de milho sobre a
digestibilidade e os teores de amido fecal em vacas leiteiras, o pH ruminal e
a concentracao de acidos graxos volateis e a sintese de proteina microbiana

ruminal.
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5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Local, animais, tratamentos e coletas

O experimento foi realizado no setor de Bovinocultura de Leite do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.

A cidade de Vigosa esté localizada na Zona da Mata Mineira, com 649
m de altitude. Geograficamente esta definida pelas coordenadas de
20°45'20” de latitude sul e 42°52’40” de longitude oeste. De acordo com
dados fornecidos pelo Departamento de Engenharia Agricola da
Universidade Federal de Vicosa, o clima de Vigcosa é subtropical, com
inverno frio e seco e verdo quente e Umido, sendo classificado como Cwa
subtropical, segundo a classificacdo proposta por Képpen.

Foram utilizadas seis vacas da raca Holandesa Malhada de Preto,
puras e puras por cruza, distribuidas em dois quadrados latinos 3 X 3,
balanceados de acordo com o periodo de lactacdo para que todas as vacas
apresentassem no final do experimento menos de 150 dias de gestacéao.

Os animais foram manejados em baias individuais, tipo “Tie Stall”,
onde receberam, alimentacdo a vontade duas vezes ao dia, as 6:30 e as
15:30 horas. O experimento constou de trés periodos com duracdo de 21
dias cada um, sendo 0s nove primeiros para adaptacdo as dietas e 0s
demais para a coleta de dados. Os tratamentos foram compostos pela
utilizacéo de diferentes formas de processamento do milho no concentrado,
sendo: MMF - Milho duro moido fino (Imm), MRA - Milho duro gréo
reconstituido e moido grosso (5 mm) e MRD - Milho duro moido grosso (5
mm) e reconstituido.

As dietas foram calculadas de acordo com o NRC (2001), de forma a
atender as exigéncias nutricionais de vacas com 600 kg de peso corporal e
producédo diaria 30kg de leite com 3,5% de gordura. Os célculos foram feitos
de modo que as dietas fossem isoprotéicas. As dietas foram constituidas de
silagem de milho (Zea mays - hibrido AG-1051) na proporcédo de 60% de
volumoso e 40% de concentrado, na base da matéria seca.

No capitulo 2, na Tabela 1 € apresentada a composicao

bromatoldgica dos ingredientes e suplementos utilizados no experimento e
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nas Tabelas 2 e 3 sdo apresentadas as proporcdes dos ingredientes
utilizados na formulagdo dos concentrados e a composi¢cdo bromatolégica
estimada dos concentrados, respectivamente. Na Tabela 4 e apresentada a

proporcao dos ingredientes utilizados nas dietas.

5.2.2. Determinagéo da digestibilidade e do teor de  amido nas fezes

Com objetivo de determinar a digestibilidade da fragdo amido e os
teores de perda de amido nas fezes foram efetuadas analises dos teores
amido fecal por meio da técnica de espectroscopia de reflectancia no
infravermelho proximo (NIRS). Os espectros das amostras de fezes foram
obtidos em intervalos de 2 nm, em uma amplitude de 1100 a 2498 nm,
utilizando o aparelho NIRSystem 5000 (Foss NIRSystems Inc., Silver Spring,
MD, USA) do Laboratoério de Nutricdo e Crescimento Animal, ESALQ - USP.
Os dados espectrais foram armazenados como log 1/R (R = reflectancia).

Para determinacéo do coeficiente de digestibilidade aparente total do

amido foram efetuados os célculos segundo Coelho da Silva e Le&o (1979).

5.2.3. Determinacao de parametros ruminais

Para medicdo do pH foram colhidos 100 mL do liquido ruminal,
aproximadamente, via sonda esofagica segundo Ortolani (1981), quatro
horas apds a alimentacdo fazendo-se a leitura imediatamente com auxilio de
um potencidémetro digital, no 16°dia de cada periodo experimental.

Para a determinagcdo da concentracdo dos acidos graxos volateis
(AGVs): acético, propiénico e butirico, foram coletados 50 mL do liquido de
rimen nos mesmos dias e horarios e filtrados em gaze dupla. No laboratério
de Nutricdo Animal do DZO/UFV, foram retiradas aliquotas de 2 mL, nas
quais foram adicionados 1 mL de acido metafosforico a 20% e 0,2 mL de
acido fénico a 1% (como padrao interno). Em seguida foram centrifugadas a
17000 rpm, por 15 minutos, sendo o sobrenadante utilizado para as leituras
das concentracdes de acidos graxos volateis (AGVS). As leituras dos AGVs
foram realizadas em Cromatografo Liquido de Alto Desempenho (HPLC),
marca SHIMADZU SPD-10 A VP, detector Ultra Violeta (UV) e comprimento
de ondas de 210 nm. A coluna usada foi C18 (fase reversa). Como fase
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movel utilizou-se o acido férmico 0,1% em &gua, fluxo de 1,5 mL/minuto,

pressao na coluna del168 Kgf e volume injetado 20 uL.

5.2.4. Estimativa da producdo de compostos microbia  nos

Também no 16° dia de cada periodo experimental foram coletadas foi
coletado ainda uma amostra “spot” de urina foi quatro horas apos a
alimentacdo com a finalidade de estimar eficiéncia microbiana ruminal.
Depois de homogeneizadas e filtradas, foram obtidas aliquotas de 10 mL
que foram diluidas em 40 mL de acido sulfurico 0,036 N para evitar
destruicdo bacteriana dos derivados de purinas e a precipitagdo do acido
Urico, e armazenadas a - 20°C para posteriores analises de nitrogénio total,
uréia, alantoina, acido urico e creatinina.

As analises de alantoina na urina e no leite foram determinadas pelo
método colorimétrico, segundo Fujihara et al. (1987), descrito por Chen e
Gomes (1992). As determinacdes de creatinina e do &cido arico na urina e a
determinacao da uréia no soro e na urina foram realizadas por meio de kits
comerciais.

O volume urinario médio diério foi obtido, dividindo-se a excrecao total
de creatinina (concentragédo de creatinina em mg/kg de PV multiplicada pelo
peso vivo) pela concentracdo de creatinina na amostra spot de urina, sendo
o valor de 24,4 mg/kg de PV de creatinina, utilizado para a estimativa do
volume urinario. Esse valor foi a média encontrada por Pereira (2003), para
vacas nos tercos inicial e médio da lactacdo. A excrecao total de derivados
de purina foi calculada pela soma das quantidades de alantoina e acido urico
excretadas na urina e das quantidades de alantoina secretadas no leite,
expressas em mmol/dia.

As purinas absorvidas (X, mmol/dia) foram calculadas a partir da
excrecdo de DP (Y, mmol/dia), por meio da equagédo Y = 0,85X + 0,385
PV%" em que 0,85 é a recuperacéo de purinas absorvidas como derivados
de purinas e 0,385 PV%" a contribuicdo endégena para excrecdo de purinas
(Verbic et al., 1990).

A sintese de compostos nitrogenados microbianos no ramen (Y,

gN/dia) foi calculada em funcdo das purinas absorvidas (X, mmol/dia), por
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meio da equacao Y = (70X)/ (0,83 x 0,116 x 1000), em que 70 representa o
contetdo de N na purinas (mg N/mmol); 0,83, a digestibilidade das purinas
microbianas e 0,116; a relacdo N-purina:N total nas bactérias (Chen e
Gomes, 1992).

5.2.5. Anélises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o quadrado latino duplo
paralelo 3 x 3. O modelo linear misto dos efeitos correspondentes foi o
seguinte:

Yik = M + ai+ B + Ck + aj + ek

onde: yjx representa a observacao da vaca k dado tratamento i no periodo j;
a; representa o efeito fixo do i-esimo tratamento, i = 1, 2,..., n; B; representa
o efeito fixo do periodo j, j = 1, 2,...,np; e ¢ representa o efeito aleatorio da
vacak, k=1, 2,...,ne com variancia 0.

Os dados coletados foram analisados por intermédio o comando
MIXED do programa estatistico SAS (SAS, 2007). Este procedimento define
as variaveis fixas e aleatorias do modelo, utiiza o método de maxima
verossimilhanca para estimar os componentes de variancia.

Neste projeto o quadrado latino possui um desenho ou modelo de
medidas repetidas, segundo o qual as vacas sao observadas ao longo do

tempo, embora com designacdes de tratamento diferentes em cada periodo.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os valores de amido fecal e digestibilidade do
amido.

O tipo de processamento alterou claramente o local de digestdo do
amido, onde nos tratamentos envolvendo a reconstituicdo (MRA e MRD)
ocorreu em média 50% de aumento nas perdas amido nas fezes. Este fato
se deve as mudancas da gravidade especifica dos grdos apds a moagem a
1 ou 5 mm, promovendo diferencas na taxa de passagem e efeitos na

utilizagdo do amido.

Tabela 1 — Teores médios de amido fecal e digestibilidade do amido
PERIODO
VARIAVEL TRAT 1 2 3 p-value CV %
MMF 6,490 4,095° 5,24® <0,0001
Amido fecal (%MS) MRA 10,380 10,155 12,17* 0,9186 19,04
MRD 11,110 12,53" 10,265" 0,3216
MMF 86,67 90,96 9526 0,008
DAMIDO (%) MRA 84,82 8453 92,65 0,001 3,52

MRD 79,07 86,51 88,44 0,488

MMF= Milho Moido Fino (1mm); MRA = Milho Grdo Reconstituido e Moido (5mm); MRD = Milho Moido
e Reconstituido (5mm); Médias seguidas de mesma letra miniscula na mesma linha e mesma letra
maiuscula na mesma coluna ndo diferem ente si; CV = coeficiente de variagao (%).

Segundo Huber, 1976 e Lee, 1977, o amido que nao € digerido no
rimen tem uma taxa de passagem muito rapida pelo intestino delgado, e
uma grande parte passa para o intestino grosso sofrendo fermentag&o
microbiana. Neste local, devido a producéo de &cidos graxos volateis e acido
latico, o pH da digesta pode reduzir ao ponto de causar problemas para a
mucosa intestinal, amolecimento das fezes e acidose local(CAETANO,
2008).

De acordo com Owens et al., (1986), a glicose absorvida no intestino
teoricamente apresentaria uma eficiéncia energética 42% superior em
relacdo aos AGV produzidos pela fermentacdo da glicose no rumen.
Entretanto, a maior fermentacdo de amido que se obtém com fontes de
amido de alta degradabilidade ruminal poderia garantir um maior aporte de

energia total para o animal.
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Alguns trabalhos tém demonstrado que o aumento do fluxo de
proteina para o intestino delgado acarreta um aumento na sintese de
amilase pancreatica (HUNTINGTON, 1997). Desta forma, o incremento no
fluxo de proteina para o intestino acarreta um aumento na digestibilidade do
amido que chega ao intestino delgado e um aumento na concentracao portal
de glicose (TANIGUCHI et al., 1995). Estes resultados demonstram a
importancia da sincronizacdo da degradabilidade ruminal entre as fontes de
proteina e amido.

A utilizacdo das fontes de proteina e de amido de alta degradabilidade
ruminal acarreta um aumento na eficiéncia microbiana e consequentemente
um maior fluxo de proteina para o intestino delgado (SPICER et al., 1986;
STREETER et al.,, 1989; ZINN, 1993a, b), aumentando a producdo de
amilase e permitindo melhor digestdo do amido no intestino.

O amido que escapa a digestdo ruminal pode muitas vezes pode nao
sofrer digestdo no intestino delgado. Quando o amido chega ao intestino
grosso, sofre fermentacdo microbiana. Neste local, devido a producéo de
acido latico e acidos volateis, o pH da digesta diminui até o ponto de
aumentar a osmolaridade, irritar a mucosa intestinal e provocar diarréia e
diminuicao da MS fecal (CHANNON et al. 2004).

Na Tabela 12 sdo apresentados os valores meédios para alguns

parametros ruminais obtidos para as dietas experimentais.

Tabela 2 - Teores médios de acido latico (AL), acido acético (AA), acido
butirico (AB) e pH ruminal obtidos para as dietas experimentais

VARIAVEL PER

(mmol/dL) TRAT 1 2 3 p-value CV %
MME 2,11 1,55 357 0,1832

AA MRA 2,56 1,46 3,43  0,0059 30,84
MRD 4,42 2,10 324  0,2621
MMF 0,64° 0,75% 1,22 0,608

AP MRA 0,80% 0,72° 1,17% <0,0001 13,41
MRD 0,63" 0,912 1,26 0,3194
MME 0,08 0,06 0,06 0,1476

AB MRA 0,07 0,06 0,10 0,5047 21,79
MRD 0,06 0,07 0,06  0,0705
MME 6,25 6,25 6,25  0,0007

pH MRA 6,05 6,10 6,10 0,0108 1,89
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MRD 6,45 6,25 6,40 0,0527

MMF= Milho Moido Fino (1mm); MRA = Milho Grdo Reconstituido e Moido (5mm); MRD = Milho Moido
e Reconstituido (5mm); Médias seguidas de mesma letra mindscula na mesma linha e mesma letra
mailscula na mesma coluna nao diferem ente si; CV = coeficiente de variagdo (%).

Ndo foram encontradas diferencas significativas para as
concentracbes de &cido acético, propibnico e butirico entre as dietas
avaliadas. Apesar de néo terem sido encontradas diferencas verifica-se um
aumento numérico na concentracdo de AA e um aumento significativo nas
concentracbes de AP no terceiro periodo experimental condizente com os
maiores valores de digestibilidade da MS, MO, PB e FDNcp observados
neste periodo.

O pH ruminal n&o variou significativamente entre as dietas avaliadas,
sendo que para o MMF, os valores foram constantes nos trés periodos.
Pereira (2003), trabalhando com vacas no terco inicial da lactacéo,
alimentadas com dietas a base de farelo de soja, fuba de milho e silagem de
milho, com 15,5% de PB na MS da dieta total, observou valores de pH (6,48;
6,10; 6,05 e 5,88) proximos aos relatados nesse experimento, nos intervalos
de amostragem de 0, 2, 4 e 6 horas apés a alimentacéo, respectivamente.
Situando-se esses valores bem proximos aos relatados na presente
pesquisa e cosiderados adequados para um metabolismo ruminal normal.

Na Tabela 6 sintese de compostos nitrogenados microbianos (NM) e

eficiéncia microbiana (EM) obtido para as dietas.

Tabela 3 - Média da sintese de compostos nitrogenados microbianos (NM) e
eficiéncia microbiana (EM)

VARIAVEL TRAT PER
(mmol/dia) 1 2 3 p-value CV %
MMF 213,43 226,37 527,47" 0,0065
NM (g/dia) MRA 267,97 18569 311,1° <0,0001 14,7

MRD 318,01 234,86 523,25" 0,0427
MMF  78,32%® 80,25° 186,72 0,006
EM (g/kgNDT) MRA  106,77"® 76,94 105,17° <0,0001 15,5

MRD 137,29°% 9995° 177.24"% 0,0239

MMF= Milho Moido Fino (1mm); MRA = Milho Grdo Reconstituido e Moido (5mm); MRD = Milho Moido
e Reconstituido (5mm); Médias seguidas de mesma letra mindscula na mesma linha e mesma letra
mailscula na mesma coluna nao diferem ente si; CV = coeficiente de variagdo (%).
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As dietas contendo MMF e MRD resultaram em maiores valores de
NM somente no terceiro periodo, ndo apresentando diferenca entre
tratamentos, confirmando os dados apresentados sobre maior digestibilidade
da MS e MO neste mesmo periodo experimental. A eficiéncia microbiana
variou entre tratamentos e periodos, sendo menor para a dieta contendo
MMF no primeiro periodo e menor para MRA no terceiro periodo. Para as
dietas contendo MMF e MRA os valores foram menores que os valores
sugeridos pelo NRC (2001) de 130 g PBmic/kg de NDT. Somente a dieta
contendo MRD atingiu o valor recomendado pelo NRC (2001), sendo em
média 138,16 g/kg NDT.

Ao que tudo indica, apesar das dietas terem sido calculadas de
acordo com o NRC (2001) o suprimento de energia, para a sintese de
proteina microbiana, principal fonte de aminoacidos para vacas em lactacao
(SCHWAB, 1996), nao foi satisfatorio. Outros fatores que poderiam interferir
na sintese microbiana como o pH ruminal apresentaram-se dentro da faixa
ideal. Isto pode ser confirmado pela producédo de leite, que apresentou

valores cerca de 30% abaixo do esperado.
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5.4. CONCLUSOES

Os tratamentos que envolveram a reconstituicdo associada a
moagem grosseira do milho promovem maiores perdas de amido nas fezes,
porém a digestibilidade total do amido ndo varia com o processamento,
sendo igual para todas as dietas, e com valores proximos a 80%.

Os processamentos estudados ndo alteram as concentracdoes de
acido acético, propidnico e butirico, sendo que dieta contendo MMF promove
menor variacdo no pH ruminal. A reconstituicdo depois da moagem a 5 mm

aumenta a efici€ncia microbiana ruminal.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Processamento de grdos de milho baseado em reconstituicdo da
umidade, associada a moagem grosseira (5 mm), ndo altera 0 consumo e a
digestibilidade da matéria seca, bem como a producdo e composi¢cdo do
leite.

A reconstituicdo da umidade e moagem a 5 mm dos grédos de milho
nao altera a concentracdo ruminal de acido acético, propiénico e butirico,
sendo que reconstituicdo feita depois da moagem aumenta a eficiéncia
microbiana ruminal. Ocorre maiores perdas de amido nas fezes com a
utilizacao destas formas de processamento, porém a digestibilidade total do
amido nao varia.

Na reconstituicdo feita antes da moagem a 5 mm, maior parte do
pericarpo aderido ao grdo de milho é liberado, sendo que estes
processamentos nao alteram a estrutura dos granulos de amido e a

quantidade de amido liberado pela acao enzimatica.
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7. APENDICE

Tabela — Perfil de acidos graxos do leite, separados por tamanho da cadeia
e numero de ligacdes, obtidas para as dietas experimentais

PER ANIM TRT AGCC AGCM AGCL AGS AGI AGPI AGMI

[EEN

MRD 6,76 8,51 68,21 73,95 25,41 1,94 23,56
MRD 6,12 8,08 69,38 71,62 27,44 3,11 24,73
MRA 6,41 7,12 70,46 74,16 24,92 2,21 23,10
MRA 6,61 8,82 67,31 71,93 27,40 1,89 25,61
MMF 6,27 8,90 68,29 71,42 27,88 2,48 25,51
MMF 6,32 8,02 69,29 74,21 25,06 2,24 23,07
MRA 6,30 7,33 70,22 72,88 26,33 2,10 24,49
MRA 6,29 7,34 70,22 73,09 26,11 2,25 24,13
MMF 1,59 7,66 73,99 71,75 27,33 2,39 25,32
MMF 6,69 9,09 66,85 72,14 26,99 2,27 25,07
MRD 5,88 7,60 71,83 69,30 29,92 2,52 27,60
MRD 6,33 7,45 70,28 73,14 26,17 2,08 24,30
MMF 6,26 7,77 69,36 72,34 26,86 2,26 24,87
MMF 6,10 7,32 70,23 71,97 27,14 2,77 24,70
MRD 6,35 7,92 68,89 73,86 25,40 2,33 23,30
MRD 6,79 9,00 66,74 73,48 25,80 2,12 23,87
MRA 6,03 7,78 70,69 72,94 26,37 2,19 24,32
MRA 6,40 8,00 69,05 74,31 25,08 1,80 23,45

WWWWWWNNNNNNERE R PR PR
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Tabela 3 — Perfil de acidos graxos do leite obtidos para as dietas
experimentais (g/1009)

PER ANIM TRT C4:0 C6:0 C8:.0 C10:0 C10:1 C11:0 C12:0

1 1 MRD 2,87 232 157 3,66 043 0,09 434
1 2 MRD 2,68 205 140 324 049 0,17 4,18
1 3 MRA 2,89 217 135 294 047 0,08 3,65
1 4 MRA 2,87 223 151 3,67 049 0,10 4,56
1 5 MMF 2,60 216 151 3,84 040 0,11 454
1 6 MMF 2,81 213 139 339 035 0,10 4,18
2 1 MRA 2,76 215 139 3,10 040 0,09 3,74
2 2 MRA 2,79 2,13 137 3,08 041 0,09 3,76
2 3 MMF 0,02 039 118 3,14 046 0,10 3,97
2 4 MMF 2,88 227 155 3,82 047 0,10 4,70
2 5 MRD 2,49 201 138 336 0,29 0,07 3,88
2 6 MRD 2,89 210 1,34 3,18 0,35 0,07 3,85
3 1 MMF 2,68 215 144 330 041 0,09 3,97
3 2 MMF 2,75 204 131 3,00 043 0,12 3,78
3 3 MRD 2,73 218 144 328 048 0,09 4,08
3 4 MRD 2,93 231 155 3,81 045 0,10 4,64
3 5 MRA 2,57 209 138 338 0,33 0,08 3,99
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3 6 MRA 2,86 215 140 3,36 041 0,08 4,15
ER ANIM TRT Ci12:1 C13:.0 C14:.0 C15:0 C16:0 C17:0 C17:1
1 1 MRD 0,12 0,25 12,44 1,83 33,4 047 0,20
1 2 MRD 0,16 0,43 11,39 246 34,61 0,58 0,27
1 3 MRA 0,13 0,25 11,65 198 39,97 0,46 0,25
1 4 MRA 0,16 0,27 12,96 1,83 33,19 042 0,24
1 5 MMF 0,14 0,27 12,42 192 31,49 047 0,25
1 6 MMF 0,11 0,26 1255 1,85 36,26 0,47 0,22
2 1 MRA 0,11 0,25 12,07 194 3345 0,51 0,21
2 2 MRA 0,11 0,26 11,99 197 34,19 050 0,21
2 3 MMF 0,13 0,29 12,29 2,07 38,28 0,53 0,26
2 4 MMF 0,15 0,26 13,27 180 32,35 0,42 0,19
2 5 MRD 0,09 0,19 11,38 1,53 29,12 0,51 0,30
2 6 MRD 0,10 0,22 12,38 1,68 34,64 048 0,24
3 1 MMF 0,12 0,23 12,35 2,04 31,75 0,50 0,18
3 2 MMF 0,13 0,27 11,71 2,30 34,28 0,53 0,23
3 3 MRD 0,14 0,27 12,48 2,00 3659 0,46 0,22
3 4 MRD 0,14 0,24 13,47 1,84 33,35 042 0,20
3 5 MRA 0,10 0,21 12,02 162 3365 0,45 0,27
3 6 MRA 0,13 0,23 12,85 1,64 36,46 0,41 0,22
ER ANIM TRT C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C20:2 C20:4
1 1 MRD 10,10 20,16 1,55 0,14 0,07 0,00 0,21
1 2 MRD 7,76 20076 253 0,24 0,06 0,03 0,28
1 3 MRA 6,26 19,11 180 0,18 0,04 0,02 0,17
1 4 MRA 7,81 21,18 155 0,14 0,05 0,00 0,17
1 5 MMF 9,41 2162 201 0,06 0,07/ 0,02 0,25
1 6 MMF 8,35 19,70 189 0,14 0,06 0,00 0,18
2 1 MRA 10,84 21,21 165 0,17 0,09 0,01 0,21
2 2 MRA 1035 20,78 1,74 0,18 0,08 0,02 0,26
2 3 MMF 8,90 2158 194 0,16 0,09 0,02 0,23
2 4 MMF 8,19 21,14 188 0,18 0,08 0,02 0,17
2 5 MRD 12,67 24,13 2,01 0,17 0,13 0,01 0,29
2 6 MRD 9,78 2099 1,70 0,05 0,09 0,02 0,18
3 1 MMF 11,20 21,57/ 1,78 0,18 0,13 0,03 0,23
3 2 MMF 9,21 21,11 2,19 0,23 0,11 0,02 0,28
3 3 MRD 7,70 1965 190 0,17 0,09 0,01 0,21
3 4 MRD 8,25 2022 1,71 0,18 0,10 0,00 0,19
3 5 MRA 10,88 20,70 1,76 0,17 0,11 0,02 0,21
3 6 MRA 8,23 19,71 148 0,12 0,09 0,01 0,16
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Modelo 1 - Modelo utilizado para determinacdo dos parametros da
degradacéo das fragbes A+B1 dos carboidratos

Modelo de degradacao GNG1 ou GCMD 1
08:59 Wednesday, February 10, 2012

The NLIN Procedure
Dependent Variable y

Grid Search
Weighted
\j k SS

15.0000  0.0900 551.6

Modelo de degradacao GNG1 ou GCMD 2
08:59 Wednesday, February 10, 2012

The NLIN Procedure
Dependent Variable y
Method: Newton

Iterative Phase
Weighted
\%i k SS

=
[0]
14

15.0000  0.0900 551.6
15.4079  0.0894 545.0
15.5292  0.0889 543.8
15.5624  0.0888 543.5
15.5712  0.0887 543.4
15.5736  0.0887 543.4
15.5742  0.0887 543.4
15.5743  0.0887 543.4

~No A~ WNEO

NOTE: Convergence criterion met.

Estimation Summary

Method Newton
Iterations 7

R 9.576E-6
PPC(Vf) 2.776E-6
RPC(Vf) 0.00001
Object 2.388E-6
Objective 543.3987
Observations Read 80
Observations Used 80
Observations Missing 0

NOTE: An intercept was not specified for this model.

Sum of Mean Approx
Source DF Squares Square FValue Pr>F
Model 2 84371 42185 605.53 <.0001
Error 78 543.4  6.9667

Uncorrected Total 80 8980.5

Modelo de degradacao GNG1 ou GCMD 3
08:59 Wednesday, February 10, 2012

The NLIN Procedure

Approx
Parameter  Estimate Std Error Approximate 95% Confidence Limits
Vf 15.5743 0.5940 14.3919 16.7568
k 0.0887 0.0104 0.0681  0.1093
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Obs

O©CoO~NOUDWNE

0.00
0.25
0.50
1.00
2.00
4.00
6.00
8.00
10.00
12.00
14.00
18.00
24.00
30.00
36.00
40.00
48.00
56.00
72.00
96.00
0.00
0.25
0.50
1.00
2.00
4.00
6.00
8.00
10.00
12.00
14.00
18.00
24.00
30.00
36.00
40.00
48.00
56.00
72.00
96.00
0.00
0.25
0.50
1.00
2.00
4.00
6.00
8.00

10.00
12.00
14.00
18.00
24.00
30.00
36.00
40.00
48.00

Approximate Correlation Matrix
Vf k

\%i 1.0000000  -0.6574717
k -0.6574717 1.0000000

Modelo de degradacao GNG1 ou GCMD
08:59 Wednesday, February 10, 2012

y sigma yhat rbi sse b r _weight_

00 3 0.0000 0.00000 543.399 4.685 0.00000
00 3 0.3416 -0.34159 543.399 4.685 0.11386
00 3 0.6757 -0.67569 543.399 4.685 0.22523
00 3 1.3221 -1.32206 543.399 4.685 0.44069
14 3 25319 -1.13190 543.399 4.685 0.37730
40 3 46522 -0.65219 543.399 4.685 0.21740
40 3 6.4278 -2.42778 543.399 4.685 0.80926
74 3 7.9147 -0.51472 543.399 4.685 0.17157
109 3 9.1599 1.74006 543.399 4.685 0.58002
131 3 10.2027 2.89728 543.399 4.685 0.96576
148 3 11.0760 3.72403 543.399 4.685 1.24134
15.2 3 124197 2.78033 543.399 4.685 0.92678
152 3 13.7217 1.47834 543.399 4.685 0.49278
152 3 14.4863 0.71371 543.399 4.685 0.23790
152 3 14.9353 0.26465 543.399 4.685 0.08822
157 3 15.1262 0.57378 543.399 4.685 0.19126
157 3 15.3540 0.34605 543.399 4.685 0.11535
15.7 3 154660 0.23405 543.399 4.685 0.07802
158 3 15,5481 0.25188 543.399 4.685 0.08396
16.0 3 155712 0.42878 543.399 4.685 0.14293
00 3 0.0000 0.00000 543.399 4.685 0.00000
00 3 0.3416 -0.34159 543.399 4.685 0.11386
00 3 0.6757 -0.67569 543.399 4.685 0.22523
00 3 1.3221 -1.32206 543.399 4.685 0.44069
07 3 2.5319 -1.83190 543.399 4.685 0.61063
20 3 4.6522 -2.65219 543.399 4.685 0.88406
20 3 6.4278 -4.42778 543.399 4.685 1.47593
53 3 7.9147 -2.61472 543.399 4.685 0.87157
6.1 3 9.1599 -3.05994 543.399 4.685 1.01998
7.2 3 10.2027 -3.00272 543.399 4.685 1.00091
76 3 11.0760 -3.47597 543.399 4.685 1.15866
7.7 3 124197 -4.71967 543.399 4.685 1.57322
7.7 3 13.7217 -6.02166 543.399 4.685 2.00722
7.8 3 14.4863 -6.68629 543.399 4.685 2.22876
8.7 3 149353 -6.23535 543.399 4.685 2.07845
88 3 151262 -6.32622 543.399 4.685 2.10874
9.3 3 15.3540 -6.05395 543.399 4.685 2.01798
10.2 3 15.4660 -5.26595 543.399 4.685 1.75532
105 3 15,5481 -5.04812 543.399 4.685 1.68271
10.9 3 15,5712 -4.67122 543.399 4.685 1.55707
00 3 0.0000 0.00000 543.399 4.685 0.00000
01 3 0.3416 -0.24159 543.399 4.685 0.08053
01 3 0.6757 -0.57569 543.399 4.685 0.19190
01 3 1.3221 -1.22206 543.399 4.685 0.40735
11 3 2.5319 -1.43190 543.399 4.685 0.47730
31 3 4.6522 -1.55219 543.399 4.685 0.51740
46 3 6.4278 -1.82778 543.399 4.685 0.60926
75 3 7.9147 -0.41472 543.399 4.685 0.13824

Modelo de degradacao GNG1 ou GCMD
08:59 Wednesday, February 10, 2012

y sigma yhat rbi sse b r _weight_

101 3 9.1599 0.94006 543.399 4.685 0.31335
124 3 10.2027 2.19728 543.399 4.685 0.73243
133 3 11.0760 2.22403 543.399 4.685 0.74134
13.6 3 124197 1.18033 543.399 4.685 0.39344
13.6 3 13.7217 -0.12166 543.399 4.685 0.04055
143 3  14.4863 -0.18629 543.399 4.685 0.06210
143 3 149353 -0.63535 543.399 4.685 0.21178
143 3 151262 -0.82622 543.399 4.685 0.27541
143 3 15.3540 -1.05395 543.399 4.685 0.35132
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1.00000
0.99882
0.99538
0.98238
0.98707
0.99570
0.94122
0.99732
0.96958
0.91682
0.86452
0.92327
0.97800
0.99485
0.99929
0.99667
0.99879
0.99945
0.99936
0.99814
1.00000
0.99882
0.99538
0.98238
0.96631
0.93005
0.81136
0.93198
0.90745
0.91080
0.88141
0.78719
0.66658
0.59859
0.64511
0.63586
0.66336
0.73895
0.75864
0.79128
1.00000
0.99941
0.99665
0.98494
0.97935
0.97576
0.96646
0.99826

5

0.99107
0.95172
0.95055
0.98594
0.99985
0.99965
0.99592
0.99310
0.98879



58 56.00 14.4
59 72.00 14.4

96.00
0.00
0.25
0.50
1.00
2.00
4.00
6.00
8.00
10.00
12.00
14.00
18.00
24.00
30.00
36.00
40.00
48.00
56.00
72.00
96.00

14.4

WWWWwwwww

3

WWWWWWwwWwwwwww

3
3

15.4660 -1.06595 543.399 4.685 0.35532 0.98853
15.5481 -1.14812 543.399 4.685 0.38271 0.98670

15,5712 -1.17122 543.399 4.685 0.39041 0.98616
0.0000 0.00000 543.399 4.685 0.00000 1.00000
0.3416 -0.34159 543.399 4.685 0.11386 0.99882
0.6757 -0.67569 543.399 4.685 0.22523 0.99538
1.3221 -1.32206 543.399 4.685 0.44069 0.98238
2.5319 -1.13190 543.399 4.685 0.37730 0.98707
4.6522 -1.25219 543.399 4.685 0.41740 0.98419
6.4278 -1.12778 543.399 4.685 0.37593 0.98716
7.9147 0.88528 543.399 4.685 0.29509 0.99208
9.1599 2.04006 543.399 4.685 0.68002 0.95831
10.2027 5.19728 543.399 4.685 1.73243 0.74522
11.0760 6.42403 543.399 4.685 2.14134 0.62583
12.4197 5.68033 543.399 4.685 1.89344 0.70000
13.7217 4.67834 543.399 4.685 1.55945 0.79068
14.4863 5.21371 543.399 4.685 1.73790 0.74373
14.9353 4.76465 543.399 4.685 1.58822 0.78336
15.1262 4.57378 543.399 4.685 1.52459 0.79942
15.3540 4.34605 543.399 4.685 1.44868 0.81791
15.4660 4.23405 543.399 4.685 1.41135 0.82673
15.5481 4.15188 543.399 4.685 1.38396 0.83309
15,5712 4.22878 543.399 4.685 1.40959 0.82715
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