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RESUMO

A silagem de gréo de milho reidratado € uma alternativa que visa a redugéo do
custo para a producédo de leite. Objetivou-se por meio deste estudo avaliar o
desempenho de vacas em lactacao alimentadas com 3 tratamentos sendo: 1 - CON
(dieta controle); 2 - SGU (dieta com substituicao total do milho moido por silagem
de grao de milho reidratado); 3 - SGUP (dieta com substituicao total do milho moido
por silagem de grao de milho reidratado + 500 g ton' de CINBENZA DP100®
extrato enzimatico de Bacillus licheniformis, atividade de protease 600 Ul g™).
Foram avaliadas 24 vacas mesticas suplementadas a pasto. Coletaram-se
amostras de leite, sangue, urina e fezes, e a condigdo de escore corporal aferiu-se
nos dias 0, 14, 28, 42 e 56 do periodo experimental. Foram determinados
composicao e perfil de acidos graxos do leite, perfil bioquimico do sangue, sintese
de proteinas microbianas e amido fecal. Observou-se a reducao dos teores de
amido fecal e o consequente aumento da produgdo de leite dos animais
alimentados com a silagem de grao de milho reidratado com a adigéo de protease
frente a utilizagao da silagem de grao de milho reidratado sem a adicao de protease
e frente a utilizacao de grao de milho seco, concluindo-se que a adi¢cao de protease,
assim como o processo de ensilagem do milho reidratado pode melhor o

desempenho de vacas em lactagéo.

Palavras-chave: Enzimas exégenas, grao umido, leite, nutricao, ruminantes.



ABSTRACT

Rehydrated corn grain silage is an alternative that aims to reduce the cost of milk
production. The objective of this study was to evaluate the performance of lactating
cows fed with 3 treatments: 1 - CON (control diet); 2 - SGU (diet with total
replacement of ground corn by rehydrated corn grain silage); 3 - SGUP (diet with
total replacement of ground corn by rehydrated corn grain silage + 500 g ton" of
CINBENZA DP100® enzymatic extract of Bacillus licheniformis, protease activity
600 IU g"). Twenty-four crossbred cows supplemented with pasture were
evaluated. Milk, blood, urine and feces samples were collected, and the body score
condition was measured on days 0, 14, 28, 42 and 56 of the experimental period.
Milk fatty acid composition and profile, blood biochemical profile, microbial protein
synthesis and fecal starch were determined. There was a reduction in fecal starch
levels and a consequent increase in milk production of animals fed with rehydrated
corn grain silage with the addition of protease against the use of rehydrated corn
grain silage without the addition of protease and against the use of dry corn grain,
concluding that the addition of protease, as well as the silage process of rehydrated

corn can improve the performance of lactating cows.

Keywords: Exogenous enzymes, wet grain, milk, nutrition, ruminant.
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1 INTRODUGAO

O milho (Zea Mays) é originario da atual regiao do México e consumido pelos
povos americanos desde 5000 a.C. (ABIMILHO, 2019). Atualmente € um dos
cereais mais cultivados no mundo, pois suas sementes possuem alto valor
nutricional e econdmico, visto suas varias formas de utilizagdo, que vao desde a
alimentacao animal e humana a producao de polimeros (PAES, 2006). Sendo o
Brasil o terceiro maior produtor mundial de milho (CONAB, 2021). Apesar do
conhecido uso culinario, quem mais demanda milho é a industria de ragao animal,
que foi responsavel por 46%, seguida pela industria de etanol 37%, contra apenas
8% da demanda para o consumo humano do total de 2021 (ABIMILHO, 2021). O
grao de milho é reconhecido pelo seu alto teor de carboidratos (CHO), contendo
também proteinas, éleos e vitaminas, mas prevalecendo em maior concentragao o
amido, em razao disso € muito utilizado para a alimentacao animal como fonte de
energia (OWENS et al., 1997).

A producao mundial de milho para a safra 2018/2019, foi de 1,068 bilhdo de
toneladas, o que equivale a cerca de 3,4% maior em relagdo a safra anterior,
enquanto o consumo para o periodo da safra de 2018/2019 foi de 1,107 bilhdo
(USDA, 2018). O consumo de milho mundialmente tem sido maior que a producao
(1,10 bilhao de toneladas x 1,07 bilhdo, respectivamente), reduzindo os estoques
de 198,2 milhdes, em 2017/2018, para 159,3 milhdes, na safra 2018/2019, a menor
relacéo estoque/consumo desde 2012/2013, o que indica que, apesar da produgao
estar se elevando, o consumo tem aumentado em maior propor¢ao, muito pelo
aumento da demanda por proteina animal, sobretudo em paises emergentes, como
China e india (CONAB, 2021). O que leva a necessidade de cada vez mais buscar
o uso eficiente do milho, visando a redugéo do custo de produgéo animal.

Em funcdo do melhoramento genético da planta de milho, a maioria das
cultivares de milho utilizadas no Brasil, sdo variedades hibridas, que possuem a
predominancia do endosperma do tipo vitreo, sendo classificado como graos do
tipo “Flint’ duro(PEREIRA et al., 2004). Visando melhorar a digestibilidade do milho
nas diversas partes do trato digestério, algumas técnicas tém sido adotadas
(LOPES et al., 2009). Sendo exemplo de processamento, a ensilagem de graos
com alto teor de umidade, que eleva a digestibilidade do amido, pelos meios da
protedlise ao longo do tempo de armazenamento (HOFFMAN et al., 2011).
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Embora o fornecimento de enzimas exdgenas diretamente aos animais nao
melhore consistentemente o desempenho destes, evidéncias sugerem que a
adicao destas enzimas durante o processo de ensilagem da silagem de milho pode
melhor a digestibilidade da matéria seca (MS) e da fibra em detergente neutro
(FDN) em ruminantes (LARA et al., 2018).

Visando o aumento do aproveitamento dos alimentos pelos animais, nota-se
um aumento de estudos utilizando enzimas na nutricdo animal. As enzimas sao
compostos catalizadores, elaborados por microrganismos exclusivos, para a
metabolizacdo dos nutrientes que estao presentes no meio de cultivo (LEE et al.,
1999). De acordo com a origem das enzimas, que podem ser obtidas através de
fungos, bactérias ou leveduras, as condigdes necessarias para poder intensificar a
sua atividade serao diferentes, podendo algumas condi¢cdes do meio interferir, tais
como: umidade, pH, temperatura, quantidade de enzimas e substratos (AEHLE et
al., 2004).

O Bacillus licheniformis é uma bactéria que dentre as suas diversas
aplicagbes possui atividade potente como protease e é, portanto, amplamente
utilizado em aplicacbes no processamento de alimentos e ragbes (AWASTI,
ANAND; DJIRA, 2019).

Assim este estudo foi realizado sobre a hipotese da melhora do potencial
digestivo da silagem do grao de milho reidrato com adigdo de aditivos enzimaticos
proteoliticos obtidos a partir do Bacillus licheniformis, considerando que a quebra da
matriz proteica formada pela prolaminas (Zeina) aumentaria a disponibilidade e
digestibilidade do amido presente na dieta, tendo como finalidade melhorar o

desempenho produtivo dos animais e rentabilidade da bovinocultura leiteira.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Silagem de Grao Umido

A silagem de grao umido € uma forma alternativa de armazenamento de
graos, que pode ser realizada diretamente nas propriedades rurais, através de
atmosfera modificada, com a auséncia de oxigénio. Este ambiente proporciona a
minimizacéo do desenvolvimento de fungos, bactérias patogénicas, entre outros
organismos indesejados no processo de armazenamento de graos. Assim como o
ambiente hipéxico favorece o desenvolvimento de bactérias homofermentativas,
responsaveis pela producdo de acido latico e consequente redugdo de pH do
material ensilado, favorecendo o processo de conservagao do alimento (PEREIRA
et al., 2017).

Na ensilagem a preservacao do material ensilado € causada pela combinacéao
da exclusao de oxigénio, pela producao de acido lactico e outros produtos, por
bactérias através da fermentacao natural dos agucares, diminuindo o pH (SILVA et
al., 2015). A eliminagao do oxigénio reduz o desenvolvimento dos microrganismos
indesejaveis, e 0 baixo pH é o regula do crescimento de microrganismos anaerobios
(MUCK, 2011).

O grao de Milho quando ensilado possui um bom perfil fermentativo, no
entanto com a abertura do silo, a silagem ficara propensa a deterioracao aerobia,
pela atuacao de microrganismos indesejaveis, como leveduras e fungos (REIS et
al., 2018). A deterioracéo aerébica de silagens de graos de milho pode acarretar a
reducéo de energia e consequentemente reducao do valor nutricional (NAIR et al.,
2020).

Para a geracdo e manutencido do ambiente com a auséncia de oxigénio,
devem ser tomados alguns cuidados quanto ao enchimento, compactacéo,
vedacdo e posterior descarregamento dos silos, da mesma maneira que nos
processos de ensilagem de plantas inteiras (JOBIM; BRANCO; SANTOS, 2003).

Os cuidados que devem ser adotados na producao de silagem sao: a) rapidez
na colheita, transporte e moagem dos graos; b) adequada compactacéao do silo; c)
curto periodo entre inicio da ensilagem e a vedagdo do silo; d) correto
dimensionamento do silo afim de garantir a retirada de pelo menos 10 cm de
material ensilado por dia (KIYOTA et al., 2011).
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O processo de ensilagem pode ser dividido em quatro fases: aerdbia,
fermentacao, fase estavel e deterioracao aerébia. A primeira inicia-se na moagem
do material e enchimento do silo com processos de respiracao e protedlise, que
sao atividades enzimaticas importantes para a conservagao da matéria-prima. Com
a respiragao ocorre a transformacgao dos agucares (carboidratos soluveis) da planta
em agua e gas carbonico, liberando calor. Na protedlise ocorre a degradacao das
proteinas, realizada pelas proteases da propria planta, resultando em producgéo de
peptideos e aminas. Com destes processos, ocorre a redugéo do oxigénio dentro
do silo que desencadeia a segunda fase, a fase fermentativa, onde ocorre o
desenvolvimento de microrganismos anaerdbicos, como as bactérias acido-laticas,
que preservam o material ensilado pela consequente reducdo do pH, e pela
producgéo do acido lactico. Essa bactérias transformam acgucares em acido lactico,
acético, etanol, gas carbénico e outros produtos secundarios, pelo processo
fermentativo, num periodo que varia de 7 a 21 dias, o que é desejavel no processo
de silagem. A terceira fase € chamada de fase estavel e s6 ocorrera se o silo estiver
devidamente bem vedado sob auséncia total de oxigénio e com valor de pH abaixo
de 3,8, onde a estabilizacao do material ensilado se da através da baixa atividade
biolégica no silo. A ultima fase a deterioragao aerdbia, é aquela que ocorre entre
14 e 21 dias depois do material ser ensilado, em casos onde o material € exposto
ao oxigénio, como a abertura do silo, podendo provocar perdas nutricionais pela
acao de microrganismos aerdbios que passam a consumir os agucares, produtos
de fermentacéao (acidos lacticos e acéticos) e outros nutrientes sollveis na silagem,
assim, a silagem devera ser oferecida diariamente e rapidamente consumida pelos
animais, apos a exposi¢cao ao oxigénio (BURNS, 1982).

As silagens de gréos umidos apresentam inUmeras vantagens, tais como a
maximizacgao do uso das areas por meio da colheita antecipada, reducao de perdas
no campo pelo tombamento de plantas e ataque de passaros, pragas e doencas,
além da economia com a eliminagéo de etapas necessarias para o armazenamento
do grao seco, como pré-limpeza e secagem (JOBIM; BRANCO; SANTOS, 2003),
além de possuir baixo custo de estocagem (BIAGGIONI et al., 2009).

A utilizacao das silagens de grao umido gradualmente tem se expandido pois
além de facilitar o armazenamento de graos, estudos demonstram que o processo

fermentativo da ensilagem aumenta a digestibilidade da matéria seca,
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principalmente em funcdo do aumento da digestdo do amido, que € o principal
componente de alguns tipos de graos como milho e sorgo (JOBIM; REIS;
RODRIGUES, 1997). Outros autores relatam também o aumento da eficiéncia da
conversao alimentar (BERNDT et al., 2002; REIS et al., 2001). O fornecimento de
graos com alta umidade em dietas, apresentam maior taxa e rapidez de digestao,
tanto in vitro como in vivo, quando comparados com graos secos (HIBBERD et al.,
1985a; STREETER et al., 1989).

2.2 Silagem de Grao Umido de Milho

O milho apresenta grande importancia dentre os produtos da agricultura
familiar brasileira, sendo utilizado tanto na alimentagcdo humana como animal. No
entanto grande parte dos agricultores tem dificuldades no armazenamento deste
grao. O armazenamento inadequado predispée os grao ao ataque de pragas e
fungos capazes de produzir micotoxinas. O ataque de insetos e roedores podem
ocasionar perdas de peso de cerca de 15% com relatos de casos mais graves
chegando a 40% (SANTOS, 2006).

Apesar de nao se ter relatos do inicio da utilizagdo do armazenamento de
graos através do processo de ensilagem de graos, sabe-se que os primeiros
estudos voltados a producgéo de silagem de grdao umido de milho, ocorreram no final
da década de 50, nos Estados Unidos e s6 a partir da década de 70 que a técnica
passou a ser amplamente utilizada em confinamentos de bovinos de corte. A partir
de 1981 produtores da regidao de Castro no Estado do Parana iniciam a utilizam da
técnica para a alimentagao de suinos e posteriormente na alimentagéao de bovinos
de leite e corte (ALMEIDA JUNIOR et al., 2004).

A utilizacdo da silagem de grao umido de milho tem se expandido
consideravelmente nos ultimos anos, por ser considerada uma tecnologia de facil
adocao e custo reduzido para produtores, principalmente aos que possuem areas
onde as condi¢des climaticas podem comprometer a colheita (FERRARETTO;
SHAVER; LUCK, 2018). A colheita dos graos é realizada logo apés a maturacao
fisiolégica, quando encerrando assim a translocacédo de nutrientes da planta para
0s graos, que ocorre quando o teor de umidade do grao se encontra em torno de
28 a 35%, tendo como vantagem a antecipacdo da retirada da cultura, que
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normalmente seria colhida com umidade abaixo de 14%, reduzindo perdas e custos
de produgao (JOBIM; BRANCO; SANTOS, 2003).

A silagem de grao umido de milho apresenta uma taxa de digestao do amido
in vitro 76% mais rapida do que o milho seco moido (9,7 x 5,5% h'') (LADELY et
al., 1995), sendo que 90% do amido do milho umido foi digerido no rumen,
comparado ao milho seco (STOCK et al., 1987a, 1991). A digestibilidade aparente
da matéria seca, amido e fibra em detergente acido foi maior para o milho de alta
umidade em relagéo ao milho seco (STOCK et al., 1987b, 1987a), sugerindo que o
amido presente no milho umido deve ser mais rapidamente e extensivamente
digerido no rumen (GALYEAN; LEE; HUBBERT, 1981; STOCK et al., 1987a,
1987b). Assim como o maior teor de umidade do grdao de milho diminui a ingestao
de matéria seca, porém nao reduz o ganho de peso, melhorando a eficiéncia
alimentar (LADELY et al., 1995) e o conteludo de energia metabolizavel do grao
(OWENS et al., 1997).

Estudo, avaliando a taxa de desaparecimento do amido in situ dentro de
diferentes processamentos e tamanhos de particula, mostrou que o
desaparecimento do amido, dentro de cada tamanho de particula, foi maior para
grao umido de milho ensilado do que para o milho seco moido (GALYEAN; LEE;
HUBBERT, 1981).

Alguns autores indicam que o uso de inoculantes em silagens de graos umidos
de milho nao influencia o padrao de fermentagdo, mas pode reduzir o teor de
nitrogénio amoniacal e as perdas de matéria seca, aumentando a importancia da
analise econdmica na definicao da utilizagédo ou nao de inoculantes (ITAVO et al.,
2006). Outros dizem que uso de aditivos microbianos pode alterar a dinamica de
fermentacao, acelerando o processo fermentativo e aumentando a producgéo do
acido latico que é desejado (FERRARETTO; FREDIN; SHAVER, 2015). Por
apresentarem grande quantidade de acido latico e carboidratos soluveis, as
silagens de grdo umido de milho sdo mais susceptiveis a deterioracéo, pela agao
de microrganismos aerébios e anaerébios, no silo assim como apés a abertura
deste (REIS et al., 2018). Alguns inoculantes mais comumente usados em silagens
de milho, convertem o acido latico em acido acético, melhorando assim a

estabilidade aerdbica e a conservacao das silagens (FERRERO et al., 2019).
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2.3 Silagem de Grao de Milho Reidratado

A silagem de grao de milho reidratado, consiste na mesma técnica da silagem
de grao umido de milho, o método resulta em adicionar agua ao graéo seco até se
alcancar uma umidade ideal de 28 a 40% para a fermentacao das silagens (BENINI
et al., 2020). Possibilitando a utilizagao de graos colhidos em umidades mais baixas
do que a adequada ao processo da ensilagem. A técnica de ensilagem de grao de
milho reidratado reduz as perdas de armazenamento, aumenta a digestibilidade em
comparagdo com moagem a seco ou fornecimento do gréo inteiro seco, reduz os
gastos com transporte € minimiza os efeitos do mercado frente as flutuagdes de
precos (ARCARI et al., 2016b). A silagem de grao de milho reidratado, permite ao
produtor a compra estratégica do milho, em momentos de menor valor nos precos,
permite também contornar o problema da estreita janela de colheita dos graos com
o teor ideal de umidade (MORAIS et al., 2012).

A ensilagem de graos de reidratados € uma importante ferramenta para o
aumento da digestibilidade dos nutrientes presentes no milho, porém é necessario
o compreender algumas peculiaridades do processo fermentativo (MENEZES et al.,
2017). Os graos de milho, apesar de alcancarem a maturidade fisiolégica com
diferentes teores de umidade conforme o tipo de grao, em torno de 34% no milho
dentado e 37% no milho duro, nao sofrem mais alteracdo na sua concentracao de
amido (PHILIPPEAU; LANDRY; MICHALET-DOREAU, 2000). Isso mostra que
silagens de grdos de milho colhidos com alta umidade e de graos de milho
reidratados, provavelmente possuirdo concentragcdes de amido semelhantes
(ARCARI et al., 2016a).

2.4 Anatomia do Grao de Milho

O milho tem seu fruto classificado botanicamente como um cariopse,
caracterizado como fruto monospermo, seco e indeiscente, com o pericarpo
delgado e soldado ao tegumento do grao em toda sua extensao, normalmente
apresenta coloracdo amarela ou branca, mas pode variar desde o preto ao
vermelho, a coloracéao é decorrente da presenca de varios pigmentos, entre eles
carotenoides e compostos fendlicos (LAO; SIGURDSON; GIUSTI, 2017). O peso
do grao varia de 250 a 300 mg em média, e a composi¢cao média € de 72% amido,
9,5% proteinas, 9% fibra e 4% 6leo (PAES, 2006).
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O grao de milho € composto por principalmente quatro estruturas fisicas:
endosperma, gérmen, pericarpo e pedunculo, as quais possuem diferente
composi¢cao quimica e distribuicdo no grao.

O endosperma é o principal constituinte do grao de milho representando cerca
de 83% do peso total do grao seco, é consistindo principalmente de amido (88%),
que é organizado na forma de granulos (MITTELMANN, 2001). No endosperma
também estdo presentes as proteinas de reserva (8%), que formam os corpos
proteicos que compdem a matriz que envolve os granulos de amido dentro das
células no endosperma, sao proteinas do tipo prolaminas, chamadas zeinas
(PAES, 2006). A Zeina é a principal proteina presente no endosperma do milho e
€ uma classificagdo do grupo das prolaminas, caracterizadas pelo alto teor de
aminoacidos apolares, conferindo estrutura molecular hidrofébica, sollveis em
alcool para sua extracdo (SHUKLA; CHERYAN, 2001). De acordo com a
distribuicdo dos granulos de amido e presenca ou nao da matriz de proteina, o
endosperma €& classificado em dois tipos: farinaceo e vitreo (DELCOUR;
HOSENEY, 2010). No endosperma farinaceo, os granulos de amido sao
arredondados e estdo dispersos, e ndo ha a presenca de matriz proteica
circundando estes granulos, 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, resultando em um endosperma menos denso
(HUNTINGTON, 1997). Ao contrario, no endosperma vitreo, a matriz proteica é
densa, com uma matriz proteica estruturada, que circundam os granulos de amido
em formato poligonal, nao permitindo espacos entre estas estruturas (CHOCT et
al., 2001). A denominagéo do endosperma como vitreo ou farinaceo refere-se ao
aspecto nos graos quando sujeitos a luz. No endosperma farinaceo, por sua menor
densidade permite a passagem da luz, conferindo opacidade ao material. De forma
contraria, a maior densidade pela auséncia de espacos entre os granulos de amido
e a matriz proteica promove a reflexdo da luz, resultando em aspecto vitreo ao
endosperma (PAES, 2006). Também no endosperma, especificamente, na camada
de aleurona e principalmente no endosperma vitreo, estdo presentes os
carotenoides, substancias lipidicas que conferem a cor aos graos de milho.
Zeaxantina, luteina, betacriptoxantina, alfa e beta carotenos sdo os principais
carotenoides nos graos de milho (JANICK-BUCKNER, 1999). As proteinas de
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reserva que sao encontradas em maior abundancia no grao de milho, sao
abundantes em aminoacidos metionina e cisteina, mas sao deficientes em lisina e
triptofano, os quais sdo essenciais a nutricao humana e de alguns monogastricos
(SGARBIERI, 1996). Por esse motivo, a qualidade da proteina, em milhos nao
melhorados para tal fim, € baixa, correspondente a 65% daquela presente no leite,
considerada um padrao para a nutricao humana. No entanto, as proteinas de
reserva presentes no grao de milho possuem altas quantidades dos aminoacidos
glutamina, leucina, alanina e prolina, os quais conferem alta hidrofobicidade a
camada proteica que envolve o amido presente no endosperma (LARKINS;
LENDING; WALLACE, 1993).

O gérmen representa cerca de 11% do grao de milho e concentra 83% dos
lipideos (6leo e vitamina E) e 78% dos minerais do grdo, além de conter
quantidades importantes de proteinas (26%) e acucares (70%) (MITTELMANN,
2001). Essa ¢é a fracao viva do gréo, e onde estao presentes as proteinas do tipo
albuminas, globulinas e glutelinas, que diferem significativamente, em composicéao
e organizagdo molecular, daquelas encontradas no endosperma e, por
conseguinte, diferindo das primeiras em qualidade nutricional (PAES, 2006).

O pericarpo compde aproximadamente 5% do grao, sendo uma estrutura de
protecao, as outras estruturas do grao, da elevada umidade do ambiente e ataque
de insetos e outros microrganismos. E composto por camadas de células
constituidas de polissacarideos do tipo hemicelulose (67%) e celulose (23%) e
lignina (0,1%) (GALINAT, 1971). Devido ao conteudo lignocelulésico no pericarpo
os graos de milho séao considerados importantes fontes de fibras, especialmente do
tipo insoluveis (hemicelulose, celulose e lignina), que correspondem a fragao fibra
em detergente neutra nas avaliagdes para alimentagdo animal. Quando os gréaos
secos sao processados, a exemplo da moagem, os produtos resultantes chegam a
perder até 80% do conteudo fibroso do grao, nao sendo mais considerados boas
fontes de fibra.

A ponta corresponde a apenas 2%, € considerada a menor estruturado grao
de milho, responsavel pela conexao do grao ao sabugo, sendo a Unica area nao
protegida pelo pericarpo no grao. Sua composi¢cao € essencialmente de material
lignocelulésico (PAES, 2006).
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Na Tabela 1 é apresentada a variagao da distribuicdo das estruturas fisicas
do grao de milho, de um hibrido do tipo duro e outro dentado, assim como o

percentual de endosperma vitreo e farinaceo.

Tabela 1. Estruturas fisicas de graos dos hibridos de milho KWS 9960 (Grao “Flint”)
e KWS 9606 (Grao “Dent”).

Grao inteiro  Ponta Pericarpo Gérmen

Endosperma Endosperma Endosperma

Hibrido Total Vitreo Farinaceo
(9) (%) total do gréo de milho (%) do endosperma
9960 0,32 1542 6,11°b 8,532 83,094 68,56 @ 31,44°
9606 0,33 1,992 5752 10,32° 81,12° 50,90° 49,102

Médias seguidas por letras iguais na coluna n&o diferem estatisticamente entre si (P > 0,05)
Adaptado: (FREITAS, 2022).

O grao de milho em fungcao de suas caracteristicas e composicao de seu
endosperma pode ser do tipo mole “Dent” ou duro “Flint”, assim a partir de 2013 o
MAPA (Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento) através da Instrugcao
Normativa n°60 de 22/12/2011 passou a classificar o milho brasileiro como Duro,
Dentado, Semiduro e Misturado (MAPA, 2011). A maioria do milho comercial
produzido nacionalmente é do tipo duro, enquanto, nos paises de clima temperado,
a predominancia € do tipo dentado.

A principal diferenga entre os tipos de milho € a forma e o tamanho dos graos,
definidos pela estrutura do endosperma e o tamanho do gérmen. Milhos duros
diferem dos milhos dentados na relacdo de endosperma vitreo/endosperma
farinaceo. Nos milhos dentados, o endosperma farinaceo concentra-se na regiao
central do gréao, entre a ponta e o extremo superior. Nas laterais dessa faixa e no
verso do grao esta localizado o endosperma vitreo. Durante a secagem do grao, o
encolhimento do endosperma farinaceo resulta na formacgao de uma indentacéao na
parte superior do grao, caracterizando o milho como dentado. O milho duro possui
um volume continuo de endosperma vitreo, que resulta em graos lisos e mais
arredondados, com uma aparéncia dura e vitrea (DELCOUR; HOSENEY, 2010).

2.5 Degradabilidade do Amido do Grao de Milho
Nas principais regides produtoras de milho do mundo o tipo mais cultivado &
o dentado. No entanto no Brasil, o cultivo é predominantemente do tipo duro (CRUZ

et al., 2019). A constante preocupacao pela sanidade de plantas, fez com que os
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melhoristas brasileiros optassem pela desenvolvimento de materiais principalmente
do tipo duro ou semiduro (DE LIMA; WALTRICK DE SOUZA, 2002).

Sendo assim é de extrema importancia estudar os métodos de processamento
que melhorem a disponibilidade do amido no rimen e suas implicagdes no
desempenho e saude das diversas categorias animais. O processo de moagem de
graos é a forma mais simples e pratica que pode ser aplicado para obtencao de
diferentes tamanhos de particulas, ocorrendo variagbes na proporcdo de
degradacao ruminal e digestao intestinal (VAN SOEST; ROBERTSON; LEWIS,
1991).

A degradabilidade do amido € influenciada principalmente pela matriz
hidrofébica amido-proteina que envolvem os granulos de amido e impede a fixagao
microbiana da flora ruminal ou a digestao hidrolitica e enzimatica no abomaso e
intestino delgado (GIUBERTI et al., 2014). O ataque enzimatico € dificultado,
principalmente no vitreo (LOPES et al., 2009). A parte mais importante dessa matriz
hidrofébica sao as prolaminas, que no grao de milho chamadas zeinas, proteinas
com alta concentragdo de prolina. A prolina € um aminoacido hidrofébico,
responsavel por desenvolver a mesma caracteristica nas proteinas com elevado
teor de prolina, dificultando o acesso das bactérias ruminais ao amido, uma vez que
o rumen € um ambiente liquido (LARSON; HOFFMAN, 2008).

Zeina € o nome dado a proteina armazenadora do milho pertencente ao grupo
das prolaminas. E a principal proteina presente no endosperma do milho,
caracterizada pelo alto teor de aminoacidos apolares, conferindo estrutura
molecular hidrofébica, mas soluveis em alcool para sua extracao (SHUKLA,
CHERYAN, 2001). A zeina esta relacionada com o teor de amido no grao e sua
vitreosidade, onde o comportamento complexo da vitreosidade do milho € devido
as interacdes entre os granulos de amido e sua matriz proteica no endosperma, e
que os parametros que refletem essas interagdes devem ser considerados juntos,
a fim de explicar a vitreosidade de forma mais assertiva (KLJAK; DUVNJAK;
GRBESA, 2018). A Zeina corresponde a cerca de 60% do total de proteinas do
grao de milho, a qual é classificada segundo a sua similaridade em massa
molecular, solubilidade em solventes e estrutura em quatro subclasses: Alfa, Beta,
Gama e Delta. Dentro dessas subclasses, a alfa ou alfazeina, geralmente presente

em maior concentragéo, destaca-se por ser rica em aminoacidos hidrofébicos
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(alanina, leucina e prolina), a beta ou betazeina possui altos teores de aminoacidos
sulfurados, a gama-zeina constitui-se de residuos de prolina, e a delta-zeina
contém em sua estrutura aminoacidos sulfurados além de prolina e leucina
(LARKINS; LENDING; WALLACE, 1993; PINTO et al., 2010).

Outro fator de grande importancia na degradabilidade do amido € a proporgéao
de amilose e amilopectina, as quais sao mantidas unidas por pontes de hidrogénio,
na composicao dos granulos de amido resultando em estruturas altamente
organizadas e com baixa capacidade de absor¢cao de agua (NOCEK; TAMMINGA,
1991). No grao de milho a amilopectina € o componente mais abundante no amido,
constituindo cerca de 70 a 80% deste (HUNTINGTON, 1997). Quanto maior o teor
de amilopectina, maior sera a digestibilidade, visto que digestibilidade do amido &
inversamente proporcional ao teor de amilose (JOBIM; BRANCO; SANTOS, 2003).

Uma forma de melhorar a degradabilidade do amido € através do
processamento dos graos do milho, o qual se refere a métodos fisicos e quimicos
que visam potencializar a fermentacdo do amido no riumen, além de reduzir as
limitagcbes da digestdo do amido no intestino delgado dos ruminantes. A maior
degradacao do amido no rumen melhora o suprimento de proteina microbiana e a
producao de energia, na forma de acidos graxos volateis (AGV) (FERRARETTO;
CRUMP; SHAVER, 2013).

Durante o processo de fermentagdo da silagem de grdo umido ocorre a
fragilizagcdo da matriz proteica que recobre os granulos de amido presentes no
endosperma periférico das sementes, resultando em maior digestibilidade do amido
(DEMARQUILLY et al., 1996). O que pode estar relacionado a reduc¢ao da zeina,
proteina que envolvem os granulos de amido, durante o processo de fermentacao
da silagem (HOFFMAN et al., 2011).

Alguns estudos evidenciam que silagem de grao umido armazenadas por
periodos prolongados aumentam a degradabilidade ruminal do amido in vitro,
ressaltando que a maxima digestibilidade do amido s6 pode ser alcangada apdés
varios meses de armazenamento dos graos (FERRARETTO et al., 2014; KUNG;
WINDLE; WALKER, 2014).

As enzimas podem ser empregadas em diversas utilidades acordo com o tipo
da enzima, quando se fala em enzimas que degradam proteinas, destacam-se as

proteases. Essas enzimas podem hidrolisar as cadeias peptidicas das proteinas
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que envolvem os granulos de amido, consequentemente, torna-se mais digestivel

em menos tempo de armazenamento (ROSEIRA, 2019).

2.6 Protease

A proteina € um dos trés principais grupos de alimentos necessarios para uma
adequada nutricdo. Enzimas protedliticas ou proteases sdo o grupo de enzimas
cuja funcdo catalitica é hidrolisar (degradagédo) proteinas (NAIDU, 2011).
Atualmente, as proteases sao divididas em quatro principais grupos com base no
carater de seu sitio ativo catalitico e condicbes de acado, sendo as proteases
asparticas, proteases de cisteina, proteases de serina e metaloproteases (RAO et
al., 1998).

As cepas de Bacillus sao os organismos mais aceitaveis para o
desenvolvimento de proteases em escala comercial de forma economicamente
viavel (CONTESINI; MELO; SATO, 2018). O Bacillus licheniformis € amplamente
distribuido na natureza. Esta bactéria possui muitas caracteristicas fisiolégicas e
possui muitas funcdes especiais, como a producao de enddsporos para resistir a
varios ambientes adversos. Bacillus licheniformis também possui atividade potente
de protease, lipase, amilase, glucanase, e quitinase e é, portanto, amplamente
utilizado em aplicagcbes médicas, de pesticidas, alimentos, processamento de
racdes e purificacao de ambientes (AWASTI; ANAND; DJIRA, 2019).

2.7 Utilizagao de Protease no Processamento de Graos

O uso de enzimas no processamento de graos busca auxiliar na
disponibilidade de substrato para a agdo dos microrganismos. Indo mais afundo
nas fungdes das enzimas, pode-se destacar que sao responsaveis pela degradacao
de amido e estdo amplamente distribuidas na natureza. As enzimas tém sido
usadas visando otimizar a quebra da parede celular nas plantas para melhorar o
processo fermentativo das bactérias responsaveis pela producgao de acido laticoem
silos, e consequentemente aumentar o valor nutritivo da silagem (MUCK et al.,
2018).

Cada grupo enzimatico possui uma acgao especifica, quando se fala do uso de
enzimas em silagens de grdao umido, € importante evidenciar que durante a

ensilagem a matriz de zeina pode ser degradada, principalmente pela acdo de
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enzimas proteoliticas, e essa quebra facilitara a acessibilidade dos microrganismos
ruminais aos granulos de amido, no processo de digestao (JUNGES et al., 2017).

A utilizacao de protease exdgena no tratamento de plantas inteiras de milho
recém colhidos, resulta em melhora da digestibilidade ruminal do amido in vitro,
ap6s um curto tempo de ensilagem em relagcao a silos com processo fermentativo
por meio de mecanismos proteoliticos naturais (DER BEDROSIAN; KUNG, 2019).
Mesmo silagens de plantas inteiras de milho colhidas com maior grau de
maturidade das plantas obtiveram aumento da digestibilidade ruminal do amido in
vitro (WINDLE; WALKER; KUNG, 2014).

A adicao das proteases exdgenas na confeccao de silagem de grao de milho
reidratado acelerou o processo proteolitico durante a fermentacédo, além de
apresentar efeito sobre a degradacado ruminal in vitro, com rapido aumento da
degradacao do amido (FERRARETTO; CRUMP; SHAVER, 2015). Assim como foi
sugerido que a adi¢ao de protease exdgena durante o processo de ensilagem dos
graos, aumenta a quebra das zeinas, atenuando os efeitos negativos de
endosperma vitreo, o que acelera o processo de degradabilidade ruminal do amido
in vitro de silagens de graos umidos(KUNG; WINDLE; WALKER, 2014).

A ensilagem de graos de milho através da reidratacao apresentaram aumento
da degradabilidade ruminal do amido in vitro com a adi¢ao de protease exégena.
Sugerindo que a silagem de grao de milho reidratado com adi¢do de protease &
uma alternativa viavel a produtores de leite (FERRARETTO; FREDIN; SHAVER,
2015).

2.8 Desempenho de Vacas em Lactagao Alimentadas com Silagem de Grao
de Milho Reidratado

Na substituicado do milho seco moido por silagem de grao de milho reidratado

em dietas de vacas leiteiras, verificou se aumento na produgédo de leite de 2,1
litros/vaca/dia e na digestibilidade aparente total do amido, uma melhora de 8
pontos percentuais (ARCARI et al., 2016b). A producao de leite, dos animais que
receberam o concentrado a base de silagem de grao de milho reidratado e graos
de soja, foi maior 0,670 litros/vacal/dia, o que equivaleu a 3,2% em relagdo ao

tratamento controle, resultado alcangado em fungéo do maior aproveitamento dos
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graos de milho reidratados no processo de ensilagem em relacéo aos graos seco
(BENTON; KLOPFENSTEIN; ERICKSON, 2005).

Para vacas da raca Holandesa que receberam dieta composta por silagem de
graos de milho comparada as que receberam dieta com graos secos moidos
registraram producdo maior em de 2,0 kg/dia de leite, a melhor resposta na
producao de leite sugere um melhor aproveitamento do amido da dieta
(WILKERSON; GLENN; MCLEOD, 1997).

Vacas alimentadas com silagem de grdo umido de milho produziram mais leite
(39,8 kg/dia) em relacao as vacas que receberam grao seco de milho moido (38,0
kg/dia) na dieta. Essa diferenca de 4,6% na producdo pode ser considerada
altamente significante em um sistema de producéo leiteira. No mesmo estudo, os
autores compararam o processamento dos graos, aonde foram grosseiramente
moido e finamente moido, constatando que os graos secos ou ensilados finamente
moidos obtiveram maior producao de leite (SAN EMETERIO et al., 2000).

O teor de gordura no leite produzido por vacas alimentadas com silagem de
grao umido foi menor (3,59%) quando comparado as vacas alimentadas com graos
de milho seco moido grosso (3,89%), isto devido a maior digestibilidade do amido
oriundo da silagem de grao umido. O aumento na digestibilidade do amido além
elevar a producao de leite, eleva a produgcao de proteina microbiana no rimen e
melhorara a utilizagdo de nitrogénio pela vaca, o que aumenta a utilizacdo da
amonia e fornece mais energia para a vaca (SAN EMETERIO et al., 2000).

Dieta de vacas em lactacao de alta produgcéo normalmente é composta por 25
a 35% de amido, dado que evidencia que a melhor eficiéncia na utilizagcao do amido,
reflete diretamente no resultado da produgéo de leite. O aumento da energia
absorvida através dos AGVs e da proteina ruminal disponivel para absorgéo, séo
destacados como responsaveis pelo aumento da produtividade, em funcao da
utilizacao do amido em fontes de alta degradabilidade ruminal (SANTOS et al.,
1998).

A utilizagado da tecnologia silagem de graos umidos de milho, assim como de
silagem de grao de milho reidratados pode contribuir significativamente para a
melhorara da performance animal, otimizando os custo de produg¢ao que € um dos
principais gargalos na bovinocultura leiteira. Sendo assim, além dos resultados em

relacdo ao valor nutricional e desempenho animal, devem ser observados
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conjuntamente os resultados econdémicos que poderdo advir do emprego das
técnicas mencionadas, para a composicao de dieta de vacas em lactagdo. O
aspecto econémico & de extrema relevancia em atividades em que a margem de
rentabilidade € baixa, como a bovinocultura leiteira (JOBIM; BRANCO; SANTOS,
2003).

2.9 Perfil de Acidos Graxos do Leite

O leite bovino tem como principal componente energético a Gordura, que
também é o componente que possui maior variabilidade na composicao (BAUMAN
et al., 2006). O teor de gordura do leite pode variar de 2,5% a aproximadamente
4,5%, quando se trata de vacas especializadas em producéo de leite (GONZALEZ,
2001).

A gordura do leite tem sua composicao através de quatro vias basicamente,
sendo: 1- Acidos Graxos absorvidos da dieta, que s&o direcionados diretamente a
glandula mamaria e incorporados ao leite, sem passar por nenhuma modificagao;
2- Acidos Graxos absorvidos da dieta, que passam por biohidrogenacao, lipélise ou
sintese bacteriana no rumen, antes de serem direcionados a glandula mamaria e
incorporados ao leite; 3- Acidos Graxos sintetizados na glandula mamaria a partir
dos precursores que chegam pela circulagdo, sendo essa a principal via de
composicao dos AGs; 4- Acidos Graxos mobilizados do tecido adiposo do animal,
que vao para a circulagcao e podem ser direcionados para a glandula mamaria. A
quantidade e principalmente a composi¢ao da gordura do leite, estdo diretamente
relacionados com a via de obtengado que o acido graxo € proveniente (STOOP et
al., 2009).

Do teor total de gordura encontrado no leite bovino, cerca de 25% dos acidos
graxos sao derivados da dieta, 50% dos acidos graxos sao sintetizado pelas células
epiteliais da glandula mamaria, pela via conhecida como sintese “de novo”, e os
25% restantes dos acidos graxos sao provenientes do plasma, sendo os
modificados da dieta ou provenientes de lipomobilizagcao (BAUMAN et al., 2006). A
sintese “de novo” é a via de sintese de acidos graxos na glandula mamaria, sendo
o principal precursor o acetato proveniente do rimen, mas também podem serem
usados nessa sintese o 3-hidroxibutirato e o acido butirico. Os acidos graxos

provenientes da sintese “de novo” séo os de cadeia curta e média (C4 a C14); o
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C16 (palmitico) € proveniente 50% de sintese na glandula mamaria e 50%
proveniente da circulacao (DEMEYER; DOREAU, 1999). Ja os acidos graxos de
cadeia longa (acima de C16) sdo os trazidos pela corrente sanguinea (KESEK;
SZULC; ZIELAK-STECIWKO, 2014; VYAS; TETER; ERDMAN, 2012).

Em estudo que avaliou os diversos efeitos sobre a composicao de acidos
graxos do leite de vacas da ragca Pardo-Suico, concluiu-se que rebanho, sistema
de produgdo, manejo alimentar, status sanitario, bem como caracteristicas
individuais dos animais podem afetar o perfil de acidos graxos do leite (MELE et al.,
2016).

O perfil de acidos graxos do leite de bovinos é bastante variavel, visto que ja
foram identificados mais de 400 acidos graxos diferentes. Em geral 5% do total da
gordura do leite € composta por acidos graxos polinssaturados (AGPI), 25% por
acidos graxos monoinsaturados (AGMI) e os demais 70% sao de acidos graxos
saturados (AGS). Ja para a classificacao dos acidos graxos quanto ao tamanho da
cadeia carbdnica, 14% é a concentragcdo média de acidos graxos de cadeia curta
(C4 a C10), 44% sao acidos graxos de cadeia média (C12 a C16) e em média 30%
pelos acidos graxos (saturados e insaturados) de cadeia longa > C18 (STOOP et
al., 2009).

Na gordura do leite proveniente de ruminantes pode ser observada outra
caracteristica comum, que é a presenca do acido linoleico conjugado (CLA), que
sao isébmeros do acido octadecadiendico cis-9, cis-12 e cis-15. Os CLAs estao
associados a varios efeitos benéficos a saude, tais como como acéo
anticarcinogénica, antidiabética, antiestrogénica e estimulante do sistema imune
(MOVALIYA et al., 2014). A composicao da dieta sempre influencia diretamente a
formacao de CLA, por exemplo a presenca de AGPI, que é prejudicial aos
microrganismos do rumen, pois afeta a integridade de sua membrana, para diminuir
o efeito toxico, as bactérias ruminais fazem a biohidrogenacao dos AGPI (MAIA;
SANTOS, 2009). Um CLA que pode ser formado é o CLA trans-10, cis-12, que
influencia negativamente a sintese “de novo”, em estudo utilizando células epiteliais
primarias da glandula mamaria de bovinos, concluiram que altas doses do CLA
trans-10, cis-12 afetam a expressao génica da acetil-CoA carboxilase e a sintase

de acidos graxos, que sao duas enzimas fundamentais para a formacao dos acidos
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graxos via sintese “de novo”, o que causa uma queda no teor de gordura do leite,
principalmente de AGMI (WANG et al., 2014).

Os acidos graxos lacteos saturados, de cadeia com 18 ou mais carbonos sao
originados da dieta. Entre eles, o acido estearico é o que, normalmente, apresenta
os teores mais elevados no leite (RIBEIRO et al., 2014).

Uma correlacao positiva, foi observada em estudo, entre a concentracao de
acidos graxos nao esterificados no sangue e acidos graxos de 18 carbonos no leite
de bovinos, demostrando que vacas que possuem maior lipomobilizagao
apresentam maior propor¢ao de acidos graxos de 18 carbonos no leite (JORJONG
et al., 2014).

Acidos graxos de cadeia longa, na faixa de 18 a 20 carbonos chegam para a
glandula mamaria através do plasma e tém origem na dieta ou na sintese de acidos
graxos feita pelo tecido adiposo do bovino e podem representam 55% dos acidos
graxos presentes no leite (PEREIRA et al., 2004).
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3  HIPOTESE:
A adicao de protease em silagem de grao de milho reidratado pode

proporcionar a melhora no desempenho produtivo de vacas em lactacgao.

4 OBJETIVO GERAL:
Avaliar o desempenho produtivo de vacas em lactacdo alimentadas com

silagem de gréao de milho reidratado, com adi¢cdo de protease.

5 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
Avaliar o consumo de matéria seca dos animais;
Avaliar o desempenho produtivo e produgao de leite das vacas;
Avaliar a digestibilidade através do teor de amido fecal;
Avaliar o perfil bioquimico sanguineo; e

Avaliar a sintese de proteina microbiana.

6 MATERIAL E METODOS:

O experimento foi realizado em um estabelecimento rural com fins comerciais
no municipio de Icaraima/PR, de propriedade do Sr. José Carlos Bortoli, entre os
meses de janeiro a marco de 2021. Foram utilizadas 24 vacas mesticas com peso
meédio de 529 Kg (£ 254), DEL (Dias em Lactacéao) de 100,75 (£ 277,25), producéo
de leite de 18,20 L (£ 12,80) e numero de partos de 2,0 (+ 2,0).

O projeto de pesquisa desta dissertacao protocolado sob n° 2106091020 foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Maringa, por estar de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), conforme Anexo |I.

As vacas foram divididas de acordo com o grupo de ordenha de 8 animais
cada. O primeiro grupo recebeu a dieta CONTROLE (CON), onde a principal fonte
energeética foi o grao de milho seco, o segundo grupo recebeu a dieta SILAGEM DE
GRAO UMIDO (SGU), onde a principal fonte energética foi a silagem de gréo umido
de milho reidratado sem adicdo da protease, e o terceiro grupo recebeu a dieta
SILAGEM DE GRAO UMIDO + PROTEASE (SGUP), a qual teve como principal
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fonte energética a silagem de grao umido de milho reidratado com adicdo da
protease.

As dietas foram balanceadas de acordo com o NRC 2001, buscando garantir
que se mantivessem isoenergéticas e isonitrogenadas, conforme demonstrado na
Tabela 2.

Tabela 2. Composicao das dietas e dados bromatolégicos dos alimentos.
Dietas experimentais’
CON SGU SGUP

Ingredientes

Mombaca 10,00 10,00 10,00
Silagem de milho 50,00 50,00 50,00
Milho moido 26,00 - -
Silagem de grao de milho reidratado - 26,00 -
Silagem de grao de milho reidratado + protease - - 26,00
Farelo de soja 11,00 11,00 11,00
Ureia 1,00 1,00 1,00
Ndcleo mineral? 2,00 2,00 2,00
Composicao nutricional (%MS)

Matéria seca 51,70 49,09 49,13
Matéria organica 93,84 95,47 95,46
Proteina bruta 15,10 15,24 15,52
Extrato etéreo 3,81 3,17 3,31
Fibra em detergente neutro 35,63 30,95 31,23
Carboidrato nao fibroso 39,29 46,10 45 39
Fibra em detergente acido 19,90 17,82 17,96
Lignina 3,09 2,45 2,59
Cinzas 6,16 4,53 4,54
NDT? 64,59 66,38 66,46
ELL® (Mcal/lkg MS) 1,44 1,49 1,49

CON (dieta controle); SGU (dieta com substituicdo total do milho moido por silagem de grao de
milho reidratado); SGUP (dieta com substituicéo total do milho moido por silagem de grdo de milho
reidratado + 500 g ton' de CINBENZA DP100® extrato enzimatico de Bacillus licheniformis,
atividade de protease 600 Ul g-*). 2Nucleo mineral (Ca: 110 g kg'; P: 42 g kg™*; S: 18 g kg™'; Mg: 20
g kg'; Na: 123 g kg™"; Co: 14 mg kg'; Cu: 600 mg kg™'; Cr: 20 mg kg™'; Fe: 1.050 mg kg*; I: 28 mg
kg'; Mn: 2.000 mg kg™'; Se: 18 mg kg™'; Zn: 2.800 mg kg-*; Biotina: 80 mg kg™'; Vitamina A: 240.000
Ul kg™'; Vitamina D: 100.000 Ul kg', Vitamina E: 100.000 Ul kg-'. 3Calculado de acordo com NRC,
2001.

As coletas de amostras dos alimentos e de material biolégico dos animais
(sangue, fezes, urina e leite), assim como as avaliacées destes, foram realizadas
nos dias 0, 14, 28, 42 e 56 do periodo experimental, sendo os materiais bioldgicos
coletados 4 horas apés a alimentagdo matinal dos animais.

Para determinar a composicdo dos alimentos foram realizadas analises

bromatolégicas de amostras dos volumosos (pastagem e silagem de milho) e de
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amostras das silagens de grédo umido de milho reidratado com e sem adicao de
protease, que foram coletadas e congeladas a -10°C para posterior processamento.
Estas amostras foram secas a 60°C por 72 h, moidas em peneira de 1 mm em
moinho Willey, na sequéncia as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Analises de Alimentos e Nutricao Animal (LANA) na Universidade Estadual de
Maringa, e analisadas para MS pelo método 950.15 e proteina bruta pelo método
Kjeldahl 984,13, onde PB = N x 6,25 (AOAC, 2002). A fibra detergente neutra
(FDN), foi analisada pelo método de Van Soest (VAN SOEST; ROBERTSON;
LEWIS, 1991). O teor de amido das amostras foi determinado por degradagao
enzimatica e as leituras foram realizadas em um espectrofotémetro (KNUDSEN,
1997). Outras analises quimicas incluiram cinzas pelo método 942.05, extrato
etéreo (EE) pelo método 920.39, fibra em detergente acido (FDA) e teor de lignina
pelo método 973.18 (AOAC, 2002). Os teores de nutrientes digestivos totais (NDT)
e energia liquida de lactacao (ELL) foram calculados de acordo com (NRC, 2001).

A ingestdo de matéria seca foi determinada através do registro diario das
quantidades fornecidas de alimentos aos animais e pelas analises bromatolédgicas
que foram realizadas das amostras coletadas. Os ajustes das quantidades de
fornecimento das dietas ao longo da avaliagao foram determinados de acordo com
a rotina normal da propriedade. A qual realiza o fornecimento individualizado aos
animais, de 1 Kg de ragéo para cada 3 litros de leite produzido por dia, e os ajustes
de quantidade fornecida eram realizados a cada 14 dias.

Amostras da silagem de milho, forragem conservada, utilizada nas dietas dos
animais observados foram submetidas ao Penn State separador de particulas
(HEINRICHS, 2013), a qual apresentou a composi¢do de particulas conforme
descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo do tamanho de particula da forragem.
Tamanho de Particula (%)

Peneiras Silagem de Milho
> 38 mm 13

38 -19 mm 62

19 -8 mm 21
<8 mm 4

Determinado com separador de particulas (PENN STATE)
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Foram coletadas 2 amostras de 300 gramas de fezes cada, do reto de todos
os animais. Uma das amostras foi utilizada para a avaliacdo do residuo fecal,
através da lavagem das fezes em peneira de 1mm, logo apés a coleta, a qual apés
drenadas foi pesada. A outra amostra ap6s coletada foi devidamente identificada e
congelada a -10°C, para posterior determinagao da matéria seca (método 950.15;
AOAC 2000) e amido fecal, conforme metodologia descrita por Hendrix (1993).

O peso corporal foi determinado com o uso da fita toracica de pesagem para
bovinos leiteiros (Bovitece), que apresenta grau de confianca de 95% (ABREU et
al., 2015).

A avaliacao da Condicao de Escore Corporal foi realizada por um unico
avaliador, onde se utiliza uma escala de 1 a 5, para a classificacdo de vacas abaixo
e acima do peso respectivamente, com intervalos de 0,25 pontos (FERGUSON;
GALLIGAN; THOMSEN, 1994).

A producao de leite foi mensurada, nas duas ordenhas realizadas no dia,
através de medidores volumétricos da marca MILKMETER® acoplados ao
equipamento de ordenha.

Para a determinacdo da composicao do leite, foram coletadas amostra
representativas das duas ordenhas diarias de todos os animais, armazenadas em
frascos de coletas (40 ml) contendo o conservante bronopol na forma de
comprimido. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério da Associagéo
Paranaense de Criadores de Bovinos da Raga Holandesa (APCBRH) que
determinou através da técnica de infravermelho os parédmetros de Gordura,
Proteina, Lactose, Extrato Seco Desengordurado, Extrato Seco Total e Nitrogénio
Ureico do Leite, enquanto a técnica de citometria de fluxo foi utilizada para a
determinacao da variavel Contagem de Células Somaticas (CCS).

Foram coletadas amostras de sangue de todos os animais avaliados. As
amostras foram coletadas na veia coccigea, em tubos de 4 ml siliconizado seco a
vacuo com ativador de coagulagao, apos a coleta as amostras foram centrifugadas
para separagao do soro que foi congelado a -10°C para posterior determinacgao de
Glicose, Colesterol Total, Triglicerideos, Proteina Total, Albumina, Ureia e
Nitrogénio Ureico. As amostras foram analisadas no laboratério de Patologia Clinica
do Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Maringd — Campus

Umuarama, onde determinou-se através de kits comerciais da marca Labtest®. A
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Glicose, Colesterol Total e Triglicerideos foram determinados em sistema
enzimatico por reacdo de ponto final. Proteina Total e Albumina foram
determinadas por reacado colorimétrica de ponto final. A Ureia também foi
determinada em sistema enzimatico, no entanto através da cinética de reacédo em
dois tempos fixos, ja o Nitrogénio Ureico foi calculado a partir dos resultados de
Ureia multiplicando-os pelo fator 0,4667.

Também foram coletadas amostras de urina spot de todos os animais. A
amostra de urina foi coletada por micg¢ao induzida, filtrada em gaze e uma aliquota
de 30 ml foi acondiciona em coletor universal estéril de 50 ml, onde recebeu a
adicao de uma gota de solucao PA (36N) de H2SO4, e congelada a -10°C, para
posterior determinagcdo de Acido Urico, Alantoina, Purinas Totais, Purinas
Absorviveis, Nitrogénio e Proteina Bruta. As amostras foram analisadas no
laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Universidade Estadual
de Maringa — Campus Umuarama, onde determinou-se através de kits comerciais
da marca Labtest®. As analises de alantoina foram realizadas pelo método
colorimétrico (CHEN; GOMES, 1992; FUJIHARA et al., 1987). A excrecgéao total de
derivados de purina (DP) foi calculada pela soma das quantidades de alantoina e
acido urico excretado na urina e leite expressos em mmol/dia. As purinas
microbianas absorvidas (Pabs, mmol dia™') foram calculadas a partir da excrecao
de derivados de purinas na urina (DP, mmol dia"), por meio da equacao:

DP = 0,85 Pabs + 0,385 PV 0,75

Em que: “0,85” € a recuperacao de purinas absorvidas como derivados
urinarios de purinas e “0,385 PV 0,75”, a contribuicao enddgena para a excre¢ao
de purinas (VERBIC et al. 1990).

O volume urinario foi calculado da seguinte maneira:

VU (L dia") = (27,36 PV) [creatinina]’

Onde: 27,36 representam o valor da excrecgao diaria média de creatinina, em
ppm PV (RENNO et al., 2008), PV é o peso vivo do animal e [creatinina] é a
concentracgéo de creatinina, em mg L', encontrada na amostra de urina spot.

A analise de acidos graxos do leite foi realizada somente no ultimo periodo do
experimento, sendo realizada a coleta de uma amostra (200 ml) de leite de apenas
de um dia, sendo uma aliquota da ordenha matutina e uma da ordenha vespertina.

Para o processo de extracao, as amostras foram centrifugadas a 17.800 x g por 30



35

minutos a 4 °C e préximo a 19.300 x g por 20 minutos a 4 °C, de acordo com Feng
et al. (2004). A gordura separada (300-400 mg) foi metilada e os ésteres metilicos
foram formados de acordo com Kramer et al. (1997). Dois padrdes internos C18:0
e C19:0 foram utilizados para corrigir as perdas durante o processo de metilagao.
A extracao da gordura dos alimentos foi realizada de acordo com o método de Folch
et al. (1957) e de metilacao realizada de acordo com Kramer et al. (1997). Os
lipideos foram extraidos por homogeneizagdo da amostra com uma solugéo de
cloroférmio e metanol 2:1. Em seguida os lipideos foram isolados ap6s a adi¢ao de
solucao de NaCl a 1,5%. Os acidos graxos foram quantificados por cromatografia
gasosa (GC Shimatzu 2010, com injecao automatica), usando coluna capilar SP-
2560 (100 m x 0,25 mm de didmetro com 0,02 mm de espessura, Supelco,
Bellefonte, PA). A temperatura inicial foi de 70 °C por 4 minutos (13°C/minuto) até
chegar a 175°C, mantendo por 27 minutos. depois, um novo aumento de
4°C/minuto, foi iniciado até 215°C, mantendo durante 31 minutos. Hidrogénio (H2)
foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 40 cm/s. durante o processo de
identificacéo foram utilizados quatro padrdes: standard C4-C24 de acidos graxos
(Supelco ® TM 37), acido vacénico C18:1 frans-11 (V038-1g, Sigma®), C18:2
CLA trans-10, cis-12 (UC-61M 100mg), e C18:2 cis-9, trans-11 (UC-60M 100mg),
(NU-CHEK-PREP EUA ®) para identificacao dos acidos graxos que sao formados
durante a bio-hidrogenacao de acidos graxos insaturados.

O delineamento adotado foi inteiramente ao acaso, com analise de médias e
de contrastes ortogonais, onde C1 = CON versus SGU + SGUP e C2 = SGU versus
SGUP, realizadas por meio do programa SAS. Diferencas estatisticas foram
consideradas a 5% de probabilidade.

Os dados obtidos foram submetidos ao SAS (Version 9.1.3, SAS Institute,
Cary, NC 2004), verificando a normalidade dos residuos e a homogeneidade das
variancias pelo PROC UNIVARIATE.
Os dados foram analisados, pelo PROC MIXED com a seguinte modelo:
Yik= u + Ai+ Dj + Tk + D; Tk + eik

Onde: Yjy = variavel dependente, p = média geral, Ai = efeito de animal (i = 1
a 32), D= efeito de dieta (= 1 a 3), Tk = efeito de tempo (k = 1 a 5), D; Tk = efeito de
interacdo dieta* Tempo e eijk = erro. O efeito aleatério do modelo (random) foi
caracterizado por: Ai. Os graus de liberdade foram corrigidos por DDFM= kr. Os
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dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e analisados por mediadas
repetidas no tempo pelo comando PROC MIXED (SAS, 2004), adotando-se
significancia de 5%.
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7 RESULTADOS:

Na Tabela 4 sdo demonstrados os dados referentes ao consumo das trés
dietas experimentais em relagcdo aos parametros de, eficiéncia do consumo,
avaliacao de fezes e digestibilidade do amido alcangada pelos animais. Quanto ao
consumo de matéria seca as vacas suplementadas com SGUP apresentaram maior
consumo de matéria seca total (16,39 kg dia™') em relacao para SGU (15,57 kg dia-
) e CON (15,13 kg dia™"), com significancia de P<0,005, também houve efeito de
tempo (P<0,003), no entanto ndo ocorreu efeito de interagéo entre dieta e tempo
(P=0,102). Nos contrastes C1 (SGU + SGUP versus CON) (P<0,011), assim como
no C2 (SGUP versus SGU (P<0,035) houve significancia entre os resultados para
esta mesma variavel.

Ao avaliar a eficiéncia (Tabela 4), as razdes entre PL (Producgao de Leite) com
o CMS (Consumo de Matéria Seca) também foram maiores para as vacas
suplementadas com SGUP (1,22 L Kg') em relagdo a SGU (1,10 L Kg') e CON
(1,09 L Kg™"), assim como para o contraste C2 (P< 0,046), enquanto C1 (P< 0,212),
nao apresentou diferenca. Houve efeito de tempo (P<0,033), mas nao houve
interacao entre dieta e tempo (P>0,096).

Ja a razao entre producao de leite corrigida e consumo de matéria seca, nao
apresentou diferenca entre as vacas suplementadas com CON (1,31 L Kg™'); SGU
(1,33 Lkg™") e SGUP (1,35 L kg™") ou seus contrastes C1(P< 0,565) e C2 (P< 0,423),
assim como para a razao ECM (conteudo de energia liquida do leite) pelo CMS os
resultados nao diferiram estatisticamente para as vacas suplementadas com as
dietas CON (1,32 Mcal kg™'); SGU (1,34 Mcal kg') e SGUP (1,36 Mcal kg'"), e entre
os contrastes C1 (P<0,118) e C2 (P=< 0,528), também nao houve efeito de tempo e
interacao.

O Residuo Fecal as vacas suplementadas com as dietas CON (18,88%); SGU
(19,83%) e SGUP (19,51%), nao apresentou diferenca entre os tratamentos
(P>0,157), assim como nao houve diferenga nos contrastes C1 (P>0,338) e C2
(P=<0,325), no tempo e na interacéo.

Ja para os resultados do Amido Fecal as vacas suplementadas com as dietas
apresentaram diferenca significativa (P<0,0001), onde a SGUP (4,69%) foi inferior
a SGU (5,51%) e ao CON (7,45%), e também para os contrastes C1 (P< 0,015) e
C2 (P<0,0001), mas nao ocorreram efeito de tempo e interagéao.
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O consumo de matéria seca das vacas suplementadas com SGUP na maioria
dos periodos de avaliagao foi superior ao consumo de matéria seca das vacas que
receberam SGU, assim como os animais alimentados com SGU em grande parte
dos periodos foi maior que os animais que receberam a dieta CON (Figura 1).

O Amido Fecal das vacas suplementadas com a dieta CON a partir do
segundo periodo de avaliacdo do experimento foi superior ao das vacas que
receberam SGU e/ou SGUP. Sendo que no ultimo periodo de avaliagao (56 dias),
apenas a SGUP apresentou diferenca da dieta (Figura 2).

Na tabela 5 observa-se que as vacas suplementadas com SGUP
apresentaram maior PL (20,22 kg dia™') em relacdo a SGU (17,26 kg dia’') e CON
(16,80 kg dia™'), com significancia de (P<0,005), também houve diferenca nos
contrastes C1 (P<0,041), assim C2 (P<0,013), ndo houve efeito de tempo, mas
houve interacéo entre tempo e dieta. Ja a PLC (producao de leite corrigida para
3,5% de gordura) foi maior para as vacas suplementadas com SGUP (22,66 kg dia
1), seguida pelas alimentadas com CON (18,56 kg dia™') e SGU (17,56 kg dia™") de
forma significativa (P<0,001) os contrastes C1 (P<0,021), assim C2 (P<0,002)
foram significativos, assim como na PL nao houve efeito de tempo, mas houve
interacao entre tempo e dieta.

O comportamento dos resultados experimentais para teor de gordura do leite
foi similar a PLC, onde as vacas suplementadas com SGUP apresentou maior teor
(4,05%) seguido pelas alimentadas com CON (4,03%) e SGU (3,56%), com valor
de P<0,001. Para o contraste C2 (P<0,003) a diferenca foi significativa, enquanto
para C1 (P<0,775) nao houve diferenca, assim como para tempo e interagcao tempo
e dieta. Também foi observado diferengas (P>0,05) entre os tratamentos para a
composigao do leite (proteina, lactose e nitrogénio ureico), enquanto os sélidos
totais e desengordurados nao foi observado diferencas (P<0,05) entre os
tratamentos.

O peso corporal, escore de condi¢cdo corporal, movimentacdo de peso
corporal e movimentacao de escore de condicao corporal ndo foram influenciadas
pelas dietas experimentais (P>0,05), apresentando apenas efeito de tempo para
peso corporal (P<0,0001), escore de condi¢ao corporal (P<0,001), e movimentagao

de peso corporal (P<0,007).
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As vacas alimentadas com SGUP apresentaram contagem de células
somaticas menores em relacdo as vacas alimentadas com as demais dietas
(P=<0,023), e ndo houve efeito de tempo (P>0,209) e interacao (P>0,069).

A Producéo de Leite das vacas alimentadas com a dieta experimental SGUP
a partir do segundo periodo de avaliagao do experimento foi superior ao das vacas
que receberam SGU e CON, conforme demonstrado na Figura 3.

Quanto ao perfil de acidos graxos do leite (Tabela 6) vacas alimentadas com
a dieta CON apresentaram mais acidos graxos das cadeias carbdnicas C6 e C16:1
frente as que receberam as dietas SGU e SGUP, assim como foi maior para o
contraste C1. Para C15:1 as vacas alimentadas com SGUP obtiveram resultado
superior as que receberam SGU que também foi superior a CON o que é
confirmado pelo efeito no C1 e C2. Ja para cadeia C16:0, vacas alimentadas com
SGUP também obtiveram resultado superior as que receberam a dieta SGU e a
CON, mas a dieta SGU nao foi superior ao controle, conforme demostrado pelo
efeito de apenas C2. Para C20:0 as vacas alimentadas com SGUP obtiveram
resultado superior apenas em relacao a dieta CON e C1. Para as demais cadeias
carbénicas e agrupamentos de acidos graxos nao houve efeito das dietas.

As vacas suplementadas com as dietas SGUP e SGU apresentaram maior
concentracao plasmatica de glicose (P<0,0001) em relacao a dieta CON. Ja para a
concentragao de colesterol total do grupo CON foi maior que dos grupos SGUP e
SGU (P<0,042). Os parametros de triglicerideos (P>0,320), proteina total (P>0,149)
e albumina (P>0,170) nao diferiram entre os tratamentos. Enquanto os niveis de
ureia (P<0,0001) e nitrogénio ureico (P<0,0001), foram maiores para os animais
alimentados com a dieta CON (Tabela 7).

Na avaliagao sintese de proteina microbiana (Tabela 8), observou-se que nao
houve diferencas na concentracdo (mmol L") de acido urico (P>0,168), alantoina
(P>0,746), purinas totais (P>0,694). Assim como a excrecao (mmol dia™') de acido
urico (P>0,144), alantoina (P>0,381) também n&o apresentaram diferenca. Na
avaliacao da excregao das purinas totais (P<0,021) e purinas absorviveis (P<0,018)
os resultados foram maiores para as vacas suplementadas com a dieta SGUP. De
maneira semelhante na avaliacao da excreg¢éao do nitrogénio (P<0,002) e proteina
bruta (P<0,002) foram observados maiores valores para os animais alimentados
com SGUP.



(dNOS A NOS) 20 (dNDS+NDS SA 8]0J3u02) D ‘(odwa) Lel8lp ogdeisiul ap o)ae) | Nl ‘(elpsw ep oeiped oud) NI (,-B 1N 009 esesiold ap spepiAne
‘SiuLojiuayoll snjjoeg ap 0dljewWIZus ojedxe @00Ldd YZNIENID ep ,-uo} 6 900G + opejespias oyjiw op opiwn oelb ep wabejis Jod opjow oyjiw op |ejo}
oedinyisgns woo ejalp) 4NOS -(opelelplas oyjiw ap opiwn oelb ap wabejis Jod opjow oyjiw op [ejo} oedinysgns Wood ejelp) NOS -(8]04ju0d ej8ip) NOD,

9¢0'0 ZLL'o 1200 8¢€0 200’0 6LLZl  6lLLe 19/¢ G90¢ ejniq eujsjold
9¢0'0 ZLLo 120°0 8¢¢'0 2000 o06¢'6L c€L'66y L8L¥Y PS5 061 olugbolN

(,-elp B) eueiqosoiw asajuIS
GL00 G600 €000 Gee'o 8L0'0 0/9'9Z 25989 89209 LZ'v/9 (,-elp|oww) sleAjaosge seulind
1000 G800 €200 9zz'0 120’0 G99'9¢ 8190/ 61°229 G269 (,-e1p |oww) siejo} seulind
G/00 8820 2000 Gez'o /80 ¥28'0 ¢6'6L vO'CL L9'GL (,-Belp joww) sy8| eujojuely
¥#90°0 1820 L000"> 6€20 180 G809 0C'6S9 96C6S 82959 (,-elp Joww) euun eujojuey
6600 8120 9060 €000 vPL‘'0 2960 022 8Ll  6.0C (,-elp joww) odLnN opIoYy
¥6€°0 G660 L000"> L/€0 ¥69'0 O0LS'L 88%y 2oLy €Z'ey (,-71 [oww) srejo) seulind
Sh¥'0 ¥86°0 G900 LSO 8G90 2¢0'0 8260 998°0 1060 (,-7 loww) 8y8| eujojuely
yA4 Al ¥G6°0 Gzo'0 62¥'0 ovL'0 GL¥'L Lg'zyr 1£6¢ 860 (,-7 Jloww) euun eujojuely
GLL0 9620 6560 6200 8910 2S00 v 8¢e’l Ge'l (,-17 |oww) 0dLN OpIdY

(40 1O 1INI odwsa] elLidg dN9S N9OS NOD we
<d ©p Jojep Nd3 ,Sleyuswiiadxe sejalq H

"slejualuliadxa sejalp Se Wod OpIodoe ap Sepejel) Oede)oe| WS SEJEA ap euelqoiolw eulalold ep esajuls g ejaqe ]

(dNOS A NOS) 20 (dNDS+NDS SA 8]0J3u02) LD ‘(odwa) Lel8lp ogdeisiul ap o)ae) | NI ‘(elpaw ep oeiped oud) NI (,-B 1N 009 esesiold ap spepiAne
‘SiuLojiuayoll snjioeg ap 0dljewWIZus ojedxe @00Ldd YZNIENID ep ,-uo} 6 900G + opejepias oyjiw op opiwn oeib ep wabejis Jod opjow oyjiw op |ejo}
omu__.;_uwnsw wood muw_vv dNOS xo_umum._v_m._ oyjiw ap oplwn o@.m ap Emmm__m Jod opjow oyjiw op |ejo} omu_su:wnzw wod muw_bv RIS xw_o._ucoo muw_bv ZOOF

960 €€00 GOL'0 200 L0OOO> 9zE0 /€01 22’6 cezL (,-7p Bw) ooraun olugbouyN
96€'0 €€0'0 SOL'0 2Z0'0 L000> 2610 06°¢€C ve'Le Zv'8c (,-1p Bw) erain
2/0'0 2850 0620 9L00 0ZL'0 9600 12°R% 8Z'c o9c'e (,-1 6) eulwnqy
/G0'0 2/9°0 /¥0'0 L000> 6¥L0  9GL0 o' 0L'6 998 (,-1 6) 1e101 eUIBIOIH
G/G0 L9L'0  Z¥9'0 €000 02€0 2LL'€ v¥60C 9g'v0CZ 86'LlC (,-71p Bw) sospleIBl |
919'0 €€0'0 6LE0 LO00> 2Z¥O'0 99G°,L 0Z'/2l 00'¥EL €8'GGl (,-1p Bw) jeyoy |ous)sel0)
ZLl6'0 20’0 0L8'0 800 1LO0OO> 60V 6£'9. 9G°'G/ 8609 (,-1p Bw) 8soo1|H
[49) 1O INI odws] ejeIg dNoOS nos NOO wo
cd 9p Jojep ZNd3 ,slejuswiiadxs sejalq H

14

"slejuswladxa sejaIp Se Woo OpJodoe ap sepelel} oedejoe| Wa seden ap anbues op oolwinbolq [iad 2 ejaqel



47

8 DISCUSSAO:

Em funcao da quebra da matriz proteica composta por zeina, muito presente
no endosperma dos graos utilizados, do tipo “Flint” (DELCOUR; HOSENEY, 2010).
A silagem de graos de milho reidratado com agao da protease, ao chegar ao rumem
dos animais passa a ter o amido degradado pela microbiota ruminal de forma mais
facilitada frente as outras dietas (JUNGES et al., 2017).

Com a chegada do amido ao rumen, inicia-se seu processo de fermentagéao
juntamente a outros carboidratos da dieta. Os microrganismos envolvidos séo
bactérias e protozoarios, sendo as bactérias principais responsaveis pela digestao
do amido. A hidrolise do amido € iniciada com a adesao das bactérias ruminais ao
granulo de amido, onde ocorre uma interagéo envolvendo forgas de van der Walls
com a superficie do substrato, este processo comega com uma interagao idnica
hidrofébica, envolvendo a anulacdo das cargas tanto da membrana celular da
bactéria quanto do substrato, principalmente Ca e Mg, pois ambas tem carga
negativa no exterior (VAN SOEST; ROBERTSON; LEWIS, 1991).

Em graos de milho inteiros, assim como em grédos com endosperma vitreo, a
adesao das bactérias € prejudicada pelo pericarpo e pela matriz proteica que
envolve o amido, que séo mais resistentes a digestao por dificultarem a acao das
enzimas (HUNTINGTON, 1997). Sendo este o ponto focal para a diferenca no
processo de digestdo do amido da dieta com a silagem de grao de milho reidratado
com a adicdo de protease, pois no processo de ensilagem ocorre a quebra do
pericarpo durante a moagem do graos, ocorre a hidratagao, que também acelera o
processo de adesao das bactérias, e a agao da protease realiza a quebra da matriz
proteica que envolve os grénulos de amido. Sendo assim o amido proveniente da
silagem de gréo de milho reidratado com a adicado de protease fica prontamente
disponivel, acelerando o processo de adesao das bactérias ao granulo de amido e
consequentemente o processo de degradacao deste.

Com o aumento da velocidade de ataque ao granulo de amido, uma maior
parte deste consegue ser degradado, e consequentemente os produtos gerados
desta degradacao (oligossacarideos, dissacarideos ou monossacarideos) sédo mais
absorvidos pelas bactérias e passam a ser utilizados para a producgao de proteina
microbiana ou acidos graxos volateis, sendo estes a principal fonte de energia para
os ruminantes (KOZLOSKI, 2011). O que neste trabalho foi comprovado pelo maior
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concentracao de glicose plasmatica para os animais que receberam as dietas com
silagens de graos reidratados, assim como a maior sintese microbiana para os
animais que receberam a dieta com adi¢ao de protease.

Neste trabalho, as vacas alimentadas com a dieta composta por SGUP
tiveram uma maior ingestao que as alimentadas com SGU e CON ao longo de todo
periodo experimental (Figura 1). Em avaliacdo com vacas recebendo silagem de
graos de milho reidratado em substituicdo do milho moido seco, a partir de dietas
com cana-de-agucar como volumoso, o consumo de matéria seca foi maior para
silagem de graos de milho reidratado (ARCARI et al., 2016b). Estudo avaliando
dietas com silagem de graos de milho reidratado substituindo o milho seco moido
observou efeito no consumo de matéria seca, quando comparado aos demais
tratamentos (MENDES, 2013). Ovinos alimentados com silagem de gréo de milho
reidratados com adicao de enzimas amiloliticas apresentaram maior consumo de
matéria seca em relagcao ao controle sem adicao de enzimas amiloliticas (CARMO
et al., 2018).

A producéo de leite foi 17% (2,96 kg dia™') maior para as vacas alimentadas
com SGUP em relagédo as alimentadas com SGU e de 20% (3,42 kg dia') em
relacdo aos alimentados com CON. A diferenca na producdo de leite com a
utilizacao do processo de ensilagem e adicao da protease nesse trabalho é oposto
aos resultados de estudo que ao substituirem a silagem de grdo umido pelo grao
seco moido nao observaram diferencas na producado ou na composicao do leite,
relatando que a digestdo pés-ruminal do amido do grdo seco compensou a alta
digestibilidade ruminal apresentada nas vacas que consumiram silagem de grao de
milho umido (BRODERICK, 2003). Pode ocorrer o deslocamento do local de
digestdao do amido do rimen para o intestino, fazendo com que haja maior digestao
do amido no intestino grosso para o tratamento de milho moido seco em
comparacao com o milho umido (OBA; ALLEN, 2003). Outro fator a ser considerado
€ o tempo de ensilagem, pois a matriz proteica do grao de milho é degradada
durante o processo de ensilagem, o que facilita o acesso de microrganismos
ruminais aos granulos de amido (YOUNG et al., 2012). Ao avaliarem o efeito do
tempo de ensilagem do milho moido reidratado sobre a degradabilidade in situ do
amido, observa-se que a quantidade de amido que apresenta comportamento de
fracao rapidamente degradavel aos 330 dias, foi aproximadamente 250% maior do
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que aos trés dias da ensilagem (ARCARI et al., 2016a). Entao, a progressiva
degradacao da matriz proteica do milho pela atividade microbiana ruminal e pelos
produtos finais da fermentacédo podem possivelmente ser explicados pelo aumento
da degradabilidade do amido ao longo do periodo de armazenamento o que nao
interfere diretamente no consumo dos animais, porém pode influenciar
positivamente a digestibilidade da matéria seca e nutrientes, ocasionando o
consequente aumento da producgao de leite.

Avaliando a eficiéncia alimentar, os animais alimentados com SGUP
obtiveram resultados superiores aos demais tratamentos, o que pode ser
comprovado pelo menor amido fecal encontrado e consequente digestibilidade total
do amido, assim como pela maior producéo de leite em fungdo do consumo de
matéria seca (Tabela 4). Animais alimentados com silagem de grdo de milho
reidratado obtiveram maior eficiéncia alimentar do que os alimentados com milho
seco moido (PASSINI et al., 2008). O que corrobora com estudo que verificou uma
interacao positiva ao avaliar os efeitos da reidratacéao e ensilagem do grao de milho
na degradabilidade ruminal (ANDRADE FILHO et al., 2010).

O peso vivo das vacas e escore de condicao corporal nao teve efeito das
dietas. No entanto observou-se que os animais estavam em condi¢cao corporal
adequada para um bom desempenho de producéo de leite, sendo sugerido que
vacas ao inicio da lactagdo devem ter como escore corporal ideal 3,00 £ 0,25
pontos, vacas no meio da lactagdo 3,25 + 0,25 e ao fim da lactacdo 3,50 + 0,25
(FERGUSON; GALLIGAN; THOMSEN, 1994). O peso vivo e escores de condi¢cao
corporal nao foram afetados pelo processamento dos graos de milho (YU et al.,
1998). Bovinos alimentados com dietas a base de grédos de milho processados
produziram a mesma quantidade de leite, e mantiveram seu peso e escore corporal
(PRIOR, 1983).

Uma das formas de avaliar a digestibilidade do amido na dieta de vacas em
lactacéo é através da analise do amido fecal (FREDIN et al., 2014). A avaliacao da
concentragao fecal de amido provou ser precisa como um preditor de degradacéo
e digestibilidade de amido por vacas leiteiras (VILLOT et al., 2020). O teor de amido
encontrado nas fezes foi menor para as vacas alimentadas com silagem de graos
de milho reidratados (5,51%), e a adigéo de protease favoreceu a reducao do teor
de amido fecal (4,69%), enquanto o controle obteve o maior valor (7,45%) (Tabela
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3), resultado que corrobora com a hipétese deste trabalho. Valores de amido fecal
acima de 5% indicam um inadequado processamento de graos usados em
alimentos ricos em amido na dieta (OWENS; SODERLUND, 2007). Sendo uma
justificativa para tal que o processamento dos grdaos de milho na confeccdo das
silagens de graos, assim como a acao da protease obtida a partir do Bacillus
licheniformis, tem efeito na fragilizacdao da matriz proteica formada pela zeina,
altamente presente no endosperma do grao de milho do tipo vitreo.

As quantidades assim como os teores de Gordura e Proteina do leite
produzido foram maiores para os animais alimentados com SGUP (Tabela 5), o que
pode ser associado a maior producdo de acidos graxos volateis e proteina
microbiana pela flora ruminal, em funcao da maior disponibilidade do amido ingerido
pelas vacas. O impacto do processamento do grdo na gordura do leite &
inconsistente na literatura. Maior teor de gordura no leite das vacas alimentadas
com silagens de milho com graos processados (DHIMAN et al., 2000). Assim como
maior teor de gordura do leite, foi observado para silagens de planta de milho com graos
nao processados, quando comparadas as silagens com gréos processados
(FERRARETTO; SHAVER, 2012).

Os teores de nitrogénio ureico do leite foram menores para os animais
alimentados com as dietas que receberam as silagens de graos de milho reidratado
(Tabela 5). O aumento da fermentagdo do amido no rimen resultou em aumento
da sintese de proteina microbiana, que foi associada a uma maior sintese de
proteinas pela glandula mamaria (THEURER et al., 1999). Entre as dietas, o NUL
de vacas alimentadas com a dieta CON obteve um valor mais alto (12,78 mg dL-")
quando comparado a média das dietas com silagem de graos de milho reidratado
(10,63 mg dL-") o que é explicado pela menor energia liberada no rimen, que limita
0 uso do nitrogénio produzido na fermentacao ruminal e ocasiona o aumento na
absorcao de amdnia (GRANT, 2005). Os resultados do NUL menor para os
tratamentos SGUP e SGU, juntamente com os menores valores de nitrogénio
ureico no plasma para as dietas SGUP e SGU (Tabela 7), mostra que o processo
de ensilagem pode estar criando um melhor padrao de fermentacado para
aproveitamento do nitrogénio disponivel, resultado que também valida a hipotese

deste trabalho.
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O aumento do fornecimento de carboidratos nao estruturais, com elevados
teores de amido, pode diminuir o pH ruminal e a eficiéncia de sintese microbiana,
ao mesmo tempo que a falta de carboidratos com taxa de fermentagédo mais rapida
reduz o nivel de energia disponivel para o crescimento bacteriano (CLARK;
KLUSMEYER; CAMERON, 1992). Reducdo de 1,2 mg dL-' foi observada para
silagens com graos processados (SCHWAB et al., 2002). O aumento da
digestibilidade do amido no rimen pode afetar o pH e a produgéo de acidos graxos
volateis do rumen (FERRARETTO; SHAVER, 2012). Maiores concentragdes de
propionato ruminal, que afetou a relagao acetato/propionato, foram relatadas para
vacas em lactacao alimentadas com silagens de milho com graos processados
(DHIMAN et al., 2000; SCHWAB et al., 2002).

Diversos fatores interferem na digestdo do amido pelos ruminantes, alterando
a dindmica e a quantidade de amido que sera fermentado no rimen ou que chegara
ao intestino (BERCHIELLI; PIRES; OLIVEIRA, 2006). Fatores tais como maturidade
na colheita, teor de umidade, tipo de endosperma, tamanho da particula, método
do armazenamento, duragdo da fermentacdo do silo afetam a digestibilidade do
amido (HOFFMAN et al., 2011; LOPES et al., 2009). A digestibilidade total do amido
de vacas em lactacdo pode variar de 70 a 100% (FERRARETTO; CRUMP;
SHAVER, 2013; FIRKINS et al., 2001). Valores de digestibilidade total do amido
préximos a 95% sao considerados adequados, sendo ideais os valores acima de
98% (IRELAND-PERRY; STALLINGS, 1993; WHEELER; NOLLER, 1977). Os
valores encontrados para digestibilidade total do amido para SGUP (95,30%) foi
superior ao SGU (94,48%) que também foi superior ao CON (92,54%).

A glicose plasmatica foi maior para os animais que receberam as dietas com as
silagens de gréao de milho reidratado (Tabela 7), fato que ajuda a validar a hipétese
deste trabalho. A concentracao de glicose presente no plasma é refletida pela
producao dos precursores da glicose, como o propionato ruminal (VLAEMINCK et
al., 2006), assim como pela absor¢ao duodenal de glicose (NOCEK; TAMMINGA,
1991). O estimulo da sintese de lactose e o consequente aumento da producao de
leite, esta vinculado ao aumento da concentracao da glicose plasmatica (COOKE;
BERNARD, 2005).

Os acidos graxos do leite com cadeias carbénicas C15:1, C16:0 e C20:0,

classificados como cadeias carbdnicas média e longa, tiveram aumento para os
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animais alimentados com as dietas com inclusdo da silagem de graos de milho
reidratado e protease quando comparado ao controle. Os acidos graxos lacteos
saturados, de cadeia com 18 ou mais carbonos sao originados da dieta, dos quais
se destaca o acido estearico, que normalmente apresenta os teores mais elevados
no leite (RIBEIRO et al., 2014). Observa-se uma relacdo positiva entre a
concentragao de acidos graxos nao esterificados no sangue e acidos graxos de 18
carbonos no leite de bovinos, demostrando que vacas que possuem maior
lipomobilizagao apresentam maior proporgcéo de acidos graxos de 18 carbonos no
leite (JORJONG et al., 2014). Acidos graxos de cadeia longa, na faixa de 18 a 20
carbonos chegam para a glandula mamaria através do plasma e tém origem na
dieta ou na sintese de acidos graxos feita pelo tecido adiposo do bovino e podem
representam 55% dos acidos graxos presentes no leite (PEREIRA et al., 2004).

O aumento na produtividade dos animais alimentados com silagem de graos
de milho reidratado e com a adi¢cao de protease, pode ser justificado pela melhor
eficiéncia da digestibilidade do trato digestorio destes animais, sendo a menor
concentragéao de amido fecal uma comprovacgao, assim como a redugéo do NUL do
leite, aumento da concentracdo de glicose no plasma e o aumento dos acidos

graxos do leite de cadeia carbdnica longa.

9 CONCLUSAO:

A utilizagao de silagem de grao de milho reidratado com adi¢ao de protease
melhora o desempenho produtivo de vacas em lactacdo, pela melhor
degradabilidade do amido, recomendando-se desta forma a substituicao do grao
de milho moido seco pela silagem de grédo de milho reidratado com adi¢do de

protease.
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DESEMPENHO DE VACAS EM LACTAGAO ALIMENTADAS COM SILAGEM
DE GRAO DE MILHO REIDRATADO COM ADICAO DE PROTEASE

RESUMO

A silagem de grao de milho reidratado € uma alternativa que visa a reducao
do custo para a producao de leite. Objetivou-se por meio deste estudo avaliar o
desempenho de vacas em lactagéo alimentadas com 3 tratamentos sendo: 1 - CON
(dieta controle); 2 - SGU (dieta com substituicdo total do milho moido por silagem
de grao de milho reidratado); 3 - SGUP (dieta com substituicao total do milho moido
por silagem de grdo de milho reidratado + 500 g ton' de CINBENZA DP100®
extrato enzimatico de Bacillus licheniformis, atividade de protease 600 Ul g™).
Foram avaliadas 24 vacas mesticas suplementadas a pasto. Coletaram-se
amostras de leite, sangue, urina e fezes, e a condi¢cao de escore corporal aferiu-se
nos dias 0, 14, 28, 42 e 56 do periodo experimental. Foram determinados
composicgao e perfil de acidos graxos do leite, perfil bioquimico do sangue, sintese
de proteinas microbianas e amido fecal. Observou-se a redugéo dos teores de
amido fecal e o consequente aumento da producdo de leite dos animais
alimentados com a silagem de grao de milho reidratado com a adigao de protease
frente a utilizagao da silagem de grao de milho reidratado sem a adicao de protease
e frente a utilizacao de grao de milho seco, concluindo-se que a adigao de protease,
assim como o processo de ensilagem do milho reidratado pode melhor o
desempenho de vacas em lactacao.

Palavras-chave: Enzimas exégenas, grao umido, leite, nutricao, ruminantes.

ABSTRACT

Rehydrated corn grain silage is an alternative that aims to reduce the cost of
milk production. The objective of this study was to evaluate the performance of
lactating cows fed with 3 treatments: 1 - CON (control diet); 2 - SGU (diet with total
replacement of ground corn by rehydrated corn grain silage); 3 - SGUP (diet with
total replacement of ground corn by rehydrated corn grain silage + 500 g ton™! of
CINBENZA DP100® enzymatic extract of Bacillus licheniformis, protease activity
600 IU g"'). Twenty-four crossbred cows supplemented with pasture were
evaluated. Milk, blood, urine and feces samples were collected, and the body score



condition was measured on days 0, 14, 28, 42 and 56 of the experimental period.
Milk fatty acid composition and profile, blood biochemical profile, microbial protein
synthesis and fecal starch were determined. There was a reduction in fecal starch
levels and a consequent increase in milk production of animals fed with rehydrated
corn grain silage with the addition of protease against the use of rehydrated corn
grain silage without the addition of protease and against the use of dry corn grain,
concluding that the addition of protease, as well as the silage process of rehydrated
corn can improve the performance of lactating cows.

Keywords: Exogenous enzymes, wet grain, milk, nutrition, ruminant.

INTRODUCAO

O milho (Zea Mays) € um dos cereais mais cultivados no mundo, pois suas
sementes possuem alto valor nutricional e econémico, visto suas varias formas de
utilizacao, que vao desde a alimentacao animal e humana a producgao de polimeros
(PAES, 2006). Em fungado do melhoramento genético da planta de milho, a maioria
das cultivares de milho utilizadas no Brasil, sdo variedades hibridas, que possuem
a predominancia do endosperma do tipo vitreo, sendo classificado tipo como graos
do tipo “Flint’ duro (CORREA et al., 2002; PEREIRA et al., 2004).

A digestibilidade do amido é influenciada principalmente pela matriz
hidrofébica amido-proteina que envolvem os granulos de amido e impede a fixagao
microbiana da flora ruminal ou a digestao hidrolitica e enzimatica no abomaso e
intestino delgado (GIUBERTI et al., 2014). O ataque enzimatico € dificultado,
principalmente no vitreo (LOPES et al., 2009). A parte mais importante dessa matriz
hidrofébica sao as prolaminas, que no grao de milho chamadas zeinas, proteinas
com alta concentragéo de prolina (LARSON & HOFFMAN, 2008). A prolina € um
aminoacido hidrofobico, responsavel por desenvolver a mesma caracteristica nas
proteinas com elevado teor de prolina (LARSON & HOFFMAN, 2008), dificultando
0 acesso das bactérias ruminais ao amido, uma vez que o rumen € um ambiente
liquido.

Visando melhorar a digestibilidade do milho nas diversas partes do trato
digestorio, algumas técnicas tém sido adotadas, tais como o processo de ensilagem

de grao umido e a utilizagao de enzimas na nutricao animal (LOPES, 2016).



A utilizacao das silagens de grao umido gradualmente tem se expandido pois
além de facilitar o armazenamento de graos, estudos demonstram que o processo
fermentativo da ensilagem aumenta a digestibilidade da matéria seca,
principalmente em fungcdo do aumento da digestdo do amido, que € o principal
componente de alguns tipos de graos como milho e sorgo (JOBIM et al., 1997).
Outros autores como Reis et al. (2001) e Berndt et al. (2002) relatam também o
aumento da eficiéncia da conversao alimentar. O fornecimento de graos com alta
umidade em dietas, apresentam maior taxa e rapidez de digestao, tanto in vitro
como in vivo, quando comparados com graos secos (HIBBERD et al., 1985;
STREETER et al., 1989).

As enzimas sdo compostos catalizadores, elaborados por microrganismos
exclusivos, para a metabolizacdo dos nutrientes que estdo presentes no meio de
cultivo (GASHE, 1992; LEE et al., 1998). O Bacillus licheniformis € uma bactéria
que dentre as suas diversas aplicagbes pois também atividade potente como
protease e €, portanto, amplamente utilizado em aplicagées no processamento de
alimentos e ragdes (AWASTI, et.al, 2019).

Assim este estudo foi realizado sobre a hipotese da melhora do potencial
digestivo da silagem do grao de milho reidrato com adi¢cao de aditivos enzimaticos
proteoliticos obtidos a partir do Bacillus licheniformis, considerando que a quebra
da matriz proteica formada pela prolaminas (Zeina) aumentaria a disponibilidade e
digestibilidade do amido presente na dieta, tendo como finalidade melhorar o

desempenho produtivo dos animais e rentabilidade da bovinocultura leiteira.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em um estabelecimento rural com fins comerciais
no municipio de Icaraima/PR, de propriedade do Sr. José Carlos Bortoli, entre os
meses de janeiro a marco de 2021. Foram utilizadas 24 vacas mesticas com peso
meédio de 529 Kg (£ 254), DEL (Dias em Lactacao) de 100,75 (£ 277,25), producéo
de leite de 18,20 L (£ 12,80) e numero de partos de 2,0 (+ 2,0).

O projeto de pesquisa desta dissertacao protocolado sob n° 2106091020 foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Maringa, por estar de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas



editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), conforme Anexo |I.

As vacas foram divididas de acordo com o grupo de ordenha de 8 animais
cada. O primeiro grupo recebeu a dieta CONTROLE (CON), onde a principal fonte
energeética foi o grao de milho seco, o segundo grupo recebeu a dieta SILAGEM DE
GRAO UMIDO (SGU), onde a principal fonte energética foi a silagem de gréo umido
de milho reidratado sem adicdo da protease, e o terceiro grupo recebeu a dieta
SILAGEM DE GRAO UMIDO + PROTEASE (SGUP), a qual teve como principal
fonte energética a silagem de grao umido de milho reidratado com adicdo da
protease.

As dietas foram balanceadas de acordo com o NRC 2001, de forma que se
mantivessem isoenergéticas e isonitrogenadas (Tabela 1).

Tabela 1. Composicao das dietas e dados bromatolégicos dos alimentos.
Dietas experimentais'
CON SGU SGUP

Ingredientes

Mombaca 10,00 10,00 10,00
Silagem de milho 50,00 50,00 50,00
Milho moido 26,00 - -
Silagem de grao de milho reidratado - 26,00 -
Silagem de grao de milho reidratado + protease - - 26,00
Farelo de soja 11,00 11,00 11,00
Ureia 1,00 1,00 1,00
Nucleo mineral? 2,00 2,00 2,00
Composicao nutricional (%MS)

Matéria seca 51,70 49,09 49,13
Matéria organica 93,84 95,47 95,46
Proteina bruta 15,10 15,24 15,52
Extrato etéreo 3,81 3,17 3,31
Fibra em detergente neutro 35,63 30,95 31,23
Carboidrato nao fibroso 39,29 46,10 45,39
Fibra em detergente acido 19,90 17,82 17,96
Lignina 3,09 2,45 2,59
Cinzas 6,16 4,53 4,54
NDT? 64,59 66,38 66,46
ELL® (Mcallkg MS) 1,44 1,49 1,49

CON (dieta controle); SGU (dieta com substituicdo total do milho moido por silagem de grao de
milho reidratado); SGUP (dieta com substituicdo total do milho moido por silagem de grdo de milho
reidratado + 500 g ton' de CINBENZA DP100® extrato enzimatico de Bacillus licheniformis,
atividade de protease 600 Ul g-*). 2Nucleo mineral (Ca: 110 g kg'; P: 42 g kg''; S: 18 g kg''; Mg: 20
g kg''; Na: 123 g kg™'; Co: 14 mg kg™'; Cu: 600 mg kg'; Cr: 20 mg kg™'; Fe: 1.050 mg kg'; I: 28 mg
kg'; Mn: 2.000 mg kg™'; Se: 18 mg kg™'; Zn: 2.800 mg kg-*; Biotina: 80 mg kg™'; Vitamina A: 240.000
Ul kg™'; Vitamina D: 100.000 Ul kg', Vitamina E: 100.000 Ul kg-'. 3Calculado de acordo com NRC,
2001.



As coletas de amostras dos alimentos e de material biolégico dos animais
(sangue, fezes, urina e leite), assim como as avaliacées destes, foram realizadas
nos dias 0, 14, 28, 42 e 56 do periodo experimental, sendo os materiais biol6gicos
coletados 4 horas apés a alimentagdao matinal dos animais.

Para determinar a composi¢cdo dos alimentos foram realizadas analises
bromatolégicas de amostras dos volumosos (pastagem e silagem de milho) e de
amostras das silagens de grdao umido de milho reidratado com e sem adigcéo de
protease, que foram coletadas e congeladas a -10°C para posterior processamento.
Estas amostras foram secas a 60°C por 72 h, moidas em peneira de 1 mm em
moinho Willey, na sequéncia as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Analises de Alimentos e Nutricdo Animal (LANA) na Universidade Estadual de
Maringa, e analisadas para MS pelo método 950.15 e proteina bruta pelo método
Kjeldahl 984,13, onde PB = N x 6,25 (AOAC, 2002). A fibra detergente neutra
(FDN), foi analisada pelo método de Van Soest (VAN SOEST; ROBERTSON;
LEWIS, 1991). O teor de amido das amostras foi determinado por degradacao
enzimatica e as leituras foram realizadas em um espectrofotdmetro (KNUDSEN,
1997). Outras analises quimicas incluiram cinzas pelo método 942.05, extrato
etéreo (EE) pelo método 920.39, fibra em detergente acido (FDA) e teor de lignina
pelo método 973.18 (AOAC, 2002). Os teores de nutrientes digestivos totais (NDT)
e energia liquida de lactacao (ELL) foram calculados de acordo com (NRC, 2001).

A ingestdo de matéria seca foi determinada através do registro diario das
quantidades fornecidas de alimentos aos animais e pelas analises bromatolégicas
que foram realizadas das amostras coletadas. Os ajustes das quantidades de
fornecimento das dietas ao longo da avaliagao foram determinados de acordo com
a rotina normal da propriedade. A qual realiza o fornecimento individualizado aos
animais, de 1 Kg de racao para cada 3 litros de leite produzido por dia, e os ajustes
de quantidade fornecida eram realizados a cada 14 dias.

Foram coletadas 2 amostras de 300 gramas de fezes cada, do reto de todos
os animais. Uma das amostras foi utilizada para a avaliacdo do residuo fecal,
através da lavagem das fezes em peneira de 1mm, logo apés a coleta, a qual apés
drenadas foi pesada. A outra amostra ap6s coletada foi devidamente identificada e
congelada a -10°C, para posterior determinagcdo da matéria seca (método 950.15;
AOAC 2000) e amido fecal, conforme metodologia descrita por Hendrix (1993).



O peso corporal foi determinado com o uso da fita toracica de pesagem para
bovinos leiteiros (Bovitece), que apresenta grau de confianga de 95% (ABREU et
al., 2015).

A avaliagcdo da Condicao de Escore Corporal foi realizada por um unico
avaliador, onde se utiliza uma escala de 1 a 5, para a classificagao de vacas abaixo
e acima do peso respectivamente, com intervalos de 0,25 pontos (FERGUSON;
GALLIGAN; THOMSEN, 1994).

A producgao de leite foi mensurada, nas duas ordenhas realizadas no dia,
através de medidores volumétricos da marca MILKMETER® acoplados ao
equipamento de ordenha.

Para a determinacdo da composicdo do leite, foram coletadas amostra
representativas das duas ordenhas diarias de todos os animais, armazenadas em
frascos de coletas (40 ml) contendo o conservante bronopol na forma de
comprimido. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério da Associagcéo
Paranaense de Criadores de Bovinos da Raga Holandesa (APCBRH) que
determinou através da técnica de infravermelho os parédmetros de Gordura,
Proteina, Lactose, Extrato Seco Desengordurado, Extrato Seco Total e Nitrogénio
Ureico do Leite, enquanto a técnica de citometria de fluxo foi utilizada para a
determinacao da variavel Contagem de Células Somaticas (CCS).

Foram coletadas amostras de sangue de todos os animais avaliados. As
amostras foram coletadas na veia coccigea, em tubos de 4 ml siliconizado seco a
vacuo com ativador de coagulacao, ap6s a coleta as amostras foram centrifugadas
para separacgao do soro que foi congelado a -10°C para posterior determinacao de
Glicose, Colesterol Total, Triglicerideos, Proteina Total, Albumina, Ureia e
Nitrogénio Ureico. As amostras foram analisadas no laboratério de Patologia Clinica
do Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Maringa — Campus
Umuarama, onde determinou-se através de kits comerciais da marca Labtest®. A
Glicose, Colesterol Total e Triglicerideos foram determinados em sistema
enzimatico por reagdo de ponto final. Proteina Total e Albumina foram
determinadas por reacao colorimétrica de ponto final. A Ureia também foi
determinada em sistema enzimatico, no entanto através da cinética de reagcao em
dois tempos fixos, ja o Nitrogénio Ureico foi calculado a partir dos resultados de
Ureia multiplicando-os pelo fator 0,4667.



Também foram coletadas amostras de urina spot de todos os animais. A
amostra de urina foi coletada por mic¢ao induzida, filtrada em gaze e uma aliquota
de 30 ml foi acondiciona em coletor universal estéril de 50 ml, onde recebeu a
adicdo de uma gota de solugdo PA (36N) de H2SO4, e congelada a -10°C, para
posterior determinacdao de Acido Urico, Alantoina, Purinas Totais, Purinas
Absorviveis, Nitrogénio e Proteina Bruta. As amostras foram analisadas no
laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Universidade Estadual
de Maringa — Campus Umuarama, onde determinou-se através de kits comerciais
da marca Labtest®. As analises de alantoina foram realizadas pelo método
colorimétrico (CHEN; GOMES, 1992; FUJIHARA et al., 1987). A excrecao total de
derivados de purina (DP) foi calculada pela soma das quantidades de alantoina e
acido urico excretado na urina e leite expressos em mmol/dia. As purinas
microbianas absorvidas (Pabs, mmol dia™') foram calculadas a partir da excrecao
de derivados de purinas na urina (DP, mmol dia!), por meio da equacéo:

DP = 0,85 Pabs + 0,385 PV 0,75

Em que: “0,85” é a recuperagdo de purinas absorvidas como derivados
urinarios de purinas e “0,385 PV 0,75”, a contribuicao enddgena para a excre¢ao
de purinas (VERBIC et al. 1990).

O volume urinario foi calculado da seguinte maneira:

VU (L dia™") = (27,36 PV) [creatinina]"

Onde: 27,36 representam o valor da excregao diaria média de creatinina, em
ppm PV (RENNO et al., 2008), PV é o peso vivo do animal e [creatinina] é a
concentracéo de creatinina, em mg L', encontrada na amostra de urina spot.

A analise de acidos graxos do leite foi realizada somente no ultimo periodo do
experimento, sendo realizada a coleta de uma amostra (200 ml) de leite de apenas
de um dia, sendo uma aliquota da ordenha matutina e uma da ordenha vespertina.
Para o processo de extracao, as amostras foram centrifugadas a 17.800 x g por 30
minutos a 4 °C e préximo a 19.300 x g por 20 minutos a 4 °C, de acordo com Feng
et al. (2004). A gordura separada (300-400 mg) foi metilada e os ésteres metilicos
foram formados de acordo com Kramer et al. (1997). Dois padrdes internos C18:0
e C19:0 foram utilizados para corrigir as perdas durante o processo de metilacao.
A extragéo da gordura dos alimentos foi realizada de acordo com o método de Folch
et al. (1957) e de metilagdo realizada de acordo com Kramer et al. (1997). Os



lipideos foram extraidos por homogeneizagdo da amostra com uma solucao de
cloroférmio e metanol 2:1. Em seguida os lipideos foram isolados apés a adigao de
solucao de NaCl a 1,5%. Os acidos graxos foram quantificados por cromatografia
gasosa (GC Shimatzu 2010, com inje¢do automatica), usando coluna capilar SP-
2560 (100 m x 0,25 mm de didmetro com 0,02 mm de espessura, Supelco,
Bellefonte, PA). A temperatura inicial foi de 70 °C por 4 minutos (13°C/minuto) até
chegar a 175°C, mantendo por 27 minutos. depois, um novo aumento de
4°C/minuto, foi iniciado até 215°C, mantendo durante 31 minutos. Hidrogénio (H2)
foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 40 cm/s. durante o processo de
identificacao foram utilizados quatro padrbes: standard C4-C24 de acidos graxos
(Supelco ® TM 37), acido vacénico C18:1 trans-11 (V038-1g, Sigma®), C18:2
CLA trans-10, cis-12 (UC-61M 100mg), e C18:2 cis-9, trans-11 (UC-60M 100mg),
(NU-CHEK-PREP EUA ®) para identificacao dos acidos graxos que sao formados
durante a bio-hidrogenacao de acidos graxos insaturados.

O delineamento adotado foi inteiramente ao acaso, com analise de médias e
de contrastes ortogonais, onde C1 = CON versus SGU + SGUP e C2 = SGU versus
SGUP, realizadas por meio do programa SAS. Diferencas estatisticas foram
consideradas a 5% de probabilidade.

Os dados obtidos foram submetidos ao SAS (Version 9.1.3, SAS Institute,
Cary, NC 2004), verificando a normalidade dos residuos e a homogeneidade das
variancias pelo PROC UNIVARIATE.
Os dados foram analisados, pelo PROC MIXED com a seguinte modelo:
Yik= d + Ai+ Dj + Tk + Dj Tk + eik

Onde: Yiy = variavel dependente, p = média geral, Ai = efeito de animal (i = 1
a 32), Dj= efeito de dieta (j = 1 a 3), Tk = efeito de tempo (k = 1 a 5), Dj Tk = efeito de
interacao dieta* Tempo e ejk = erro. O efeito aleatério do modelo (random) foi
caracterizado por: Ai. Os graus de liberdade foram corrigidos por DDFM= kr. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e analisados por mediadas
repetidas no tempo pelo comando PROC MIXED (SAS, 2004), adotando-se

significancia de 5%.

RESULTADOS



Na Tabela 2 sdo demonstrados os dados referentes ao consumo das trés
dietas experimentais em relacdo aos parametros de, eficiéncia do consumo,
avaliacao de fezes e digestibilidade do amido alcangada pelos animais. Quanto ao
consumo de matéria seca as vacas suplementadas com SGUP apresentaram maior
consumo de matéria seca total (16,39 kg dia™') em relacao para SGU (15,57 kg dia-
) e CON (15,13 kg dia™'), com significancia de P<0,005, também houve efeito de
tempo (P<0,003), no entanto ndo ocorreu efeito de interagéo entre dieta e tempo
(P<0,102). Nos contrastes C1 (SGU + SGUP versus CON) (P<0,011), assim como
no C2 (SGUP versus SGU (P<0,035) houve significancia entre os resultados para
esta mesma variavel.

Ao avaliar a eficiéncia (Tabela 2), as razdes entre PL (Producgao de Leite) com
o CMS (Consumo de Matéria Seca) também foram maiores para as vacas
suplementadas com SGUP (1,22 L Kg') em relagdo a SGU (1,10 L Kg') e CON
(1,09 L Kg'"), assim como para o contraste C2 (P< 0,046), enquanto C1 (P< 0,212),
nao apresentou diferenca. Houve efeito de tempo (P<0,033), mas nao houve
interacao entre dieta e tempo (P>0,096).

Ja a razao entre producao de leite corrigida e consumo de matéria seca, nao
apresentou diferenca entre as vacas suplementadas com CON (1,31 L Kg™'); SGU
(1,33 L kg™") e SGUP (1,35 L kg') ou seus contrastes C1(P< 0,565) e C2 (P< 0,423),
assim como para a razao ECM (conteudo de energia liquida do leite) pelo CMS os
resultados nao diferiram estatisticamente para as vacas suplementadas com as
dietas CON (1,32 Mcal kg™'); SGU (1,34 Mcal kg') e SGUP (1,36 Mcal kg'"), e entre
os contrastes C1 (P<0,118) e C2 (P=< 0,528), também nao houve efeito de tempo e
interacao.

O Residuo Fecal as vacas suplementadas com as dietas CON (18,88%); SGU
(19,83%) e SGUP (19,51%), nao apresentou diferenca entre os tratamentos
(P>0,157), assim como nao houve diferenga nos contrastes C1 (P>0,338) e C2
(P=<0,325), no tempo e na interacéo.

Ja para os resultados do Amido Fecal as vacas suplementadas com as dietas
apresentaram diferenca significativa (P<0,0001), onde a SGUP (4,69%) foi inferior
a SGU (5,51%) e ao CON (7,45%), e também para os contrastes C1 (P< 0,015) e

C2 (P<0,0001), mas nao ocorreram efeito de tempo e interagéao.
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O consumo de matéria seca das vacas suplementadas com SGUP na maioria
dos periodos de avaliagao foi superior ao consumo de matéria seca das vacas que
receberam SGU, assim como os animais alimentados com SGU em grande parte
dos periodos foi maior que os animais que receberam a dieta CON (Figura 1).

O Amido Fecal das vacas suplementadas com a dieta CON a partir do
segundo periodo de avaliacdo do experimento foi superior ao das vacas que
receberam SGU e/ou SGUP. Sendo que no ultimo periodo de avaliagao (56 dias),
apenas a SGUP apresentou diferenca da dieta (Figura 2).

Na Tabela 3 observa-se que as vacas suplementadas com SGUP
apresentaram maior PL (20,22 kg dia™') em relacdo a SGU (17,26 kg dia’') e CON
(16,80 kg dia™'), com significancia de (P<0,005), também houve diferenca nos
contrastes C1 (P<0,041), assim C2 (P<0,013), ndo houve efeito de tempo, mas
houve interacéo entre tempo e dieta. Ja a PLC (producao de leite corrigida para
3,5% de gordura) foi maior para as vacas suplementadas com SGUP (22,66 kg dia
1), seguida pelas alimentadas com CON (18,56 kg dia™') e SGU (17,56 kg dia™") de
forma significativa (P<0,001) os contrastes C1 (P<0,021), assim C2 (P<0,002)
foram significativos, assim como na PL nao houve efeito de tempo, mas houve
interacao entre tempo e dieta.

O comportamento dos resultados experimentais para teor de gordura do leite
foi similar a PLC, onde as vacas suplementadas com SGUP apresentou maior teor
(4,05%) seguido pelas alimentadas com CON (4,03%) e SGU (3,56%), com valor
de P<0,001. Para o contraste C2 (P<0,003) a diferenca foi significativa, enquanto
para C1 (P<0,775) nao houve diferenca, assim como para tempo e interagcao tempo
e dieta. Também foi observado diferengas (P>0,05) entre os tratamentos para a
composigao do leite (proteina, lactose e nitrogénio ureico), enquanto os sélidos
totais e desengordurados nao foi observado diferencas (P<0,05) entre os
tratamentos.

O peso corporal, escore de condi¢cdo corporal, movimentacdo de peso
corporal e movimentacao de escore de condicao corporal ndo foram influenciadas
pelas dietas experimentais (P>0,05), apresentando apenas efeito de tempo para
peso corporal (P<0,0001), escore de condi¢ao corporal (P<0,001), e movimentagao

de peso corporal (P<0,007).
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As vacas alimentadas com SGUP apresentaram contagem de células
somaticas menores em relacdo as vacas alimentadas com as demais dietas
(P=<0,023), e ndo houve efeito de tempo (P>0,209) e interacao (P>0,069).

A Producéo de Leite das vacas alimentadas com a dieta experimental SGUP
a partir do segundo periodo de avaliagao do experimento foi superior ao das vacas
que receberam SGU e CON, conforme demonstrado na Figura 3.

Quanto ao perfil de acidos graxos do leite (Tabela 4) vacas alimentadas com
a dieta CON apresentaram mais acidos graxos das cadeias carbdnicas C6 e C16:1
frente as que receberam as dietas SGU e SGUP, assim como foi maior para o
contraste C1. Para C15:1 as vacas alimentadas com SGUP obtiveram resultado
superior as que receberam SGU que também foi superior a CON o que é
confirmado pelo efeito no C1 e C2. Ja para cadeia C16:0, vacas alimentadas com
SGUP também obtiveram resultado superior as que receberam a dieta SGU e a
CON, mas a dieta SGU nao foi superior ao controle, conforme demostrado pelo
efeito de apenas C2. Para C20:0 as vacas alimentadas com SGUP obtiveram
resultado superior apenas em relacao a dieta CON e C1. Para as demais cadeias
carbénicas e agrupamentos de acidos graxos nao houve efeito das dietas.

As vacas suplementadas com as dietas SGUP e SGU apresentaram maior
concentracao plasmatica de glicose (P<0,0001) em relacao a dieta CON. Ja para a
concentragao de colesterol total do grupo CON foi maior que dos grupos SGUP e
SGU (P<0,042). Os parametros de triglicerideos (P>0,320), proteina total (P>0,149)
e albumina (P>0,170) nao diferiram entre os tratamentos. Enquanto os niveis de
ureia (P<0,0001) e nitrogénio ureico (P<0,0001), foram maiores para os animais
alimentados com a dieta CON (Tabela 5).

Na avaliagao sintese de proteina microbiana (Tabela 6), observou-se que nao
houve diferencas na concentracdo (mmol L") de acido urico (P>0,168), alantoina
(P>0,746), purinas totais (P>0,694). Assim como a excrecao (mmol dia™') de acido
urico (P>0,144), alantoina (P>0,381) também n&o apresentaram diferenca. Na
avaliacao da excregao das purinas totais (P<0,021) e purinas absorviveis (P<0,018)
os resultados foram maiores para as vacas suplementadas com a dieta SGUP. De
maneira semelhante na avaliacao da excreg¢éao do nitrogénio (P<0,002) e proteina
bruta (P<0,002) foram observados maiores valores para os animais alimentados
com SGUP.
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DISCUSSAO

Em funcao da quebra da matriz proteica composta por zeina, muito presente no
endosperma dos graos utilizados, do tipo “Flint” (DELCOUR; HOSENEY, 2010). A
silagem de graos de milho reidratado com agéo da protease, ao chegar ao rumem dos
animais passa a ter o amido degradado pela microbiota ruminal de forma mais
facilitada frente as outras dietas (JUNGES et al., 2017).

Com a chegada do amido ao rumen, inicia-se seu processo de fermentacao
juntamente a outros carboidratos da dieta. Os microrganismos envolvidos sao
bactérias e protozoarios, sendo as bactérias principais responsaveis pela digestao do
amido. A hidrolise do amido € iniciada com a adesao das bactérias ruminais ao granulo
de amido, onde ocorre uma interagdo envolvendo for¢cas de van der Walls com a
superficie do substrato, este processo comega com uma interacao iénica hidrofébica,
envolvendo a anulagéao das cargas tanto da membrana celular da bactéria quanto do
substrato, principalmente Ca e Mg, pois ambas tem carga negativa no exterior (VAN
SOEST; ROBERTSON; LEWIS, 1991).

Em graos de milho inteiros, assim como em grdos com endosperma vitreo, a
adesao das bactérias é prejudicada pelo pericarpo e pela matriz proteica que envolve
o amido, que sao mais resistentes a digestao por dificultarem a acdo das enzimas
(HUNTINGTON, 1997). Sendo este o ponto focal para a diferenga no processo de
digestdo do amido da dieta com a silagem de grao de milho reidratado com a adicao
de protease, pois no processo de ensilagem ocorre a quebra do pericarpo durante a
moagem do graos, ocorre a hidratacdo, que também acelera o processo de adeséao
das bactérias, e a acao da protease realiza a quebra da matriz proteica que envolve
os granulos de amido. Sendo assim o amido proveniente da silagem de grao de milho
reidratado com a adicdo de protease fica prontamente disponivel, acelerando o
processo de adesao das bactérias ao granulo de amido e consequentemente o
processo de degradacao deste.

Com o aumento da velocidade de ataque ao granulo de amido, uma maior parte
deste consegue ser degradado, e consequentemente os produtos gerados desta
degradacao (oligossacarideos, dissacarideos ou monossacarideos) sao mais
absorvidos pelas bactérias e passam a ser utilizados para a producao de proteina

microbiana ou acidos graxos volateis, sendo estes a principal fonte de energia para
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os ruminantes (KOZLOSKI, 2011). O que neste trabalho foi comprovado pelo maior
concentracao de glicose plasmatica para os animais que receberam as dietas com
silagens de graos reidratados, assim como a maior sintese microbiana para os
animais que receberam a dieta com adi¢ao de protease.

Neste trabalho, as vacas alimentadas com a dieta composta por SGUP tiveram
uma maior ingestao que as alimentadas com SGU e CON ao longo de todo periodo
experimental (Figura 1). Em avaliagdo com vacas recebendo silagem de graos de
milho reidratado em substituicado do milho moido seco, a partir de dietas com cana-
de-agucar como volumoso, o consumo de matéria seca foi maior para silagem de
graos de milho reidratado (ARCARI et al., 2016b). Estudo avaliando dietas com
silagem de graos de milho reidratado substituindo o milho seco moido observou efeito
no consumo de matéria seca, quando comparado aos demais tratamentos (MENDES,
2013). Ovinos alimentados com silagem de grao de milho reidratados com adicao de
enzimas amiloliticas apresentaram maior consumo de matéria seca em relagdo ao
controle sem adicao de enzimas amiloliticas (CARMO et al., 2018).

A producao de leite foi 17% (2,96 kg dia™') maior para as vacas alimentadas com
SGUP em relagao as alimentadas com SGU e de 20% (3,42 kg dia™') em relacéo aos
alimentados com CON. A diferenga na producgéao de leite com a utilizagao do processo
de ensilagem e adi¢ao da protease nesse trabalho é oposto aos resultados de estudo
que ao substituirem a silagem de grao umido pelo grado seco moido nao observaram
diferengcas na producdo ou na composicao do leite, relatando que a digestdo pos-
ruminal do amido do grao seco compensou a alta digestibilidade ruminal apresentada
nas vacas que consumiram silagem de grao de milho umido (BRODERICK, 2003).
Pode ocorrer o deslocamento do local de digestdo do amido do rimen para o intestino,
fazendo com que haja maior digestdo do amido no intestino grosso para o tratamento
de milho moido seco em comparagao com o milho umido (OBA; ALLEN, 2003). Outro
fator a ser considerado é o tempo de ensilagem, pois a matriz proteica do grao de
milho é degradada durante o processo de ensilagem, o que facilita o acesso de
microrganismos ruminais aos granulos de amido (YOUNG et al., 2012). Ao avaliarem
o efeito do tempo de ensilagem do milho moido reidratado sobre a degradabilidade in
situ do amido, observa-se que a quantidade de amido que apresenta comportamento

de fragao rapidamente degradavel aos 330 dias, foi aproximadamente 250% maior do
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que aos trés dias da ensilagem (ARCARI et al., 2016a). Entao, a progressiva
degradacao da matriz proteica do milho pela atividade microbiana ruminal e pelos
produtos finais da fermentacao podem possivelmente ser explicados pelo aumento da
degradabilidade do amido ao longo do periodo de armazenamento o que néo interfere
diretamente no consumo dos animais, porém pode influenciar positivamente a
digestibilidade da matéria seca e nutrientes, ocasionando o consequente aumento da
producéao de leite.

Avaliando a eficiéncia alimentar, os animais alimentados com SGUP obtiveram
resultados superiores aos demais tratamentos, o que pode ser comprovado pelo
menor amido fecal encontrado e consequente digestibilidade total do amido, assim
como pela maior producao de leite em fungdo do consumo de matéria seca (Tabela
4). Animais alimentados com silagem de grdao de milho reidratado obtiveram maior
eficiéncia alimentar do que os alimentados com milho seco moido (PASSINI et al.,
2008). O que corrobora com estudo que verificou uma interacao positiva ao avaliar os
efeitos da reidratacdo e ensilagem do grdo de milho na degradabilidade ruminal
(ANDRADE FILHO et al., 2010).

O peso vivo das vacas e escore de condi¢ao corporal nao teve efeito das dietas.
No entanto observou-se que os animais estavam em condi¢do corporal adequada
para um bom desempenho de producao de leite, sendo sugerido que vacas ao inicio
da lactacdo devem ter como escore corporal ideal 3,00 + 0,25 pontos, vacas no meio
da lactagao 3,25 + 0,25 e ao fim da lactagdo 3,50 + 0,25 (FERGUSON; GALLIGAN;
THOMSEN, 1994). O peso vivo e escores de condigcao corporal nao foram afetados
pelo processamento dos graos de milho (YU et al., 1998). Bovinos alimentados com
dietas a base de graos de milho processados produziram a mesma quantidade de
leite, e mantiveram seu peso e escore corporal (PRIOR, 1983).

Uma das formas de avaliar a digestibilidade do amido na dieta de vacas em
lactacao é através da analise do amido fecal (FREDIN et al., 2014). A avaliacao da
concentragao fecal de amido provou ser precisa como um preditor de degradacgéo e
digestibilidade de amido por vacas leiteiras (VILLOT et al., 2020). O teor de amido
encontrado nas fezes foi menor para as vacas alimentadas com silagem de graos de
milho reidratados (5,51%), e a adicao de protease favoreceu a reducao do teor de

amido fecal (4,69%), enquanto o controle obteve o maior valor (7,45%) (Tabela 3),
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resultado que corrobora com a hip6tese deste trabalho. Valores de amido fecal acima
de 5% indicam um inadequado processamento de graos usados em alimentos ricos
em amido na dieta (OWENS; SODERLUND, 2007). Sendo uma justificativa para tal
que o processamento dos graos de milho na confeccao das silagens de graos, assim
como a acao da protease obtida a partir do Bacillus licheniformis, tem efeito na
fragilizacao da matriz proteica formada pela zeina, altamente presente no endosperma
do grao de milho do tipo vitreo.

As quantidades assim como os teores de Gordura e Proteina do leite produzido
foram maiores para os animais alimentados com SGUP (Tabela 5), o que pode ser
associado a maior producao de acidos graxos volateis e proteina microbiana pela flora
ruminal, em fun¢do da maior disponibilidade do amido ingerido pelas vacas. O impacto
do processamento do grao na gordura do leite é inconsistente na literatura. Maior teor
de gordura no leite das vacas alimentadas com silagens de milho com graos
processados (DHIMAN et al., 2000). Assim como maior teor de gordura do leite, foi
observado para silagens de planta de milho com graos nao processados, quando
comparadas as silagens com graos processados (FERRARETTO; SHAVER, 2012).

Os teores de nitrogénio ureico do leite foram menores para os animais
alimentados com as dietas que receberam as silagens de graos de milho reidratado
(Tabela 5). O aumento da fermentagao do amido no rimen resultou em aumento da
sintese de proteina microbiana, que foi associada a uma maior sintese de proteinas
pela glandula mamaria (THEURER et al., 1999). Entre as dietas, o NUL de vacas
alimentadas com a dieta CON obteve um valor mais alto (12,78 mg dL"") quando
comparado a média das dietas com silagem de graos de milho reidratado (10,63 mg
dL-") o que é explicado pela menor energia liberada no rimen, que limita o uso do
nitrogénio produzido na fermentacéo ruminal e ocasiona o aumento na absorgéo de
amoénia (GRANT, 2005). Os resultados do NUL menor para os tratamentos SGUP e
SGU, juntamente com os menores valores de nitrogénio ureico no plasma para as
dietas SGUP e SGU (Tabela 7), mostra que o processo de ensilagem pode estar
criando um melhor padrdao de fermentagcdo para aproveitamento do nitrogénio
disponivel, resultado que também valida a hip6tese deste trabalho.

O aumento do fornecimento de carboidratos ndo estruturais, com elevados

teores de amido, pode diminuir o pH ruminal e a eficiéncia de sintese microbiana, ao
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mesmo tempo que a falta de carboidratos com taxa de fermentagao mais rapida reduz
o nivel de energia disponivel para o crescimento bacteriano (CLARK; KLUSMEYER,;
CAMERON, 1992). Reducéo de 1,2 mg dL' foi observada para silagens com gréos
processados (SCHWAB et al.,, 2002). O aumento da digestibilidade do amido no
rimen pode afetar o pH e a produgcdo de acidos graxos volateis do rumen
(FERRARETTO; SHAVER, 2012). Maiores concentragdes de propionato ruminal, que
afetou a relacdo acetato/propionato, foram relatadas para vacas em lactacao
alimentadas com silagens de milho com graos processados (DHIMAN et al., 2000;
SCHWARB et al., 2002).

Diversos fatores interferem na digestdo do amido pelos ruminantes, alterando a
dindmica e a quantidade de amido que sera fermentado no rimen ou que chegara ao
intestino (BERCHIELLI; PIRES; OLIVEIRA, 2006). Fatores tais como maturidade na
colheita, teor de umidade, tipo de endosperma, tamanho da particula, método do
armazenamento, duracado da fermentacao do silo afetam a digestibilidade do amido
(HOFFMAN et al., 2011; LOPES et al., 2009). A digestibilidade total do amido de vacas
em lactacédo pode variar de 70 a 100% (FERRARETTO; CRUMP; SHAVER, 2013;
FIRKINS et al., 2001). Valores de digestibilidade total do amido proximos a 95% sao
considerados adequados, sendo ideais os valores acima de 98% (IRELAND-PERRY;
STALLINGS, 1993; WHEELER; NOLLER, 1977). Os valores encontrados para
digestibilidade total do amido para SGUP (95,30%) foi superior ao SGU (94,48%) que
também foi superior ao CON (92,54%).

A glicose plasmatica foi maior para os animais que receberam as dietas com as
silagens de grao de milho reidratado (Tabela 7), fato que ajuda a validar a hipétese deste
trabalho. A concentracao de glicose presente no plasma é refletida pela produgéo dos
precursores da glicose, como o propionato ruminal (VLAEMINCK et al., 2006), assim
como pela absorgao duodenal de glicose (NOCEK; TAMMINGA, 1991). O estimulo da
sintese de lactose e o consequente aumento da producéao de leite, esta vinculado ao
aumento da concentracao da glicose plasmatica (COOKE; BERNARD, 2005).

Os acidos graxos do leite com cadeias carbénicas C15:1, C16:0 e C20:0,
classificados como cadeias carbbénicas média e longa, tiveram aumento para os
animais alimentados com as dietas com inclusdo da silagem de graos de milho

reidratado e protease quando comparado ao controle. Os acidos graxos lacteos
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saturados, de cadeia com 18 ou mais carbonos sao originados da dieta, dos quais se
destaca o acido estearico, que normalmente apresenta os teores mais elevados no
leite (RIBEIRO et al., 2014). Observa-se uma relagéo positiva entre a concentragao
de acidos graxos nao esterificados no sangue e acidos graxos de 18 carbonos no leite
de bovinos, demostrando que vacas que possuem maior lipomobilizacdo apresentam
maior proporcao de acidos graxos de 18 carbonos no leite (JORJONG et al., 2014).
Acidos graxos de cadeia longa, na faixa de 18 a 20 carbonos chegam para a glandula
mamaria através do plasma e tém origem na dieta ou na sintese de acidos graxos
feita pelo tecido adiposo do bovino e podem representam 55% dos acidos graxos
presentes no leite (PEREIRA et al., 2004).

O aumento na produtividade dos animais alimentados com silagem de graos de
milho reidratado e com a adicdo de protease, pode ser justificado pela melhor
eficiéncia da digestibilidade do trato digestério destes animais, sendo a menor
concentragcao de amido fecal uma comprovacao, assim como a redug¢ao do NUL do
leite, aumento da concentragao de glicose no plasma e o aumento dos acidos graxos
do leite de cadeia carbdnica longa.

CONCLUSOES

A utilizacao de silagem de grao de milho reidratado com adicdo de protease
melhora o desempenho produtivo de vacas em lactagéo, pela melhor degradabilidade
do amido, recomendando-se desta forma a substituicdo do grao de milho moido seco

pela silagem de grao de milho reidratado com adigcao de protease.
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ANEXO|

_‘/A(; u E M Comissio de Etica no Uso de Animais "
L4

e Universidade Estadual de Maringdi

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVAUACAO DO DESEMPENHO DE VACAS LEITEIRAS ALIMENTADAS COM SILAGEM DE GRAO
UMIDO DE MILHO REIDRATADO COM E SEM ADICAO DE PROTEASE.", protocolada sob o CEUA n? 2106091020 (o 002832), Sob a
responsabilidade de Jefferson Rodrigues Gandra e equipe; Rafael Meier de Mattos - que envolve a produgao, manutengao e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- esta de acordo com 0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA)I e foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEUA/UEM) na reunido de 16/11/2020.

We certify that the proposal *"EVALUATION OF THE PERFORMANCE OF MILK COWS FEEDED WITH REHYDRATED GROUND HI MOIST
CORN GRAIN WITH AND WITHOUT PROTEASE ADDITION.*, utilizing 24 Bovines (24 females), protocol number CEUA 2106091020 (o
002832), under the responsibility of Jefferson Rodrigues Gandra and team; Rafael Meier de Mattos - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the State University of Maringa (CEUA/UEM) in the meeting of 11/16/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 01/2021 a 03/2021 Area: Dmv-Medicina Veterinaria
Origem: Animais de Proprietarios

Espécie: Bovinos sexo: Fémeas idade: 30 a 60 meses N: 24
Linhagem: Mestica Peso: 275a786kg

Local do experimento: O experimento serd realizado em um estabelecimento rural de fins comerciais no municipio de Icaraima/PR,
de propriedade do Sr. José Carlos Bortoli, localizada ao km 10 da Estrada Porto Camargo.
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